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Asthma bronchiale je chronické zanétlivé onemocnéni dychacich cest zndmé vice
nez 2 000 let. Jde o celozivotni onemocnéni, které¢ dosud neni zcela vylécitelné.

Podle epidemiologickych statistik postihuje astma pfiblizn¢ 300 milioni osob
a jeho incidence v poslednich desetiletich neustale stoupa. Onemocnéni se vyskytuje ve
vSech oblastech svéta, Castéji vSak v zemich ekonomicky vice rozvinutych. V Evropé
a Spojenych statech je prevalence astmatu 5—10 % u dospélych a 10-15 % u déti. V Ceské
republice se celkova prevalence astmatu pohybuje kolem 8 %, u déti je vyssi (12-15 %).
Diagnoéza astmatu je i v Ceské republice stale podhodnocovana. Odhaduje se, Ze u nas neni
diagnostikovano cca 250 000-350 000 astmatiki (www.ginasthma.org).

Dvé tretiny vSech diagnostikovanych piipadi spadaji do détského veéku a do
puberty. V détstvi pievazuje vyskyt astmatu u chlapci (témét 2:1 k divkam), Gstup
ptiznakl po puberté se pak pozoruje rovnéz €astéji u chlapci. V puberté se pomér pohlavi
vyrovnava a ve véku nad 40 let vyznamné pfevazuji zeny. Vliv zenskych pohlavnich
hormond naznacuje ¢asto pozorovana exacerbace pfed menstruaci nebo v jejim prubchu
(premenstrualni astma). U Zen se také udava vys$si mortalita, zvlasté v souvislosti s vyssi
incidenci astmatu s rychlym a neptfedvidatelnym nastupem zhorSeni (Kasak, 2005).

Na patogenezi astmatu participuji mnohé faktory, mimo jiné i oxidacni stres.
U zdravého organismu je toxicita volnych radikalii potlacena mnohymi enzymatickymi
I neenzymatickymi antioxida¢nimi systémy. U astmatikti je funkce téchto endogennich
systému naruSena kvili zménam aktivity antioxida¢nich enzymd a vitaminti v respiraénim
systému (Kelly et al., 1999). Nerovnovaha mezi oxidanty a antioxidanty samoziejm¢ neni
jedinou pfi¢inou patogeneze astmatu, nicméné jeji role je dulezita a podili se na progresi
onemocnéni.

Ptes rozsitujici se skalu a mnozstvi pouzivanych antiastmatik morbidita i mortalita
astmatu neustale roste — celosvétova mortalita je nyni odhadovana na 250 000 osob ro¢né
(www.ginasthma.org). Stavajici prevalence astmatu proto vyzaduje dynamicky vyvoj nové
1é¢by. Existuje nékolik cest, kterymi se mtize ubirat vyvoj novych 1é€iv. Vzdy je dilezité
vytipovani U¢inné latky na zéklad¢ poznéni patogeneze choroby. Hledani nového 1éciva
mize byt rovnéz inspirovano znalostmi o uc¢innych latkach rostlinnych drog, pficemz se
prostiednictvim experimentalnich vyzkumt pokouSime odhalit a popsat strukturu, ktera je

zodpovédna za dané ucinky 1é¢ivé rostliny.
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Cilem této dizertani prace bylo zhodnotit u¢inky antioxida¢né pusobiciho a-
tokoferolu na in vivo modelu alergického astmatu potkana, tj. stanovit zmény bronchialni
reaktivity, miru infiltrace zanétlivych bunék do plic a histopatologické zmény
V respira¢nim systému potkand.

Dalsim cilem bylo studium u¢inki vybranych latek metodou in vitro. Prvnim
dil¢im ukolem bylo zhodnoceni relaxacnich ucinkii ptirodnich chinazolinovych alkaloidi
obsazenych v Justicia adhatoda (1éCiva rostlina pouzivana v lidovém 1éCitelstvi)
na hladkou svalovinu izolované prudusnice potkana. Druhym ukolem bylo stanoveni
relaxacni aktivity vybranych syntetickych derivata chinazolinu, pfipadné¢ odhaleni

zavislosti mezi strukturou a relaxa¢nim ucinkem testovanych syntetickych derivati.
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3.1. ASTHMA BRONCHIALE

3.1.1. DEFINICE ASTMATU

Asthma bronchiale je definovano jako chronické zanétlivé onemocnéni dychacich
cest, kde hraji roli mnohé buiiky a bunétné plsobky. Chronicky zanét je spojen
s pruduskovou hyperreaktivitou a vede k opakujicim se epizodam piskotd, dusnosti, tihy na
hrudi a kasle, zvlast€¢ v noci nebo Casné rano. Tyto epizody jsou obvykle spojeny
s variabilni obstrukci, kterd je cCasto reverzibilni bud spontdnné, nebo vlivem 1éCby
(www.ginasthma.org).

K zésadnimu pokroku v poznani vyznamu zanétu u astmatu doslo az v poslednich
tficeti letech. Nyni je astma chipano jako nemoc dlouhodobého charakteru probihajici
I v dobg, kdy nejsou zjistitelné funkéni zmény a pacient je bez obtizi.

Ve starovéku byla dusnost u astmatu vysvétlovana zvySenou sekreci hlenu, ktery
byl po dlouhou dobu jedinym zevné patrnym obstrukénim faktorem. Koncem 17. stoleti
predpokladal John Floyer, Ze dusnost je zpisobena akutnim ziZenim priduSek. O necelé
stoleti pozdéji pak William Cullen navrhl bronchospasmus jako vlastni podstatu astmatu.
Velky pokrok v pochopeni astmatu u€inil v 19. stoleti Henry Hyde Salter, ktery mj. popsal
fadu typickych spoustéci astmatického zachvatu (zviteci chlupy, pefi aj.). Jeho koncepce
pfetrvala srlznymi obménami celé stoleti a postupné vedla kvyvoji fady
bronchodilata¢nich latek od efedrinu, adrenalinu a teofylinu pfes isoproterenol az po
selektivni dlouhodoba B, mimetika. Postupem ¢asu piestalo byt astma chapano jako pouhé
zachvaty dechovych obtizi, ale zacalo byt vniméano jako chronické onemocnéni, kde jsou

primarni pfi¢inou zanétlivé a strukturalni zmény dychacich cest (Kasak, 2005).

3.1.2. ETIOPATOGENEZE A PATOFYZIOLOGIE ASTMATU

Hlavnim znakem bronchidlniho astmatu je chronicky zéanét dychacich cest
doprovazeny hyperreaktivitou. Hypersenzitivni reakci spousti fada podnétt: alergeny (obr.
1), viry, vzdu$né polutanty (O3, SO,), ale i namaha, chlad nebo stres (Fendrich et al.,
2002).
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CLENENI ALERGENU PODLE PUVODU

alergeny obydli

alergeny potravinové alergeny alergeny alergeny Sy
tlinného pivoed zviiectho plivodu | mikrebialniho pivodu R
rostlinného puvoedu bilkoviny miéka p p
bilkoviny vajec alergeny jedu
srst plisne blanokridlého
zasobni bilkoviny semene (plodu) hmyzu
b ¢ bilkovi korysil Ronty
obranné bilkoviny maso koryén sliny (slzy) . alergeny
PPR maso ryb s pracovniho
prosti‘edi

Obr. 1 Clenéni alergent podle pivodu. (PPR — pathogen pattern receptors; receptory,
kterymi imunitni systém identifikuje molekuldrni vzory na povrchu mikroorganismi).

Ptevzato z Krejsek, Kopecky, 2004. Upraveno.

Pfi vzniku astmatu maji roli jak genetické, tak vnéjsi faktory (obr. 2). Geneticka
dispozice je Uizce spjata S atopii, pficemz atopii rozumime vystupiiovanou tvorbu IgE
Vv odpovédi na bézné alergeny. Pro diagndzu atopie je charakteristické zvySeni IgE
celkového nebo specifického v séru, pozitivni koZni test na jeden ¢i vice alergent, zvySena
reaktivita ktize, nosu, bronchu, stiev, cév a nervi.. V populaci je asi 30-50 % atopikd. Jen
malo znich ma klinickou symptomatologii. Dispozice je dé&di¢na, jde o polygenni
autozomaln¢ recesivni pfenos, v némz se uplatituji geny na 5. a 11. chromozému (Bures,
Horacek, 2003). Bylo popsano zhruba 18 oblasti genomu, kde se pravdépodobné nachazeji
geny, jejichz produkty jsou soucasti abnormalni atopické reaktivity. Na kratkém raménku
5. chromozomu jsou koédovany cytokiny IL-4, IL-13, IL-9, IL-15 a GM-CSF, jejichz
produkty se nepochybné podileji na patogenetickych mechanismech alergického zanétu.
Polymorfismus v promotorové oblasti genu pro IL-4 je asociovan se zvySenou hladinou
IgE u 0sob s astmatem. Podobna asociace byla nalezena pro polymorfismus genu pro IL-
13. Na 6. chromozomu urcuji rozvoj atopické reaktivity geny kodujici molekuly HLA.
Rozvoj atopické reaktivity manifestujici se jako astma, bronchidlni hyperreaktivita
a atopicky ekzém je spojen s polymorfismem genu kodujicim P fetézec FceRlI,
nachazejicim se na chromozomu 11q. Na 12. chromozomu je lokalizovan gen pro

interferon vy, ktery plisobi proti aktivité subsetu Th2 T lymfocytld (Krejsek, Kopecky,
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2004). Je znamo, Ze geneticky predisponovany jedinec ma porusenou rovnovahu
pomocnych lymfocyti ve prospéch Th2 lymfocyti (Bures, Horacek, 2003), vice viz
kapitola 3.1.2.3. Na 14. chromozomu se nachazi mimo jiné gen kodujici transkripéni
inducibilni NO-syntazy, COX-2, chemokint, cytokini a adheznich molekul. Na dlouhém
raménku 20. chromozomu se nachazi gen kodujici molekulu ADAM-33, coz je

membranova metaloproteindza modulujici bunécnou adhezi (Krejsek, Kopecky, 2004).

ATOPICKA IMUNOPATOLOGICKA REAKTIVITA

GENETICKA : e -
PREDISPOSICE : SNIZENA
@ILA GENY, DIFERENCIACE THI1
A DATLSD)
e _'_.......)
INFy
o DEREGULACE
NIZKA EXPOZICE 3
MIKROBILLNIM— ymunrrnimo . THO d
T ,// SYSTEMU & ZTRATA
- / REGULACE
SILNA, PREDCASNA - ZESILENA TH2
EXPOZICE 4 DIFERENCIACE
.~ ALERGENUM s
e L5 IL-4
G-CSF g
ALERGICKY ZANET T SYNTEZA IgE ‘

Obr. 2 Atopicka reaktivita — disledek genetické dispozice a pusobeni vnéjsich faktort. (G-
CSF - faktor stimulujici rast kolonii granulocytli; IL — interleukin; INFy — interferon y).

Ptevzato z Krejsek, Kopecky, 2004.

Genetickd predispozice je ovlivnéna mnozstvim nepfiznivych vnéjsich faktort a to
jiz od 22. tydne nitrod¢lozniho vyvoje. Na etiopatogenezi astmatu se muze podilet
prenatalni expozice tabakovému koufi, infekce a nevhodna strava v t€¢hotenstvi (napf.
nedostatek vitaminu E) (Devereux et al., 2006; Kumar, 2008). Mimotadné rizikovy je
predev$im novorozenecky a kojenecky vék (Brussee et al., 2005), ale senzibilizace mize

byt prodélana kdykoliv v prib¢hu zivota. Mezi nejrizikovéjsi faktory patii nékteré pylové
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alergeny, alergeny rozto¢e domaciho prachu (Dermatophagoides pteronissinus) a kocky
domaci (Felis domesticus) a respiracni infekce. Zajimavé vysledky pfinesly studie
zabyvajici se détmi vyrastajicimi v tzv. farmatském prostfedi (v nasich podminkach lze
piirovnat k malym vesnicim). Tyto déti byly jiz od narozeni v kontaktu s hospodarskymi
zvitaty, coz mélo za nasledek snizenou prevalenci pozdé¢jsiho rozvoje astmatu a alergii.
Bylo zjisténo, ze nejvyznamnéjsim faktorem farmatského prostiedi je lipopolysacharidovy
endotoxin, ktery pomaha navodit rovnovahu Thl a Th2 lymfocyti posunutou ve sméru

pfevahy Th2, se kterou se ¢lovék narodi (Horova, 2008).

Astma spojené s atopii se tradicné oznacCovalo jako extrinsic astma, tj. alergické
astma, v protikladu k intrinsic astma, které se projevuje i u osob bez prokazané alergie,
Castgji ve vyssim veku (Kasak, 2005). V soucasné dobé je na zakladé doporuceni Global
Strategy for Asthma Management and Prevention preferovana klasifikace podle
projevenych ptiznaki nemoci, jejich frekvence a vyskytu. Podle tohoto doporuceni se
astma déli na intermitentni, lehké perzistujici, sttedné tézké perzistujici a tézké perzistujici
(obr. 3). Tento koncept pfinesl vyrazné zjednoduseni a v Ceské republice se velmi vzil
(Bateman et al., 2008; Kasak, 2009).

KLASIFIKACE ZAVAZNOSTI ASTMATU

nocni
denni priznak; s licni funkce
P Y priznaky P
> < 1x tydné
stupeii 1 o tyz L < 3 misitns | _PEEFEVL < 80%
. . , mezl zacnval €Z priznaku, R PEF o

intermitentni nomalni PEF < 20 %
stupeii 2 > 1x tydné, ale < 1x denné s PEFFEVL < 80%

zachvaty mohou omezovat > 2X mési¢né PEF

lehké perzistujici <20-30 %

béinou ¢innost

ARG | kaidy den e PEF/FEV1_< 60-80%
stiredné tézkeé : i > 1x tydné PEF
perzistujici zachvaty omezuji béZnou ¢innost > 30 %
stupeii 4 trvalé Saste PEF/FEV1 < 60%
tézké perzistujici omezens télesna aktivita PEF > 30 %

Obr. 3 Klasifikace zavaznosti astmatu (PEF - vrcholovy vydechovy pritok, FEV; —

usilovné vydechnuty objem za 1. sekundu). Ptevzato z Krejsek, Kopecky, 2004. Upraveno.
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Zmény probihajici u astmatickych pacientd nejlépe vystihuje klasicky

imunologicky model, ktery popisuje reakci astmatika na alergen, tedy tzv. alergické astma.

3.1.2.1. EXTRINSIC ASTMA
V piipad¢ alergického astmatu nejprve dojde k senzibilizaci pacienta pii prvnim

setkani s alergenem. Senzibilizace spociva v aktivaci ptislusného klonu T-bunék, které jsou
nasledné schopné vytvaiet B-bunky aktivujici cytokiny, coz vede produkci a uvolinovani
IgE. Kromé toho vznikaji interleukiny, které mimo jiné indukuji expresi IgE-receptort
hlavné na mastocytech, eozinofilech a makrofazich. IgE se navaZze na své receptory na
povrchu bunék a organismus je takto pfipraven na dalsi setkani s alergenem. Nova
expozice vyvold v organismu odpovéd’, kterda muize vyustit az v astmaticky zachvat.
Z Casového hlediska ji Ize rozd€lit na ¢asnou a pozdni reakci.

Casnd reakce zatina navazanim antigenu na IgE na povrch mastocytil, eozinofili
a makrofagti. Vznik komplexu antigen-protilatka vede k uvolnéni nitrobunéénych zasob
celé skupiny mediatorti (histamin, leukotrieny B4, C4a D4, PGD, a PGF,,, tromboxan Ay),
které maji spazmogenni G¢inky a zptisobi okamzitou bronchokonstrikei.

Pozdni reakce neni pfimo Casové zavisla na expozici alergenu. Vyskytuje se
V riznych intervalech od expozice a Casto byva no¢ni. Zakladem je progresivni zanét.
Sklada se z mnoha dé&jh, které jsou navzdjem propojeny, a jejichZ postaveni neni zatim
a vagovy a axonovy reflex.

> Chemotaxe: ftada zmediatort cCasné reakce vykazuje kromé
bronchokonstrikénich 0¢inkti 1 chemotaktické pisobeni. Diky nim dochazi k infiltraci
dalsich bun€ék do dychacich cest a jejich aktivaci, zejména cytokiny uvoliujicich
T lymfocytd, eozinofili a neutrofild. Ty samy uvolnuji stejné chemotaktické mediatory
a tim prispivaji k dalsi infiltraci a aktivaci bungk.

> Poskozeni epitelu: epitel je z velké Casti tvofen jednou vrstvou skvamdznich
bun¢k, které na svém povrchu nesou fasinky (bunky typu I). V menSim mnozstvi obsahuje
kubické sekre¢ni bunky (bunky typu II), které produkuji surfaktant. Povrch epitelu je

pokryt tenkym filmem tvofenym surfaktantem a hlenem. Tretim typem bunck jsou
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alveolarni makrofagy. Netvofi sice pfimo soucast epitelu, ale jsou na néj ptichyceny adhezi
nebo se pohybuji volné v lumen alveolu. Epitel dychacich cest a makrofagy predstavuji
prvni ,,obrannou linii“ respiratniho systému. Pomoci fagocytdzy a pohybu fasinek
odstranuji vdechnuté cizi castice a mikroorganismy. Kromé toho epitelové bunky
produkuji PGE,, ktery ma inhibi¢ni ti€¢inek na mastocyty a bronchialni hladky sval, a za
normalnich okolnosti tak brani pfehnané reakci dychacich cest.

Mediatory uvolnéné pii odpovédi na alergen (15-HETE — hydroxyeikosatetraenova
kyselina, EMBP — eosinophil major basic protein, ECP — eosinophil cationic protein)
zpiisobi poskozeni a odlucovani bun¢k epitelu. Epitel se tak stadva vice propustnym pro
bronchokonstrikéni latky, méné chrani pfi nové expozici antigenu, je vnimavéjsi
k fyzikalnim podnétim a produkuje méné PGE,. Mensi mnozstvi PGE; méné inhibuje
mastocyty a ty uvoliiuji ze zasobnich vezikul vice medidtori zadnétu. Zaroven je snizeno
I inhibi¢ni pasobeni PGE; na hladky sval, coz dale usnadni bronchokonstrikci. Ukazalo se,
ze poskozeny epitel sam uvoliuje nékteré mediatory (15-HETE), které pftispivaji k jeho
dalsi 1ézi.

> Vagovy a axonovy reflex: inervaci dychacich cest délime na cholinergni,
adrenergni a non-adrenergni, non-cholinergni (NANC).

Cholinergni systém pokryva celé dychaci cesty a senzorické vagoveé receptory jsou
umistény mezi buikami epitelu a pod nimi. U astmatikil, kde je respiracni epitel naruSen,
je pusobeni na tyto receptory usnadnéno a k podrazdéni staci relativné mensi podnét. Tim
mize byt prach, cigaretovy kouf, mechanickd stimulace a v neposledni fadé¢ mediatory
zanétu. Vysledkem podrazdéni je vagovy reflex a cholinergni bronchokonstrikce, kterou
1ze blokovat pomoci anticholinergnich latek.

Adrenergni systém ma nervova zakonceni pouze v hornich dychacich cestach.
V dolnich dychacich cestach, kde nemd wvlastni inervaci, pulsobi prostfednictvim
cirkulujicich katecholaminli na presynaptické P receptory cholinergniho systému a tak
nepifimo moduluje bronchomotoricky tonus. Stimulace [ receptori vede ke sniZeni
uvolnovani acetylcholinu a projevi se bronchodilataci. Je snizena degranulace mastocytil
a zvySen transport iontli v epitelu, coz vede k vétsi sekreci vody, nizsi viskozité hlenu

a zlepSeni mukociliarniho transportu. Krom¢ toho se adrenergni stimulace projevi
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Vv bronchidlnich cévach (ay receptory), kde reguluje krevni tok a sniZzuje extravazaci
plazmy vyvolanou mediatory zanétu. I tento d¢j nepfimo ovlivni reaktivitu dychacich cest.
NANC systém nema vlastni nervovou sit’ a ptisobi prostiednictvim kotransmitera
klasickych autonomnich nervii. Kotransmitery jsou obvykle neuropeptidy, ale také puriny
nebo NO. U¢inky NANC systému délime na inhibi¢ni (vedou k bronchodilataci, mediator
je napt. NO) a na excitacni (zplisobuji bronchokonstrikci). Mezi hlavni mediatory
excitatniho NANC systému patii tachykininy (substance P, neurokinin A, neurokinin B)
a kalcitoninu podobny peptid (CGRP). Jsou umistény v zasobnich vezikuladch zakonceni
senzorickych nocicepénich nervi a tzv. C-vladken. Jak uz bylo fe¢eno, nervova zakonceni
se nalézaji v respiratnim epitelu nebo pod nim a jejich stimulace je pfi poskozeni epitelu
usnadnéna. Po aktivaci se uvoliiuji zasoby mediatorti, které ovliviiuji okolni tkdné¢ —
nastava lokalni axonovy reflex. Dochdzi ke kontrakci hladkych svalli dychacich cest,
dilataci cév a extravazaci plazmy, sekreci hlenu a zvySeni propustnosti epitelu. Jsou
ovlivnény i buiiky zanétu a imunitni buniky. Kromé toho senzorické nervy inervuji ganglia
parasympatiku a tak uvolnéné medidtory moduluji gangliovou transmisi, coZ vyusti
v gangliové reflexy. O vyznamu excitatniho NANC systému svéd¢i mimo jiné i to,
ze U pacientll s dlouhodobym ¢i tézkym astmatem se zvySuje mnozstvi nervi, které

obsahuji zasoby hlavniho tachykininu substance P (Fendrich et al., 2002).

3.1.2.2. INTRINSIC ASTMA

Astmaticka reakce vznika i bez pfitomnosti alergenu. Podnétem muzZe byt stres,
namaha, chlad, virova infekce ¢i vzdu$né polutanty. I kdyZ mechanismus spusténi neni
zcela jasny, predpokladame, ze dochazi stimulaci drazdivych receptort senzorickych nervii
a uvolnéni neuropeptidovych mediatort, které nasledné aktivuji mastocyty a ostatni buiiky.

Dalsi prubeh je stejny jako u alergického astmatu (Fendrich et al., 2002).

Podle soucasného nazoru se na vzniku a rozvoji astmatu podili tfi faktory:
- zanét dychacich cest
- bronchidlni hyperreaktivita

- intermitentni obstrukce dychacich cest
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3.1.2.3. ZANETLIVE ZMENY DYCHACICH CEST
Chronicky zanét je pfi astmatu piitomen vzdy, bez ohledu na tizi choroby. Hlavni

bunécné typy, které se podileji na zadnétu, jsou antigen prezentujici buniky, Th2 lymfocyty,
eozinofily, mastocyty, neutrofily, makrofagy, bazofily a epitelové bunky.

Antigen prezentujici burnky jsou zastoupeny zejména dendritickymi bunkami, ale
vlivem zanétlivych cytokini (napf. interferon y) mize jakakoli jaderna burnka exprimovat
HLA I tfidy a stat se tak zdrojem aberantni prezentace antigent (Kasak, 2005).

Lymfocyty se ve sliznici pacientd s bronchialnim astmatem nachazeji ve zvySeném
mnozstvi. Bylo potvrzeno, e hlavni podil tvoti T lymfocyty CD4", podle spektra
produkovanych cytokinii ptedev§im buiky druhého typu — Th2, které jsou ziejme
do zanétlivych zmén u astmatu zapojeny v roli koordinatora. Samy se sice na vyslednych
zménach ptimo nepodileji, ale produkuji celou fadu cytokint, které se ucastni fizeni jak
akutni, tak chronické reakce. Lymfocyty Th2 pfebiraji od bunék prezentujicich antigen
(dendritické bunky) v komplexu s HLA II. tfidy informaci o alergenech v kontaktu
S bronchialni sliznici. Aktivované lymfocyty produkuji bohaté spektrum cytokini, které se
B lymfocytl k produkeci protilatek typu IgE, a ktery je sdm induktorem diferenciace
lymfocytii typu ThO na typ Th2. IL-4 ma také schopnost indukovat expresi adheznich
molekul na buiikédch endotelu (ICAM-1, VCAM-1), které mj. umoziuji adhezi eozinofili
na endotel cév. Dalsim dilezitym faktorem je IL-5, ktery stimuluje diferenciaci a aktivaci
eozinofili v kostni dfeni, ma chemotaktickou aktivitu pro eozinofily a navic pozitivné
ovliviluje zrani a prodluzuje ptezivani téchto bunck tim, Ze negativné ovliviluje jejich
apoptozu. IL-13 indukuje tvorbu IgE (Spi¢ak et al., 2004). Posunuti nerovnovahy
ve prospéch Th2 lymfocyth ma pro rozvoj alergického zénétu zdsadni vyznam. Tato
dysbalanc¢ni teorie Th1/Th2 lymfocyti je v§ak v posledni dobé nahrazovéna teorii o snizeni
tvorby regulacnich T lymfocytt, které kontroluji vykonné lymfocyty, coz vede k rozvoji
alergického onemocnéni (Kasak, 2005).

Eozinofily jsou zcela jednozna¢né vyznamnymi efektorovymi slozkami alergického
zangtu. Diferencuji se v kostni dfeni a jejich zralé formy cirkuluji v krvi a maji tendenci se
akumulovat ve sliznicich. Na jejich povrchu je exprimovano mnozstvi membranovych

molekul (naptf. adhezni molekuly, aktivacni molekuly, receptory pro Fc fragment
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imunoglobulint, receptory pro slozky komplementu, pro chemokiny, cytokiny a rizné
mediatory), pomoci kterych pfijimaji aktivacni podnéty ruzného pivodu (Krejsek,
Kopecky, 2004). Aktivované eozinofily uvoliuji velké mnozstvi mediatord, které ovliviuji
bronchialni hyperreaktivitu, kontrakci hladkych svall, vazodilataci a vyznamné se podileji
na poskozovani epitelu bronchli. Zdrojem téchto medidtorti jsou eozinofilni granula
obsahujici bazické polypeptidy (hlavni bazicky protein, eozinofilni kationicky protein,
eozinofilni neurotoxin) a eozinofilni peroxidazu. Eozinofily jsou mj. schopny
autochemoatrakce (samy produkuji své eozinofilni chemoatraktanty — eotaxin, I1L-5, IL-8,
RANTES), a tim samovolné udrzuji perzistenci zanétu. Mnozstvi eozinofil a jejich
proteinl v indukovaném sputu, v biopsiich, v bronchoalveolarni lavazi i1 v periferni krvi
dobfe koreluje s aktivitou astmatu.

Mastocyty (zirné bunky) jsou hlavnimi bunkami cCasné faze alergické reakce
i anafylaxe. Na jejich povrchu je exprimovan vysokoafinitni receptor pro IgE (FceRI),
na ktery se svou Fc ¢asti vaze IgE stimulovany alergenem. Po vazb¢ alergenu na dvé
sousedni molekuly protilatky IgE pfitomné na membrané Zirné bunky dojde k jeji
degranulaci auvolnéni fady mediatort (histamin, prostaglandiny, leukotrieny aj.), které
vyvolavaji bronchospasmus a dale ptispivaji k rozvoji zanétlivé odpovédi. Zaroven dochazi
k dalsi tvorbé mediatort a cytokini. Mastocyty téz odpovidaji na stimulaci eozinofilnimi
mediatory, a tim je podnécovana jejich dalsi exocytdza a novotvorba lipidovych mediatort
(Kasak, 2005).

Neutrofily se podileji na zanétlivych zménach dosud ne zcela jasnym zpusobem.
Jejich migrace do ur€ité miry koreluje s migraci eozinofilii, nebyl vSak prokazan piimy
podil neutrofild na poskozeni epitelu ani na vzniku a vyvoji praduskové hyperreaktivity.
Studie u nékterych forem téZzkého astmatu zjistily zvySeny podil neutrofild
Vv bronchoalveolarni lavdzi a bylo vysloveno podezieni, Ze u téchto forem nabyva
neutrofilni infiltrace pfedevsim v oblasti perifernich dychacich cest na vyznamu a muize
korelovat se $patnou odpovédi na 1é¢bu (Spi¢ék et al., 2004).

Makrofagy se pravdépodobné podileji na procesech poskozovani a reparace
s nasledkem ptestavby dychacich cest; degraduji fadu makromolekul extracelularni matrix
vCetné elastinu a secernuji rustové faktory, vcetné zakladniho rtstového faktoru pro

fibroblasty.
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Bazofily maji svou =zakladni funkci stejnou jako mastocyty, tj. produkci
prozanétlivych medidtori jako odpovéd’ na premosténi molekul IgE navazanych na jejich
povrchu. Bazofily vsak piispivaji k pozdni fazi alergické reakce a samy secernuji nékteré
imunoregula¢ni cytokiny, zejména IL-4 a IL-3.

Epitelové bunky jsou béhem alergického zanétu jednak poskozovany, jednak
aktivovany. Po jejich aktivaci dochazi k indukci tvorby zanétlivych cytokint, receptort,
antigenu HLA II. tfidy a adheznich molekul. Epitelové bunky za ucasti NO-syntazy
produkuji oxid dusnaty plsobici vazodilataci a sekreci hlenu.

Zdrojem bunéénych ptisobki jsou i fibroblasty, buiikky endotelu, hladkych svalt aj.
Vysledkem téchto procest je bezprostiedné¢ kontrakce hladkych svall, dlouhodobé pak
udrzovani chronického zanétu a piestavba (remodelace) dychacich cest véetné novotvorby

cév v bronchialni sliznici (Kasak, 2005).

3.1.2.4. BRONCHIALNI HYPERREAKTIVITA
Bronchidlni hyperreaktivita je jednim z hlavnich rysti bronchidlniho astmatu. Jedna

se o zvySenou dispozici astmatika reagovat na podnéty nadmérnou bronchialni obstrukei.
Je zplisobena pfedevs§im zanétem probihajicim ve sliznici dychacich cest, dale hypertrofii
a zménénymi vlastnostmi hladkého svalu a dysbalanci autonomniho nervového systému.
Jak jiz bylo zminéno, dispozice k bronchidlni reaktivité je geneticky podminéna (mimo jiné

se na ni podili polymorfismus gentl pro B, receptory) (Spicak et al., 2004).

3.1.2.5. OBSTRUKCE DYCHACICH CEST
K obstrukci dychacich cest vedou ¢tyfi mechanismy: akutni bronchokonstrikce,

edém vnitini vrstvy praduskové stény, hypertrofie hlenovych zlazek a piestavba
praduskové stény.

Akutni  bronchokonstrikce patii k fyziologickym obrannym mechanismiim,
U astmatu se vSak objevuje jako reakce na jinak neskodné podnéty. Bronchokonstrikce je
nejcastéji vyvoldna degranulaci mastocyti zavislou na IgE, napt. po expozici inhalaénimu
alergenu, jako Casna astmatickd reakce. Uvolnéné mediatory ptisobi kontrakci hladkého

svalu. Nealergické podnéty (télesna zatéz, studeny vzduch, vypary, silné emoc¢ni podnéty —
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pla¢, smich) vyvolavaji bronchokonstrikci riznymi kombinacemi pifimé a nepifimé
stimulace hladkého svalu.

Edém vnitini vrstvy praduskové steny charakteristicky nastava 6-24 hodin
po kontaktu s alergenem (pozdni astmaticka reakce).

Hypertrofie hlenovych zldzek nastava v disledku zvysené sekrece hlenu a exsudace
plazmatickych proteinti. U tézkého astmatu potom tyto zatky uzaviraji periferni prudusky
a zabranuji pruniku inhalovaného 1éku.

Prestavba priiduskové steny je dlouhodobym duasledkem probihajictho zénétu
a zpusobi zafixovani piivodné reverzibilni obstrukce. Strukturdlni zmény zahrnuji zejména
zvySené ukladani kolagenu a fibronektinu do intersticia pfilehlého k vrstvé epitelu,
hyperplazii poharkovych bun€k a sliznicnich Zlazek a hypertrofii hladkého svalu.
Homogenni zesileni bazdlni membrany je morfologickym znakem astmatu a koreluje
S intenzitou astmatického zanétu a tizi nemoci. Zesileni je ¢aste¢né reverzibilni po 1€cbé

vy$8imi davkami inhala¢nich kortikosteroidu (Kasak, 2005).

3.1.3. PREVENCE ASTMATU

Primarni prevence je provadéna pred expozici rizikovym faktorim, cilem je
zamezeni vzniku astmatu u rizikovych osob, tj. pfedev§im osob z atopickych rodin.
Za rozhodujici obdobi jsou povazovany prvni roky Zivota, k senzibilizaci plodu vSak mutze
dojit jiz nitrod€lozné od 22. tydne gravidity. Jednim zG¢innych prenatalnich
I postnatalnich opatfeni je zamezeni expozice tabakovému koufi (Kasak, 2005). Dal§im
ucinnym postnatalnim faktorem je co nejdelsi obdobi pIlné vyzivy matetrskym mlékem. To
kravského mléka, mezi néz patii napt. B-laktoglobulin a kasein (www.tigis.cz).

Sekundarni prevence je zamétfena na jedince, u kterych jiz doslo k alergické
senzibilizaci. Jeji snahou je zabranit rozvoji alergického zanétu se vSemi jeho disledky,
veetné vzniku bronchialni hyperreaktivity. Je tvofena souborem nékolika opatteni:

- ekologicka intervence: ma zajistit eliminaci kauzalné plisobicich alergenti a omezit

vliv tzv. ,,spoustéct’ alergickych potizi
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- imunologicka intervence: spociva v zabrdnéni rozvoje senzibilizace pomoci
alergenové imunoterapie

- farmakoterapeuticka intervence: prevenci vzniku astmatu pusobi dlouhodobé
podavani nékterych antihistaminik u déti s ekzémem nebo 1écba nazalnimi steroidy

u pacientu s rinitidou (www.tigis.cz).

Terciarni prevence spoCiva v omezeni kontaktu astmatika s alergenem, cimz
zabranime spusténi alergické reakce. Proto je dulezitd spravna identifikace alergenu.
Nejcastéjsi metodou jsou alergologické testy (intradermadlni podani vybranych alergentl)
¢i diikaz specifickych protilatek v séru. Metoda prevence vystaveni alergenu je dobie
ucinna, jedna-li se o lokalizovany alergen (napt. urCité zvite). Pokud je vSak alergen
naopak Siroce rozSifeny (napf. domaci prach), je jeji realizace v praxi velmi obtizna

(Fendrich et al., 2002).

3.1.4. FARMAKOTERAPIE ASTMATU
Hlavnim cilem lécby je dostat astma pod kontrolu, tedy dosdhnout stavu, kdy ma
astmatik minimalni nebo Zadné chronické ptiznaky, minimdlni nebo zadné exacerbace
(tj. epizody progresivniho zhorSeni du$nosti, kasle, piskotl ¢i tize na hrudniku), zadné
mimotadné navstévy zdravotnickych zafizeni, minimalni, idedlné Zadné uziti zachranné
1écby (tj. B2 mimetik s rychlym nastupem ucinku), zadné omezeni zivotnich aktivit véetné
fyzické zatéZe, denni variabilitu maximalni vydechové rychlosti pod 20 % normy
a minimalni nebo zadné nezadouci ucinky lécby (www.ginasthma.org).
Vhodnou farmakoterapii se snazime o dosaZeni kontroly pfiznaki a udrzeni nemoci
V bezptiznakové formé€. Antiastmatika pouzivand v soucasnosti lze rozdélit do dvou
skupin:
» Preventivni antiastmatika maji protizanétlivé ucinky, a proto ptedstavuji hlavni
jako udrzovaci nebo dlouhodoba medikace.
> Ulevovd antiastmatika, oznaGovana téZ jako zachranna antiastmatika, jsou rychle
ucinnd bronchodilatancia urcend K odstranéni akutnich potizi, pfedevsim

Y L

onemocnéni z dlouhodobého hlediska (Kasak, 2005).
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3.1.4.1. Preventivni antiastmatika

-----

Iéky a bronchodilatancia s dlouhodobym u¢inkem (inhalac¢ni a systémové kortikosteroidy,
inhala¢ni a peroralni B, mimetika s dlouhodobym ucinkem, kromony, retardované
metylxantiny a dalsi 1é¢iva) (Kasak, 2005).

INHALACNI KORTIKOSTEROIDY (IKS: beclometason, budesonid, ciclesonid,
fluticason, mometason — viz ptiloha 1A) jsou VsouCasné dobé nejucinnéj$imi
astmatu. Jejich pravidelné podavani vede ke zlepSeni plicnich funkci, snizeni bronchialni
hyperreaktivity, redukci frekvence a tize exacerbaci a ke zlepSeni kvality zivota (Marek et
al., 2005). Jsou indikovany u vSech nemocnych, ktefi maji pfiznaky perzistujiciho astmatu
(Kasak, Pohunek, 2004). Je prokazano, ze pravidelné dlouhodobé uzivani i malych davek
inhala¢nich kortikosteroidii snizuje mortalitu. PferuSenim lécby dochédzi ke zhorSeni
choroby (Suissa et al., 2000).

Nezddouci ucinky 1IKS jsou hlavné lokalni (chrapot, orofaryngealni kandidoza,
ptilezitostny kaSel zpodraZzdéni dychacich cest), ale témto ucinkiim Ize predejit
pouzivanim inhala¢niho nastavce a vyplachem Ust po aplikaci. Systémové neZzadouci
ucinky se vyskytuji jen zfidka, a to zeyména pii dlouhodobém podavéani vysokych davek.
(Marek et al., 2005). Nejméné NU mé pravdépodobné ciclesonid, protoZe je metabolizovan
na farmakologicky aktivni derivat az na Grovni bronchialni stény (Manning et al., 2008;
Pedersen et al., 2008; Vermeulen et al., 2007) a mometason, ktery se vyznacuje vysokou
vazebnosti na plazmatické proteiny, ¢imz klesd pravdépodobnost vazby na
extrapulmonalni glukokortikoidni receptory (Baptist, Reddy, 2009).

Pokud neni kontroly astmatu dosaZzeno nizkou davkou IKS, jsou aditivnimi léky
prvni volby B, mimetika s dlouhodobym ucinkem (LABA — long-acting 3, agonists, viz
dale). Kombinace IKS a LABA je u¢inngjsi nez pouhé zvyseni davky IKS (Greening et al.,
1994; Pauwels et al., 1997; O'Byrne et al., 2001; Barnes, 2007; Shrewsbury et al., 2000;
Kankaanranta et al., 2004; Prenner, 2008). IKS pfiznivé zasahuji do ptsobeni 3, mimetik
tim, Ze zvySuji expresi B, receptort, ¢imz brani rozvoji tolerance, kterd by mohla nastat pfi
dlouhodobé monoterapii 3, mimetiky (Kasak, 2007; Sin, Man, 2006; Barnes, 2002). LABA

na druhou stranu pfipravuji (,,primuji*) kortikosteroidni receptor, ktery je vazany
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v cytosolu v inaktivni formé Vv multiproteinovém komplexu. Tim je usnadnén vznik
aktivntho komplexu kortikosteroid-receptor za pfitomnosti mensitho mnozstvi
kortikosteroidu (Kasak, 2002). LABA zvySuji translokaci komplexu kortikosteroid-
kortikosteroidni receptor do jadra buinky, kde dochéazi k uplatnéni kortikosteroidu pii
genov¢ transkripci, a navic zvySuji rezidencni ¢as komplexu kortikosteroid-receptor
V bunécném jadru. Diky interakci IKS a LABA se u astmatikli snizuje tvorba chemokinu
RANTES, ktery je vyznamnym chemoatraktantem pro eozinofily (Kasak, 2007).

Logickym vyutsténim téchto poznatkt bylo zavedeni fixni kombinace, kdy jsou IKS
a LABA aplikovany soucasn¢ z jednoho inhalatoru. V soucasné dobé¢ jsou na ceském trhu
dostupné kombinace budesonid/formoterol, beclometason/formoterol a fluticason/
salmeterol. Uginek fixni kombinace neni pouze aditivni, ale synergicky, coz &asto
umoziuje podavat nizs§i davky jednotlivych slozek, nez by vyzadovalo poddvani oddélené.
Podle nékterych autort je nejucinngjsi fixni kombinace budesonid/formoterol, ktera udajné
nejvice snizuje incidenci tézkych exacerbaci stredné tézkého a t€zkého astmatu a redukuje
mnozstvi exacerbaci vyzadujicich hospitalizaci (Bousquet et al., 2007; Korn, 2008;
McCormack, Lyseng-Williamson, 2007; Kasak, 2008a; O'Byrne, 2007). Jedna z recentnich
studii ovSem naznacuje, ze mezi podavanim fixni kombinace budesonid/formoterol neni
Vv porovnani s fixni kombinaci fluticason/salmeterol pfi kontrole astmatu zadny rozdil
(Busse et al., 2008).

SYSTEMOVE KORTIKOSTEROIDY (metylprednisolon, prednison, triamcinolon
- viz ptiloha 2A) maji na rozdil od inhala¢nich vyrazné vedlejsi ucinky, proto je
dlouhodobd terapie nezadouci. V rdmci preventivni 1écby se proto uzivaji pouze u tézkého
perzistujiciho astmatu. K dispozici jsou peroralni, injekéni a rektdlni 1ékoveé formy.
V soucasné dob¢€ se dava prednost peroralni 1ékové formé poddvané v jedné ranni davce
nebo alternativné obden rano (Susa, 2003).

Nezddouci ucinky jsou znac¢né: ovlivnéni imunitnich reakci, snizeni fibroplastickych
procest (zpomaleni hojeni ran, atrofie podkozi a kaze), diabetogenni ucinek, ovlivnéni
CNS (nespavost, motoricky neklid, vertigo, z psychotickych stavli predev§im deprese
amanie), ocfni (indukce glaukomu), gastrointestindlni (exacerbace viedové
gastroduodenalni choroby, zaludecni hemoragie), vliv na pohybové ustroji (steroidni

myopatie, osteopordza), kardiovaskularni (hypertenze, urychleni vyvoje arteriosklerdzy,
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zvySena koagulabilita, edémy), metabolické (hyperlipidemie, hypercholesterolemie)
a endokrinni (Utlum ristu u déti, sekundarni amenorea, pokles potence a libida u muzd,
utlum osy hypotalamus-hypofyza-nadledvinova kura) (Mikroverze AISLP).

B, MIMETIKA S DLOUHODOBYM UCINKEM (LABA - viz ptiloha 1B) jsou
bronchodilata¢ni latky, jejichz ucinek pretrvavd nejméné 12 hodin. Relaxuji hladké
svalstvo dychacich cest, zlepSuji mukocilidrni clearence, snizuji vaskularni permeabilitu
a mohou také modulovat uvolnéni mediatori z mastocyti a bazofili. Pii dlouhodobé 1é¢bé
i celosvétovych  dokumentech  jsou  jednoznaéné  upfednostiiovana  inhalacni
sympatomimetika (formoterol, salmeterol), protoze ve srovnani s peroralnimi
ucinkt (www.ginasthma.org; Kasak, 2008b). Formoterol kombinuje rychly nastup G¢inku
(do 1-3 minut po vdechnuti) s dlouhodobym ptisobenim, proto miize byt také podavan jako
ulevové antiastmatikum (Buhl, Vogelmeier, 2007; Cates, Lasserson, 2009). Nékdy je fazen
do zvlastni skupiny — RABA (rapid-acting B, agonists - B2 mimetika s rychlym néastupem
ucinku) (Kasak, 2008b). Rychly nastup uéinku je povazovan za jeho pifednost a tato
vlastnost je charakteristicka i pro vétSinu v soucasnosti vyvijenych LABA — tj. vyviji se
LABA i tzv. super LABA pusobici 24 hodin (napf. indacaterol, u nas prozatim
neregistrovan) s rychlym néastupem ucinku (Beeh et al., 2007; Kanniess, 2008).

Nezadouci ucinky peroralnich a méné Casto 1 inhalacnich B, mimetik zahrnuji
aktivaci sympatiku s projevy tfesu, palpitace, tachykardie a periferni vazodilatace.
Po vysokych davkach se vzacné vyskytuje hypokalémie (riziko je zvySené pii soucasném
podavani kortikosteroidu, teofylinu nebo diuretik) (Fendrich et al., 2002). Protoze byly
popsany piipady ndhlého umrti u nékterych pacientii lécenych pouze salmeterolem
(Salpeter et al., 2006), je bezpecnost uzivani LABA Vv poslednich letech peclivé sledovana.
Soucasné navody pro 1é¢bu astmatu jednoznacné doporucuji podavani LABA pouze s IKS,
coz idealné spliuji jiz zminéné fixni kombinace (Kasak, 2008b; Bousquet et al., 2007;
Jaeschke et al., 2008).

KROMONY (nedokromil, ketotifen - viz pfiloha 1C) stabilizuji membranu

mastocytll a inhibuji tak vyplaveni histaminu, leukotrienii a dalSich mediatorti zanétu.
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Potlacuji kasel a bronchokonstrikci po télesné zatézi, pti inhalaci studené¢ho vzduchu a pfi
drazdéni vzdusnymi polutanty.

Nezadouci ucinky jSou mirné a piechodné - zahrnuji unavu, zavrat’, bolest hlavy,
bolestivost a otok kloubti (Cetnost vyskytu téchto ucinkl je nizsi nez 1:10000). Po podéani
inhalacnich Iékovych forem mize nastat podrazdéni hornich cest dychacich, kasel,
poptipadé bronchospasmus (Hardman et al., 2001).

RETARDOVANE METYLXANTINY (teofylin - viz piiloha 2B) jsou
(Kasak, 2005). V minulosti byly piedepisovany velmi ¢asto. V soucasné dobé se dava
pfednost inhala¢nim glukokortikoidiim, B, mimetikim a antileukotrienim; teofylin je
mnohdy indikovan pouze jako doplikové 1éCivo u pacientl s obtizn€é kontrolovatelnym
astmatem (Hardman et al., 2001). V monoterapii je lIze vyuzivat jako preventivni léky
U pacientt s lehkym perzistujicim astmatem (Kasak, 2005). Mechanismus ucinku spo¢iva
pravdépodobné v inhibici fosfodiesteraz - dochazi k hromadéni cAMP a cGMP a tim
k relaxaci bun¢k hladkého svalu. Mimo to pusobi teofylin i jako kompetetivni antagonista
na adenosinovych receptorech (adenosin muZe po navazani na tyto receptory navodit
u astmatiki bronchokonstrikci a pfispiva k uvolnéni medidtort zanétu z mastocytl)
(Hardman et al., 2001). Podavaji se peroraln¢ k profylaxi zachvatu - retardovany piipravek
uzivany veler predchazi noc¢nimu astmatickému zachvatu. Intravendzni aplikace je
vyhrazena pro akutni exacerbaci astmatu (Lulmann et al., 2004). Inhala¢ni aplikace
teofylinu prozatim neni mozZna, protoZe je obtizné dosdhnout terapeutické koncentrace
Vv plicich. Do budoucna by mozna mohl byt tento problém vyfeSen enkapsulaci teofylinu
do mukoadheznich §krobovych mikrosfér o praméru 5-11 pum, které by umoznily transport
a uvolnéni teofylinu pifimo v oblasti respiraniho epitelu, coz by mohlo vést k omezeni
nezadoucich ucinki teofylinu a zvyseni ucinnosti 1écby (Momeni, Mohammadi, 2009).

Nezdadouci ucinky zahrnuji bolesti hlavy, nauzeu, neklid, poruchy spanku,
gastroezofagealni reflux a dal$i. Zavazna intoxikace mulize vést k zivot ohroZzujicim
srdecnim arytmiim. Vzhledem k tomu, zZe mé teofylin pomérné uzkou terapeutickou §ifi,
je vhodné, aby jeho hladina v krvi byla monitorovana (Pauk, Zatloukal, 2002).

ANTIHISTAMINIKA 1I. GENERACE (desloratadin, levocetirizin, rupatadin - viz

piiloha 1D) maji inhibi¢ni u¢inky na alergickou odpovéd’. Jejich role v 1é¢b¢ astmatu neni

28



dosud jasn¢ urcena, ale byl prokdzan trvaly pfiznivy ucinek v 1écbé alergické rymy
(koincidence astmatu a alergické rymy se pohybuje okolo 50 %) (Bousquet et al., 2001).
Mohou byt svyhodou pouzita pro pacienty Stéz§i formou alergické rymy
a s komplikujicim  astmatem  alergického typu (Kopfiva, 2007). Vzhledem
astmatu.

Nezadouct ucinky nékterych antihistaminik II. generace zahrnuji stale jest¢ sedaci,
zvlasté v ivodnim obdobi 1écby (Kasak, 2005).

ANTILEUKOTRIENY (montelukast, zafirlukast - viz pfiloha 1E) jsou
kompetitivni antagonisté leukotriend na leukotrienovych receptorech. V 1é¢bé astmatu jsou
indikovany zejména u astmatu vyvolaného kyselinou acetylsalicylovou (tzv. aspirin-
senzitivni astma), u¢inné byvaji téz u ponamahového astmatu (O'Byrne et al., 1997) nebo
u koincidence astmatu a alergické rymy (Price et al., 2006). Montelukast prokazatelné
omezuje zanét v distalni ¢asti plic (Kraft et al., 2006). U nemocnych s tézkym perzistujicim
astmatem mohou antileukotrieny snizit potfebnou davku kortikosteroidi podéavanych
celkové (O'Byrne et al., 1997; Matsunaga et al., 2009). Vysledky recentni metaanalyzy, ze
kombinovana terapie montelucast/IKS piindsi je lépe UCinnd, a to pii srovnatelném
bezpecnostnim profilu (Joos et al., 2008).

Nezadouct ucinky jsou mirn€ — bolest hlavy, nauzea, ztrata chuti k jidlu, bolestivost
vV horni ¢asti Zaludku, malatnost, vyrazka a sv€déni. Po podani zafirlukastu miize
vyjime¢né nastat zvySeni koncentrace jaternich aminotransferaz (Hardman et al., 2001).

OMALIZUMAB (XOLIAIR® - 75 mg, 150 mg) je rekombinantni monoklonalni
protilatka vyvolavajici tzv. down-regulaci sekrece IgE a redukujici mnozstvi B-lymfocytd.
(Hanf et al., 2006). Vaze se na jiz vytvoreny IgE a zabranuje tak jeho vazb¢ na receptory
buné¢k Ucastnicich se rozvoje zanétu (Kr¢mova, 2006). Omalizumab se také vaze na IgE
molekuly exprimované na B lymfocytech a tim sniZuje uvolnovani jejich mediatori do
cirkulace a inhibuje tvorbu novych molekul IgE (Sedlak, 2009). Je urcen pro 1é¢bu tézkého
perzistujiciho alergického astmatu, které neni mozné piiméfené kontrolovat inhala¢nimi
kortikosteroidy spole¢n¢ s inhala¢nimi B, mimetiky s dlouhodobym t¢inkem. Omalizumab
se podava vyhradné astmatikiim, ktefi maji prokdzanou alergickou vazbu na celoro¢ni

alergeny. Aplikuje se subkutanné jednou za 2 - 4 tydny (Krémova, 2008).
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Nezadouci ucinky jsou vétSinou mirné, nejcastéji se jedna o lokalni reakce v misté
vpichu (z€ervenani, paleni, svédéni, bolestivost ¢i otok), méné Casto muze 1€k vyvolat
bolest hlavy ¢i zvySenou nachylnost k infekcim (Belliveau, 2005).

SPECIFICKA ALERGENOVA IMUNOTERAPIE (SIT; viz piiloha 1F) je jediny
terapeuticky postup, ktery kauzdlné¢ zasahuje do vyvoje specifické imunologické
precitlivélosti a svym ucinkem je schopna tlumit proces alergizace astmatického pacienta.
Jeji podstatou je injekéni nebo sublingudlni aplikace postupné se zvySujicich déavek
specialné upraveného alergenu, ktery je pfiCinou pacientovych obtizi. Tento proces
navozuje imunologickou toleranci, to znamena, ze uz v pribéhu 1é¢by a po jejim ukoncéeni
dochazi ke snizeni az vymizeni obtizi spojenych s expozici pfi¢innému alergenu. SIT tedy
nelé¢i konkrétni alergické onemocnéni, ale ovliviluje precitlivélost samotnou.
Mechanismus U¢inku SIT neni jednoznacné objasnén, ale pravdépodobné spociva
Vv ovlivnéni regulac¢nich T lymfocyti s presunem od Th2/ThO klonu ve prospéch Th0/Thl
klonu pomocnych T lymfocyti s dokladovanymi zménami v interleukinové siti
(www.cipa.cz). Podminkou uspésnosti SIT je prikaz alergie mediované IgE. Sublingualni
SIT je G€innéjsi u dospélych astmatikii, zejména pokud jsou spoustécim faktorem alergické
reakce pyly (Pipet et al., 2009).

Nezddouci ucinky injekEnich lékovych forem byvaji spiSe lokéalni (zarudnuti az
rozsahla bolestiva opozdeéna alergicka reakce v misté vpichu), ale mohou byt 1 systémové
(exacerbace astmatu, anafylakticka reakce) (Kasak, 2005). Podani sublingualnich 1ékovych
forem muze vyvolat svédéni nebo otok v ustni duting; riziko vzniku anafylaxe je mnohem

nizsi (Pipet et al., 2009).

3.1.4.2. Ulevova antiastmatika
Rychle uc¢inna tlevova antiastmatika jsou léky rychle uvoliujici bronchokonstrikci

a ji doprovazejici ptiznaky. Zahrnuji inhalacni , mimetika s rychlym nastupem ucinku,
inhalacni anticholinergika, systémové kortikosteroidy a metylxantiny s kratkodobym
ucinkem.

INHALACNI A PERORALNI SYMPATOMIMETIKA SKRATKODOBYM
UCINKEM (SABA; salbutamol, terbutalin, fenoterol - viz ptiloha 3A) patii mezi zékladni

ulevové 1éky v 1é€bé astmatu. Relaxuji hladké svaly pradusek, podporuji mukocilidrni
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clearence a snizuji vaskularni permeabilitu; na zanétlivé zmény v praduskach nemaji zadny
vliv. Uginek nastupuje do nékolika minut po aplikaci a pietrvava 4 — 6 hodin (Kasak,
Pohunek, 2004).

Nezadouci ucinky jsou podobné jako wu inhalacnich sympatomimetik
s dlouhodobym ucinkem.

INHALACNI ANTICHOLINERGIKA (ipratropium - viz piiloha 3B) jsou
bronchodilatancia inhibujici U¢inek acetylcholinu uvoliiovaného z cholinergnich nervi
Vv dychacich cestach. Po inhalaci blokuji bronchokonstrikéni reflex vyvolany vdechnutim
drazdivych castic. Maji slabsi bronchodilatacni G¢inek nez inhalaéni B, mimetika
avSeobecné¢ maji pomalejSi nastup UCinku. Jsou povazovany =za alternativni
bronchodilata¢ni 1ék pro pacienty, ktefi nemohou byt léCeni B, mimetiky s rychlym
nastupem Uc¢inku (star$i pacienti nebo osoby, u kterych P, mimetika vyvolavaji tres
¢i tachykardit).

Ipratropium bromid je sloucenina s kvartérnim dusikem, proto prochazi Spatné pies
bariéry (vCetné gastrointestindlni a hematoencefalické) a aplikuje se pouze inhalaéné.
V terapii astmatu se osvéd¢ila jeho kombinace s B2 mimetiky (napf. fenoterolem).

Nezadouct ucinky jsou nejCastéji spojeny se suchosti a hotkou chuti v ustech. Pti
aplikaci ipratropia je nutno vyvarovat se kontaktu preparatu s ofima, zvlasté u pacienti
s glaukomem s izkym uhlem. Vysoké davky léku mohou zplsobit obtize u nemocnych
s hyperplazii prostaty nebo s obstrukci hrdla mocového méchyie (Kasak, 2005).

SYSTEMOVE KORTIKOSTEROIDY (viz ptiloha 2A) se jako ulevova
antiastmatika kratkodobé podavaji peroraln¢ nebo injekéné (peroralni 1écba
je preferovana). I pies pomaly nastup u¢inku (4 - 6 hodin) jsou dulezitymi léky v 1é¢bé
akutni exacerbace astmatu, protoZe plisobi preventivné proti progresi exacerbace, sniZuji
potfebu urgentni navstévy ambulance a hospitalizace a ptisobi preventivné proti ¢asnému
relapsu po ukonceni akutni 1écby.

Nezadouci ucinky systétmovych kortikosteroidli nebyly béhem kratkodobé 1€¢by
beézné pozorovany (Kasak, 2005).

METYLXANTINY S KRATKODOBYM UCINKEM (teofylin, aminofylin - viz
piiloha 2B) jsou bronchodilatancia obecné méné G¢inna nez inhala¢ni B, mimetika; jejich

role v 1é¢b¢ exacerbace astmatu zustava kontroverzni (Kasak, 2005). Podavaji se peroralné
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nebo parenteralné (z injek¢nich forem je u nés registrovany pouze aminofylin — rozpustna
sul teofylinu s etylendiaminem) (Lulmann et al., 2004)

Nezadouci ucinky mohou byt zdvazné (viz kapitola 3.1.4.1.), ale obecné jim lze
piedejit pravou davkovani a monitorovanim. Metylxantiny s kratkodobym tuc¢inkem by
nemély byt podavany pacientim lé€enym retardovanymi metylxantiny bez znalosti sérové
koncentrace teofylinu (Kasak, 2005). DalSim nezddoucim ucinkem muze byt alergie na

etylendiamin (Pauk, Zatloukal, 2002).

Urcita specifika ma farmakoterapie asthma bronchiale v t€hotenstvi. Tato kapitola

vSak presahuje rdmec této dizertacni prace a umysIné zde neni zahrnuta.

3.2. OXIDACNI STRES A JEHO ROLE U ASTHMA BRONCHIALE

Plice jsou jedinym vnitinim organem, ktery je v pfimém kontaktu se zevnim
prostiedim plochou pfiblizng 100 m® Z toho asi 4 m? piipadaji na dychaci cesty, zbytek
pfedstavuje povrch alveolll. Obrovska kontaktni plocha ¢ini dychaci ustroji velmi citlivym
nejen ke kysliku, ale i ke v§em Skodlivindm zevniho prostiedi (cigaretovy kouf, oxidy
dusiku a siry, ozon, azbest, oxid kfemicity, ...). Tyto latky jsou radikéaly nebo reagenty,
které mohou v tkani indukovat tvorbu reaktivnich forem kysliku (Stipek et al., 2000).
V plicich je vyvinut specificky G€inny antioxida¢ni systém, takZe za normalnich okolnosti
je rovnovaha mezi antioxidanty a oxidanty zachovana (MacNee, 2001). Pti zvySené tvorbé
volnych radikall ¢i snizené koncentraci antioxidanti dochazi k pfevaze volnych radikali;
tento stav se oznacuje terminem oxidacni stres (Racek, 2003).

V organismu vznikd bézn¢ tada reaktivnich forem kysliku (ROS) a dusiku (RNS),
které maji znacny fyziologicky a patogeneticky vyznam. Piiklady nejCastéji se

vyskytujicich reaktivnich forem kysliku a dusiku jsou uvedeny v tab. 1.
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Volny radikal Latky, které nejsou volnymi radikaly

superoxid -0y peroxid vodiku H,0,
hydroxylovy radikal ‘OH kyselina chlorna HOCI
peroxyl ‘ROO ozon O3
alkoxyl ‘RO singletovy kyslik 0,
hydroperoxyl ‘HO;, nitrosyl NO*
oxid dusnaty ‘NO nitroxid NO
oxid dusicity ‘NO; kyselina dusita HNO,

Tab. 1 Nejcéastéji se vyskytujici reaktivni formy kysliku a dusiku.

Latky, které nemaji charakter radikalu, mohou byt na volny radikal pieménény
homolytickym $tépenim kovalentni vazby, redukei ¢i oxidaci. Volné radikaly jsou latky
schopné samostatné existence, které maji ve svém elektronovém obalu jeden ¢i vice
neparovych elektronti. ProtoZe stabilni konfigurace vyzaduje parové seskupeni elektrond,
snazi se volné radikaly chybéjici elektron doplnit. Z toho plyne jejich mala stabilita
a vysoka reaktivita. Volny radikal ziskava chybéjici elektron setkdnim s jinym radikélem,
Cast&ji vSak vytrzenim elektronu z neutralni molekuly. Z té se pak stava radikal a mize
reagovat s jinou slouceninou, pfemeénit ji na radikal, atd. Nastartuje se tak fetézova reakce
vedouci k poskozeni fady molekul. Retézovéa reakce je ukondena, setkaji-li se dva volné
radikaly, cast&ji vSak tehdy, setka-li se radikal s latkou, jejiz radikal je stabilni a muize
ptetrvavat delsi dobu. ProtoZe ztrata elektronu je z elektrochemického hlediska oxidace,
maji volné radikaly oxida¢ni u¢inek (Racek, 2003).

Volné radikaly poskozuji biomolekuly plicni tkang, zejména membranové lipidy,
narusuji endotelové bunky a ovliviiuji regulaéni bunécné mechanismy. Z poskozenych
struktur se uvoliiuji chemoatraktanty ptivolavajici makrofagy a leukocyty, které se aktivuji
endogennimi mediatory. Reaktivni formy kysliku a dusiku tedy v nésledné fazi vyvolaji
zanétlivé zmény, kde leukocyty (zejména neutrofily) a dal§i bunky (napf. alveolarni
makrofagy) zacnou tvofit obrovska mnozstvi superoxidu, ktery se méni V reaktivné;si
formy kysliku. Ty pak oxiduji lipidy bunéénych membréan, inaktivuji nékteré proteiny,
poskozuji nukleové kyseliny a podporuji degradaci fibronektinu, kolagenu a kyseliny
hyaluronové (Stipek et al., 2000).
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3.2.1. ROLE VOLNYCH RADIKALU V PATOGENEZI ASTMATU

Zanét, typicky pro astma, je mimo jiné vysledkem zvySeného oxidacniho stresu
Vv dychacich cestach. Zanétlivé buiky astmatiki (zejména makrofagy, neutrofily
a eozinofily) uvoliuji velkd mnozstvi ROS, coz muze ustit v pfimé poskozeni a odlupovani
epitelovych bun¢k. ROS téZ mohou navodit hyperreaktivitu, charakteristickou pro astma.
Modelové studie naznacuji, ze ROS pftispivaji k hyperreaktivit¢ dychacich cest zvySenim
tonu vagu, coz je zpusobeno poskozenim [ adrenergnich receptort citlivych na oxidaci.
Nékteré spoustéce astmatu (napt. virova infekce, ozon a vzduSené polutanty) mohou
slouzit jako zdroje ROS; tim dochézi ke zhorSeni zanétu a dalSich symptomi astmatu.

ROS ptisobi piimou kontrakci hladké svaloviny dychacich cest; tento efekt je jeste
znatelngjs$i pii poskozeni epitelu. ROS navic pravdépodobné stimuluji uvoliovani
histaminu z mastocytti a podnécuji sekreci hlenu bunkami epitelu, coz vede k dal§imu
zhorSeni astmatu.

Mnozstvi eozinofili v BALF a v krvi tizce koreluje s bronchialni hyperreaktivitou.
Eozinofilperoxiddza produkovana fagocyty muze vyvolat oxidacni poskozeni proteind
Vv pribéhu bromace tyrosinovych zbytkl, coZz dokazuje zvySena koncentrace 3-
bromtyrosinu v BALF astmatikt (3-bromtyrosin je specificky ukazatel modifikace proteint
reaktivnimi bromovanymi formami). Oxidanty vytvofené eozinofilperoxidaizou mohou
reagovat s RNS a podnitit tak nitraci proteini (MacNee, 2001).

DalSim zdrojem volnych radikald v plicich je xantinoxidaza, kterd muizZe mit
patogeneticky vyznam zejména v pocatecnich fazich oxidacniho poskozeni. Xantinoxidaza
a xantindehydrogenaza jsou dvé formy jednoho enzymu - xantinoxidoreduktazy.
V endotelu pievazuje za fyziologickych podminek D-forma (xantindehydrogenazova).
Za patologickych podminek v§ak D-forma ptrechazi na O-formu (xantinoxidazovou), ktera

je schopna redukovat kyslik nebo peroxid vodiku (Stipek et al., 2000).

3.2.2. ANTIOXIDACNI OCHRANA RESPIRACNIHO SYSTEMU
Respiracni systém se brani ucinku volnych radikalt prostfednictvim specifickych

antioxidantli, které jsou schopny jiz v nizkych koncentracich inhibovat nebo oddalovat

34



ucinek volnych radikald. Plice jsou pokryty specifickou tekutou vrstvickou, tzv. RTLF
(respiratory tract lining fluid), kterd obsahuje enzymatické i neenzymatické antioxidanty,
napt. vitamin C, wuraty, redukovany glutathion, vitamin E, extracelularni
superoxiddismutazu, glutathionperoxiddzu a kataldzu, v mensSich koncentracich pak
mukopolypeptidové glykoproteiny, ceruloplasmin, proteiny vazici zelezo (laktoferin
a transferin) a malé molekuly, napt. bilirubin (Avissar et al., 1996; Halliwell, 1996;
Halliwell, Gutteridge, 1990; Heffner, Repine, 1989; Racek, 2003). Cilem kapitoly je

vvvvvv

3.2.2.1. Enzymatické antioxidanty
Superoxiddismutiza (SOD) je zakladni antioxida¢ni enzym regulujici hladinu

superoxidu (superoxid je nejcastéji se objevujici volny radikal v Zivych organismech,
Z néhoz mohou vznikat dal$i, mnohem Skodlivéjsi reaktivni formy kysliku — hydroxylovy
radikal, peroxynitrit ¢i kyselina chlorna). SOD urychluje redukci superoxidu na peroxid
vodiku, &imz piedchazi tvorbé vysoce reaktivniho hydroxylového radikalu (Stipek et al.,
2000). V soucasné dobé jsou znamy tii izoformy superoxiddismutazy: intracelularni CuZn-
SOD, mitochondridlni Mn-SOD a extracelularni EC-SOD (Nadeem et al., 2008; Zelko,
2002). V plicni tkani jsou vSechny tii izoformy zastoupeny v hojném mnozstvi (Kinnula,
Crapo, 2003).

Glutathionperoxidiza (GSHPxX) je enzym Kkatalyzujici redukci peroxidu vodiku
a soucasnou oxidaci glutathionu obsahujiciho cystein. Snizeni jeji koncentrace mize vést
k hromadéni peroxidu vodiku. Aby mohla GSHPx likvidovat peroxid vodiku plynule,
je tieba glutathion regenerovat prostfednictvim glutathionreduktazy (Rahman, MacNee,
2000; Rahman, 2003). GSHPx se vyskytuje ve tfech odlisnych formach, které se nachazeji
v riiznych oddilech buiiky. Prvni dvé formy se nachazeji v cytoplazmé bunék a v krevni
plazmé. V aktivnim centru obsahuji selenocystein (selenovy analog cysteinu). Znaény
nedostatek selenu se mulzZe projevit poklesem aktivity GSHPx. Tteti forma GSHPx je
vazédna vbunéné membrané¢ a redukuje nejen peroxid vodiku, ale 1 lipidové
hydroperoxidy, které pfeménuje na ptislusSné hydroxyderivaty lipidi. Tim chréni

fosfolipidy bunécnych membran a pirerusuje fetézovou reakci poskozeni lipidi volnymi
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radikaly (lipoperoxidaci). Nedojde tak k poslednim fazim, kdy by vznikl malondialdehyd
a jiné toxicky a mutagenné pusobici aldehydy (Racek, 2003).

Katalaza je tetramer skladajici se ze Ctyf identickych podjednotek, z nichZz kazda
obsahuje jednu hemovou skupinu (Kirkman et al., 1999). Zajistuje St€peni peroxidu
vodiku na vodu a kyslik. V plicich je lokalizovana v makrofazich, fibroblastech

a pneumocytech. Jeji aktivita je u astmatikd zvySena (Kirkham, Rahman, 2006).

3.2.2.2. Neenzymatické antioxidanty

Glutathion je ubikvitérni neenzymaticky tripeptidicky thiol nezbytny pro bunéénou
vyplaveni dochazi pifi kazdém poskozeni buniky. Podili se na imunomodulaci, pfestavbe
extracelularni matrix, apoptoze a mitochondridlni respiraci (Racek, 2003; Stipek et al.,
2000). Koncentrace glutathionu obsazeného v RTLF je piiblizné¢ 100x vyssi nez jeho
koncentrace v plazmé (van der Vliet et al., 1999; Psarras et al., 2005). U pacienti s tézkym
astmatem je jeho koncentrace v RTLF snizena (Fitzpatrick et al., 2009).

Vitamin E (tokoferol) je antioxidant vyskytujici se v ovoci, zelening, rostlinném
oleji a rybim tuku. Je tvofen osmi rliznymi izomery s viceméné podobnym antioxida¢nim
potencialem (a-, B-, y-, 6-tokoferoly a tokotrienoly). Ve vyssich organismech je biologicky
nejaktivnéjsi formou je D-a-tokoferol, ktery predstavuje 90 % podil vSech tokoferold
zastoupenych v zivo¢isnych tkanich (Marcus R, Coulston, 2001; Zingg, Azzi, 2004).
Jednotlivé tokoferoly a tokotrienoly se lisi pfitomnosti metylovych skupin na aromatickém
kruhu (Waisser, 1998). Kvili ptitomnosti hydroxylovych skupin vazanych na aromatickém
jadru jsou vysoce efektivnimi donory vodiku (Riccioni, D'Orazio, 2005).

Tokoferol je ucinny intracelularni liposolubilni antioxidant a je pravdépodobné
dfive, nez mohou poskodit dalsi lipidové molekuly (Kirkham, Rahman, 2006). Pti reakci
vitaminu E s volnym radikalem vznika tokoferolovy radikal, ktery je regenerovan zpét
na tokoferol prostfednictvim vitaminu C. Ten je po pfeméné na askorbylovy radikal
regenerovan glutathionreduktazou (obr. 4) (Racek, 2003). Terapie a-tokoferolem muize byt
prospé$na pfi alergickém zanétu dychacich cest diky jeho schopnosti blokovat Gc¢inek

volnych radikalt a inhibovat cyklooxygenazu a syntézu leukotrienti (Centanni et al., 2001).
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Nadmérna suplementace vitaminem E bez zajisténi regenerace dalsi antioxidac¢ni kaskadou
vSak muze mit prooxidaéni ucinky (Racek, 2003).

Tokoferol ma i dalsi ucinky, které se
R-O- R-OH

neodviji od jeho antioxidac¢nich vlastnosti

>_< a pravdépodobné odrazi jeho specifické
a-tokoferol a-tokoferoxyl nterakce s enzymy, strukturalnimi proteiny,
>—< lipidy a transkripénimi faktory.
askorbat. askorbat Na posttransla¢ni urovni inhibuje proteinkinazu

>_< C, 5-lipoxygenazu a fosfolipazu A, a aktivuje

Gs- proteinfosfatizu 2A a diacylglycerolkinazu.
Na transkripéni Grovni moduluje nekteré geny
(napt. a-tropomyosin, kolagenazu) (Zingg,
2007).

NADPH+H'

Obr. 4. Schéma regenerace vitaminu E. Pfevzato z Racek, 2003. Upraveno.

Vitamin C je ve vodé¢ rozpustny zhase¢ volnych radikali. Regeneruje vitamin E
Vv bunéénych membranach a udrzuje integritu LDL ¢astic. Obnovuje se specifickou
dehydrogenazou za ucasti NADH (Beyer, 1994; Knight, 2000). Koncentrace vitaminu C
i E jsou snizené u chronickych kufakd (Kirkham, Rahman, 2006). Bylo prokazano, ze
suplementace vitaminem C vede ke zlepSeni plicnich funkci u kutfdki 1 astmatika
(Schwartz, Weiss, 1994). Jina studie zkoumajici G¢inky prenatalni expozice nikotinu na
plod odhalila sniZzeni hladiny elastinu v plicich novorozenct; tyto skodlivé uc¢inky byly
vitaminem C zmirnény (Proskocil et al., 2005). Sou¢asné nazory na ucinnost suplementace
vitaminem C jsou dosud rozporuplné — nedavno byla publikovana jak studie naznacujici
zvySeni koncentrace vitaminu C v RTLF po jeho p.o. podavani (Behndig et al., 2009), tak
studie dokazujici opak (Hernandez et al., 2009).

Karotenoidy (a-karoten, p-karoten, lykopen, lutein, zeaxantin) jsou pigmenty
rostlinného ptivodu. Nejrozsifenéjsi z nich je PB-karoten. Je také nejvétsim zdrojem

vitaminu A, ktery v organismu vznika jeho Stépenim. Beta-karoten velice u¢inné zhasi
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singletovy kyslik a je schopen likvidovat i volné radikaly, mj. alkylperoxylové (Racek,
2003). Nadmérna suplementace karotenoidy vSak souvisi S vyssi incidenci rakoviny plic -
ziejm¢ dochazi k prooxida¢nim reakcim, podobné jako u tokoferolu. V priubéhu
antioxida¢ni reakce vznikaji rozkladné produkty karotenoidi vcetné vysoce reaktivnich
aldehydu a epoxidt (Walrand et al., 2005).

Koenzym Q1o se vyskytuje v mitochondridlnich membranach, kde ma klicovou
ulohu pfi pfenosu elektront jako soucast dychaciho fetézce. Je vSak piitomen i v dalSich
bunéénych strukturach a v plazmé (Littarru, Tiano, 2007). Zhasi nékteré volné radikaly
amuze se podilet na regeneraci tokoferolu (Thomas et al., 1997). Oxida¢ni stres muze
podnitit dysfunkci mitochondrii vedouci ke zvySeni tvorby ROS a nakonec k apoptoze
nervovych bunék. Exogenné podavany koenzym Qo by mohl tyto procesy omezit
zhaSenim ROS, ¢imz by se podpofila stabilizace mitochondrialni membrany (Somayajulu
et al., 2005). Ne¢které studie naznaCuji, ze plazmatickd hladina koenzymu Qi je
u astmatikl sniZzena, coz plné koresponduje s hypotézou oxida¢niho stresu (Gazdik et al.,
2002a). U téchto pacientd suplementace koenzymem Qip umoznila redukci davek
kortikosteroidt a vedla k eliminaci oxida¢niho stresu (Gvozdjakova et al., 2005).

Kyselina mocova je kone€nym produktem metabolismu purinii. Je to u€inny zhéase¢
kyslikovych a dusikovych volnych radikald a brani nitraci proteinti. Oxidace kyseliny
mocové volnymi radikaly vede k tvorbé alantoinu, jehoz koncentrace méfena v riznych

t€lnich tekutinach mize slouzit jako marker oxida¢niho stresu (Kirkham, Rahman, 2006).

3.3. UCINKY DERIVATU CHINAZOLINU NA RESPIRACNI
SYSTEM

3.3.1. UCINKY CHINAZOLINOVYCH ALKALOIDU OBSAZENYCH
V JUSTICIA ADHATODA

Justicia adhatoda L. (syn. Adhatoda vasica Nees, Adhatoda zeylanica Med., obr. 5)
z Celedi Acanthaceae je nizky zeleny kef rozsifeny zejména Vv Indii, na Sri Lance
aVv Malajsii. V ramci tradiéni mediciny se témét 2 000 let uziva k terapii respira¢nich

onemocnéni, pfiCemz nebyly zdokumentovany zadné zavazné nezadouci ucinky.

38


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Littarru%20GP%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Tiano%20L%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus

Vzhledem k tomu, Ze je v dané oblasti J. adhatoda nejcastéji pouzivanou lé¢ivou rostlinou
pfi 1é¢bé hornich cest dychacich, zahrnula ji WHO do manualu The Use of Traditional
Medicine in Primary Health Care, kde ji doporucuje k 1é¢bé
kasSle, astmatu a hemoroidt. Rostlina je vhodné pro dlouhodobou
1é¢bu jak u déti, tak i u dospélych. Pti predavkovani mlize nastat
prijem a zvraceni.

Bylo prokazano, ze za expektoracni a antispastické ucinky
je zodpoveédny chinazolinovy alkaloid vasicin (syn. peganin - obr.

6), obsazeny v listech, kofeni a kvétech. Listy obsahuji i dalsi

Obr. 5 Justicia
adhatoda,
nckteré alkaloidy, steroidy, karbohydraty a alkany. Kvéty  Acanthaceae. www.

alkaloidy (vasicinon - obr. 7), vasicinol, adhatodin, adhatonin,

adhavasinon, anisotin), betain, steroidy a alkany. Kofeny obsahuji

obsahuji triterpeny, flavonoidy a alkany. adhathoda-
vasica.101herbs.com.
o)
©f\N N
=
Z
N N
OH OH
Obr. 6 Strukturni vzorec vasicinu. Obr. 7 Strukturni vzorec vasicinonu.

V Asii je J. adhatoda bézné indikovana Vv 1é¢bé respiracnich potizi zahrnujicich
kasel, astma, bronchitidu a tuberkulézu jiz od konce 19. stoleti. Pouziva se jako
expektorans, bronchodilatans a prostiedek ke zvySeni tekutosti sputa. Listy a kvéty jsou
v Nepalu uzivany jako zelenina.

Ve 20. stoleti se pouzivani rostliny rozsitilo i do Evropy. Tekuty extrakt a tinkturu
z J. adhatoda podavali anglicti 1ékafi jako antispastikum, expektorans a antipyretikum.
V Némecku byla droga ocenovana jako podpurny prostfedek proti nachlazeni, laryngitidé,
bronchitid¢, chiipce, rymé, drazdivému kasli, ¢ernému kasli, senné ryme¢, astmatu
a sinusitidé. Byla téZ uzivana na revmatismus, dnu, moc¢ové kameny a na zazivaci potize

spojené se zacpou (Claeson et al., 2000).
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Vasicin kromé& toho ma, podobné jako oxytocin, uterotonicky ucinek. Po tomto
objevu se mnoh¢ tsili soustfedilo na vyzkum, ktery by vedl k objeveni nového abortiva.
V roce 1980 WHO zahrnula rostlinu do projektu regulace fertility The Special Programme
of Research in Human Reproduction. Ac¢koli nékteré védecké publikace dodnes upozoriiuji
na uterotonicky ucinek rostliny, neexistuje zadna relevantni humanni studie, ktera by

abortivni G¢inky p.o. podavaného vasicinu potvrdila.

3.3.1.1. Farmakologické studie Justicia adhatoda
Experimentalni studie prokézaly, Ze silice izolovana z listi ptimo ovlivituje hladké

svalstvo. Tim je vysvétlen relaxa¢ni u¢inek na horni dychaci cesty a na délohu (Claeson et
al., 2000). Experimentaln¢ se potvrdila i antialergicka a antiastmaticka aktivita rostlinného
extraktu (Dorsch, Wagner, 1991) a jeho antitusické pusobeni (Dhuley, 1999). Byl
rozpoznan protizanétlivy uéinek (Wagner, 1989; Chakraborty, Brantner, 2001)
a antiulcer6zni pisobeni rostliny (Shrivastava et al., 2006). Singh et al. ve své
experimentalni studii naznacili antioxida¢ni ptisobeni etanolového extraktu (Singh et al.,
2000). Antioxidacni ucinky byly pozdé€ji potvrzeny Jahangirem et al., ktefi navic tvrdi,
Ze extrakt z J. adhatoda mize omezit mutagenni u¢inky kadmia (Jahangir et al., 2006).
Mimo to snizoval perordlné¢ podavany etanolovy extrakt z listd glykémii u potkani
a kralikt. Etanolovy extrakt nem¢l zadny c¢inek proti bakteriim, houbdm, kvasinkam ani
hlisticim, ale vodny extrakt potlacoval mikrobialni floru u pacientt s gingivitidou (Claeson
et al., 2000). Experimenty provedené Kumarem naznacily, Ze by mohl etanolovy extrakt
z listd J. adhatoda chranit proti $kodlivému pusobeni y-paprski (Kumar et al., 2005;
Kumar et al., 2007). Jina studie objevila, ze vodny extrakt z listd J. adhatoda pusobil
protektivné pii poSkozeni jater navozeném D-galaktosaminem (Bhattacharyya et al., 2005).
Recentné publikovana experimentalni studie dokazuje, Ze extrakt z listd paSobi proti
tasemnicim (Yadav, Tangpu, 2008).

O vasicinu je znamo, ze vykazuje bronchodilata¢ni aktivitu jak in vitro, tak in vivo.
Nazory na G¢inek vasicinonu, jeho hlavniho metabolitu, se rtizni - nékteré studie prokazuji
jeho bronchodilata¢ni u¢inky (Amin, Mehta, 1959; Cambridge, 1962), podle jinych autort
ma vasicinon bronchokonstrikéni pusobeni (Atal, 1980). Pokud je podavan extrakt

obsahujici oba chinazolinové¢ alkaloidy, ptevlada bronchodilata¢ni pisobeni.
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Uterotonicka aktivita vasicinu je srovnatelna s oxytocinem; uc¢inek je vSak ovlivnén
hladinou estrogent a stavem délozni sliznice. Klinické studie potvrdily, ze vasicin indukuje

rytmické kontrakce myometria gravidni i negravidni d€lohy (Claeson et al., 2000).

3.3.1.2. FarmakoKkinetika vasicinu
Vasicin podavany v davce 20 mg/kg (i.m.) se dobfe absorboval a dosahoval

plazmatické koncentrace 50 pl/ml u gravidnich i u negravidnich samic potkana. Po i.v.
podani vasicinu byly v déloze potkani a mysi nalezeny vysoké koncentrace alkaloidu jiz
béhem 5 min; maximdlni koncentrace bylo dosaZzeno béhem 10 min. Biologicky polocas
byl 5-7 minut po i.v. podani, 50 min po p.o. podani, 90 min po i.m. podani a 2 hod po s.c.
podani. Po p.o. podani byla koncentrace vasicinu v d€loze velmi nizkd. Mnozstvi
farmakokinetickych a metabolickych studii je sice prozatim nedostatecné, lze vSak
s urcitosti tvrdit, ze oraln¢ podavany vasicin podléha zna¢nému jaternimu first-pass efektu
a je biotransformovan na vasicinon a dal$i metabolity. Rozsah first-pass efektu je piiblizné
40%; do systémového ob&hu pronika po p.o. podani 60 % latky (Atal, 1980; Paliwa et al.,
2000).

3.3.1.3. Toxikologické studie

Akutni toxicita vasicinu je po jednorazovém podani mirna (tab. 2).

Zpusob aplikace Mys Potkan
p.o. 290 640
i.p. 125 115
S.C. 200 335
V. 79 -

Tab. 2 Hodnoty LDs vasicinu [mg/kg] u mysi a potkand.

Subakutni toxicita byla stanovena po 14 dennim podavéani vasicinu dvéma
skupindm potkanii (6 samct a 6 samic v kazdé skuping). Alkaloid byl podévan s.c. (davka
10, 25 a 50 mg/kg télesné hmotnosti) a p.o. (20 a 100 mg/kg télesné hmotnosti); kontrolni
skupiné byl podavan fyziologicky roztok. Klinické pozorovéni, chemicky rozbor ani
histopatologicka analyza organii nepotvrdila zadné vyznamné nezadouci ucinky (Claeson

et al., 2000).
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Chronické toxicita byla provddéna na potkanech a opicich. Vasicin byl oralné
podavan ¢tyfem skupindm potkanti (10 samct a 10 samic v kazdé skupin¢; davka 1, 1.25, 5
a 10 mg/kg télesné hmotnosti) a étyfem skupinam opic Macac rhesus (2 samci a 2 samice
V kazdé skupin¢; davka 0, 5, 10 a 20 mg/kg télesné hmotnosti) po dobu 6 mésict. Byla
provedena klinickd observace, chemickd analyza a histopatologie organt. Mortalita
lécenych zvitat byla srovnatelnd s kontrolnimi skupinami, pouze mortalita samcii potkanti
byla zvysSena v zavislosti na dadvce. Hematologické a biochemické hodnoty odpovidaly
fyziologickému stavu. Pitva ani histopatologicka analyza orgénli nepotvrdila zadné
abnormality (Pahwa et al., 1987).

Podezieni na reprodukéni toxicitu vasicinu bylo pfi¢inou vyzkumu abortivnich
uc¢inkt J. adhatoda. Samicim potkana byl 8. nebo 16. den biezosti podavan vasicin v davce
5-15 mg/kg (i.p.). Nebyl prokazan zadny vliv na implantaci ani porod; stejné zavéry byly
ziskany i1 po premedikaci estradiolem. U morcat, kterym byl vasicin podavan v davce
30 mg/kg (i.p.), doslo k pozdnimu potratu ve &Etyfech piipadech z osmi. Premedikace
estradiolem abortivni G¢inek vasicinu zvysila (Claeson et al., 2000).

Otazka rizika abortivnich G¢inkd extraktu J. adhatoda je kontroverzni a dosud
neexistuji jednoznacné nazory. Vysledky ziskané ze studie akutni a chronické toxicity
abortivni u¢inek vasicinu nepotvrzuji. Neexistuje zadny vérohodny védecky dikaz o tom,
ze p.o. podany extrakt z J. adhatoda pusobi abortivné. Stejné tak nejsou zadné podklady
dokazujici embryotoxicitu ¢ fetotoxicitu vedouci ke kompletni resorpci plodu. Zadna z 62
etnofarmakologickych a bibliografickych studii nepotvrdila riziko zdvaznych nezadoucich
ucinkd po p.o. podani J. adhatoda. Podezieni na reprodukéni toxicitu je pravdépodobné
mylné - pro tento zaveér sveédci myj. fakt, ze si vysledky podobnych studii odporuji. Mnohé
experimenty navic nejsou v souladu obecnymi metodickymi pokyny, jsou neuplné
aprovedené na nedostateéné velkém souboru zvifat. Casto byla pouZitd i nevhodna
metodika — napf. i.p. podani gravidnim zvifatim, maly pocet kontrolnich zvifat, atd.
V dokumentacich mnohdy nebylo uvedeno davkovani.

Ackoli neexistuje zadny védecky validni diikaz, ktery by potvrdil riziko zévazné
reprodukéni toxicity J. adhatoda, doporucuje se nepodavat pripravky obsahujici extrakt

Z této rostliny t€hotnym zenam.
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3.3.2. UCINKY SYNTETICKYCH DERIVATU VASICINU A CHINAZOLINU
Utinky syntetickych derivatl vasicinu na respiraéni systém se zabyvali Ojo et al.
(1996). Syntetizovali rizné derivaty deoxyvasicinu a zkoumali jejich antihistaminovy
a bronchodilata¢ni vliv na astma a dalsi respiratni onemocnéni. Zjistili, Ze (DL)-vasicin
podavany i.v. nevykazoval az do davky 5 mg/kg Zadné bronchodilataéni G&inky. Zadny
antihistaminovy ani bronchodilata¢ni ucinek nevykazoval ani (DL)-7-metoxyvasicinovy
analog. Metylendioxydeoxyvasicin byl jako antagonista histaminem indukovanych
kontrakci jen malo ucinny. Dalsi derivat ((DL)-8-chlorvasicin)) vykazoval v davce
25 mg/kg vyssi ucinnost a mensi toxicitu nez (DL)-vasicin a poslouzil proto jako vychozi
struktura pro syntézu u¢innéjSich analogi. Autofi syntetizovali sérii trisubstituovanych
analogli deoxyvasicinu a zhodnotili potencialni U¢inky na bronchospasmus indukovany
serotoninem a histaminem. Bronchodilata¢ni aktivita derivata byla ur¢ena v in vitro a in
vivo experimentech. Byla stanovena EDs ligandt 17a-d a (DL)-8-chlorvasicinu (tab. 3)
a porovnana saminofylinem a isoprenalinem. Ligandy 17a-d a (DL)-8-chlorvasicin
vyvolavaly v in vitro experimentu relaxaci zavislou na davce. Relaxac¢ni ucinky byly
potvrzeny také v in vivo podminkach. Podobn¢ jako aminofylin a isoprenalin by tedy
mohly tyto latky inhibovat histaminem a serotoninem indukovany bronchospasmus.
Chlorderivat (17b) vykazoval stejnou bronchodilata¢ni aktivitu jako fluorderivat (17c).
Bronchodilata¢ni u¢inky bromderivatu (17a) a jodderivatu (17d) byly srovnatelné; oba

derivaty byly pfiblizn€ 2x méné €inné nez 17b a 17c .

(DL)-8-chlorvasicin 7-halogen-5-metoxy-1,2,3,9- X
N tetrahydropyrrolo[2,1-b] Brom 17a
chinazolin-6-ol
X Chlor 17b
N N
):? Q Fluor 17c
N HO N/
OH Jod 17d
OCHj

Tab. 3 Vzorec (DL)-8-chlorvasicinu a derivatu 17.
Jednu z prvnich studii, ktera se zabyvala bronchoprotektivnimi ucinky syntetickych

derivati chinazolinu, provedli jiz v roce 1975 Hardtmann et al. Pfedmétem jejich vyzkumu

byla skupina nékolika 10-substituovanych derivata 2,3-dihydroimidazo[2,1-b]chinazolin-
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5(10H)-onu. Screening vsech testovanych latek byl proveden na morcatech, kterym byl
inhalaci aerosolu obsahujiciho histamin navozen bronchospasmus. Derivaty, které
inhibovaly bronchospasmus silnéji nez pouzity standard (teofylin), byly podrobeny
dalsimu testovani. Nejucinnéjsi derivaty (tab. 4) byly slouceniny 10-benzyl-2,3-
dihydroimidazo[2,1-b]chinazolin-5(10H)-on (44) (Skrat ucinnéjsi) a 10-(4-fluorbenzyl)-
2,3-dihydroimidazo[2,1-b]chinazolin-5(10H)-on (14) (10krat G¢inngjsi nez teofylin). Doba
trvani bronchodilatacniho Gc¢inku byla srovnatelna s teofylinem. Maximalni plazmatické

koncentrace bylo dosazeno za 30-60 min po p.o. podani a u¢inek pietrvaval piiblizné 3-4 h.

Ry Re
R lll H R
2 7
| \l/\> Rio R
Rz N R, N\(/N Rs
R> | Rs
O
44 R; R, |IR2114 |[R,|R2|R3|Rs|Rs | R7| Rg | Rg | Ryo
Benzyl |H | H H|[H [H|H|H [H|F |H |H

Tab. 4 Vzorce dvou nejicinngjsich 10-substituovanych derivati 2,3-dihydroimidazo[2,1-
b]chinazolin-5(10H)-onu.

V navazujicim in vivo experimentu (anafylaktické mikrosoky indukované vajeénym
albuminem) byl derivat 44 stejné UCinny jako teofylin. Derivat 14 byl piiblizné 4x
ucinnéjsi. Rozdil mezi u€innosti derivath pfi prvnim a druhém experimentu naznacuje, ze
Vys$i tcinnost v histaminovém testu byla zprostiedkovana potencialnim antihistaminovym
efektem. Derivat 14 ovliviiuje hladky bronchidlni sval pfimo, coz dokazuje in vitro
experiment na morcecich trachealnich prouzcich, kdy byla prokazana relaxace zavisla na
davce. U¢inek nebyl zprostfedkovan interakci latky s B adrenergnimi receptory, protoze
piidany propranolol nemél na relaxacni U¢inek zadny vliv. Mezi pozorované vedlejsi
ucinky derivatu 14 patii pokles krevniho tlaku po i.v. podani. Na druhou stranu ale 14
nevyvolavé kardilni NU zavislé na davce. Centralni NU jsou omezené - teofylin zptisobil
u testovanych mysi pokles funkce CNS a mirné zvySenou lokomocni aktivitu v davce 1,6

mg/kg, zatimco testovana latka vyvolavala podobné piiznaky az pii davee 102,4 mg/Kkg.
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Combs et al. (1990) provedli rozsahlou studii zaméfenou na syntézu
a bronchodilata¢ni G¢inky vybranych 2,4-dialkyl-6,7-dimetoxychinazolin-3-oxidd. Cilem
experimentu bylo nalézt struktury, které by mély bronchoprotektivni u¢inky srovnatelné se
strukturné ptibuznym teofylinem, ov§em bez nezadoucich kardiostimula¢nich a centralné
stimulaénich ucinkl. Pro ovéfeni bronchodilata¢nich ucinkt byla pouzita skupina morcat,
ktera byla senzibilizovana i.p. podanim hydroxidu sodného (16 mg) a ovalbuminu (1 mg).
Kardiovaskularni u¢inky (zména srde¢ni frekvence, pokles arterialniho krevniho tlaku,
pokles kontraktility srde¢niho svalu) jednotlivych derivati byly hodnoceny na skuping psi
premedikovanych pilokarpinem (0,75 mg/kg, i.p.). Autofi zjistili, Ze bronchodilata¢ni
ucinek  derivatt  odvozenych od  zakladni  slouceniny  (2-etyl-4-metyl-6,7-
dimetoxychinazolin-3-oxid) se ménil se vzristajicim po¢tem atomu uhliku na pozici 2 -
nejprve stoupal a posléze klesal. Maximalni aktivita byla pozorovana u sloucenin
obsahujici 3-4 uhlikaty fetézec. Kardiovaskularni G¢inek zakladniho derivatu klesal spolu
s prodluzujici se délkou fetézce. Za derivaty s optimalni bronchodilata¢ni aktivitou byly
oznaceny derivaty 20 (4-metyl-2-isopropyl-6,7-dimetoxychinazolin-3-oxid) a 21 (4-metyl-
2-isobutyl-6,7-dimetoxy-chinazolin-3-oxid) - tab. 5. Kardiovaskularni nezadouci u¢inky
téchto derivatd byly ve srovnani s teofylinem podstatné nizsi. Zhodnoceni centralnich NU

ukdzalo, Ze na rozdil od teofylinu vyvolavaly obé slouceniny po p.o. podani mysim (100

mg/kg) mirny utlum CNS.
R,
OH4C \N+,o'
OH4C N/)\Rl
Sloucenina | R; R,
20 isopropyl | metyl
21 isobutyl | metyl

Tab. 5 Struktura nejucinnéjsich 2,4-dialkyl-6,7-dimetoxychinazolin-3oxidd.

Johri a Zutsi (2000) provedli chemickou modifikaci molekuly alkaloidu vasicinu za
ucelem syntézy bronchodilatacné aktivniho derivatu nazvaného RLX (6,7,8,9,10,12-
hexahydroazepino[2,1-b]chinazolin-12-on, obr. 8). Pfedmétem vyzkumu bylo rozpoznat

uc¢inek RLX na degranulaci mastocytti, uvolnéni histaminu a PGE, uptake vapniku a na
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aktivitu cAMP fosfodiesterazy a lipoxygenazy v mesenterialnich a peritonedlnich
mastocytech a v homogenizované plicni tkani u anafylaktickych potkanti. RLX v davce 10
a 20 mg/kg inhiboval degranulaci mastocyti a uvolnéni histaminu z tkani. Byla
pozorovana zvysena koncentrace PGE a inhibice uptake vapniku peritonealnimi mastocyty.
Aktivita fosfodiesterazy a lipoxygendzy v plicich byla sniZzena. Autofi naznacuji, ze RLX

muize pusobit podobné jako kromoglykan sodny a aminofylin.

o) o) o)
H,C-O : M H:C,O
m | )NQ - )N\/:>
= =
N/ HsCO N N

OC,Hs
Obr. 8 Strukturni vzorec Obr. 9 Strukturni vzorec Obr. 10 Strukturni vzorec
RLX. dimetoxy-RLX. dietoxy-RLX.

Z tohoto poznatku vychazeli Jindal et al. (2002), ktefi syntetizovali a testovali in
vitro bronchodilata¢ni aktivitu dimetoxyderivatu RLX (2,3-dimetoxy-6,7,8,9,10,12-
hexahydroazepino[2,1-b]chinazolin-12-onu, obr. 9). Zjistili, ze tato sloucenina strukturné
podobna papaverinu byla U¢inngj$i nez teofylin, aminofylin 1 RLX. ZvySeni G¢innosti
nastalo pravdépodobné diky zavedeni metoxyskupin do polohy 8 a 9.

Také Zabeer et al. (2006) syntetizovali né€kolik derivati odvozenych od
chinazolinu. Bronchodilata¢ni a antialergické Gc¢inky téchto struktur byly testovany na
pradusnici morcete, na modelu bronchospasmu indukovaném inhalaci aerosolu a na
modelu systémové anafylaxe. Nejvyrazné€jsi bronchodilatacni Uc¢inky z celé testované
skupiny mél dietoxyderivat RLX (2,4-dietoxy-6,7,8,9,10,12-hexahydroazepino[2,1-
b]chinazolin-12-on, obr. 10). Byl prokazan nejen jeho relaxaéni efekt na izolovanou
tracheu a bronchialni strom, ale i relaxac¢ni efekt na hladkou svalovinu tenkého stieva.
Bronchodilatacni G¢inek pravdépodobné nebyl zprostfedkovan B receptory. Kumulativni
DRC kfivky histaminu podavaného samostatné a poté s dietoxy-RLX naznacily, Ze latka
pravdépodobné ptisobi na hladké svalstvo ptfimo a nespecificky. Stejny vysledek ukazala
obdobna DRC acetylcholinu podavaného samostatné a spolu s dietoxy-RLX. Slouc¢enina

byla G¢inn€j$i nez teofylin, ale méné¢ UCinnd nez salbutamol. Antialergické ucinky
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zkoumané na nékolika experimentdlnich modelech (Schultz-Daleova reakce, pasivni
kutanni anafylaxe, stabilizace mastocyti aj.) ukazaly, ze dietoxy-RLX postrada
antialergickou aktivitu. U¢inky na CNS a KVS nebyly prokazany ani po podani vysokych
davek. Studie subakutni toxicity neprokazaly zadné toxické ucinky.

Studiu bronchodilatacnich ucinkl vybranych derivati imidazo[1,2-c]chinazolint se
nékolik let vénovali Bahekar a Rao. V prvnim experimentu zaméfeném na tuto
problematiku  syntetizovali skupinu nékolika 6-aryl-benzimidazo[1,2-c]chinazolini
a testovali bronchodilata¢ni G¢inky dvou derivati: 6-fenylbenzimidazo[1,2-c]chinazolinu
(4a) a 10-brom-6-fenylbenzimidazo[1,2-c]chinazolinu (4b), viz tab. 6. U obou struktur byla
prokazana jen mirna in vitro aktivita, aktivita in vivo nalezena nebyla vibec (Rao, Bahekar,
1999).

O rok pozdéji hodnotili bronchodilata¢ni aktivitu dvou skupin 6-substituovanych
derivati benzimidazo[1,2-C]chinazolini (la-p a lla-l, tab. 7). U vsSech testovanych
sloucenin byla prokazana ucinnost na in vitro i in vivo modelech. Na zaklad¢ ziskanych
vysledkl autoti dale studovali vztah mezi strukturou derivat a jejich bronchodilatacnim
ucinkem. Zjistili, ze 6-alkyl substituované derivaty skupiny II vykazuji vyss$i uéinnost,
pokud obsahuji delsi alkylovy fetézec. Derivaty skupiny I byly ucinngsi, pokud
obsahovaly elektronegativni substituent v pozici 4. Pfitomnost halogent v molekule
zménila biologickou aktivitu derivati obou skupin. Autofi zjistili, ze nejvetsi
bronchodilata¢ni aktivitu vykazoval 10-jod-6-propyl-benzimidazol[1,2-c]chinazolin (II)
(Bahekar, Rao, 2000).

V dalsi studii autofi zkoumali bronchodilatacni vlastnosti 5-alkyl-2,3-
dihydroimidazo[1,2-c]chinazolint (Va-l), 2,3-dihydroimidazo[1,2-c]chinazolin-5-(6H)-
thiond (VIIla-d) a jejich oxoanalogi (IXa-d), viz tab. 8. U vsech testovanych sloucenin se
predpokladany bronchodilatacni ucinek potvrdil. Studie zavislosti G¢inku na struktuie
odhalila, ze u 5-alkyl substituovanych derivata skupiny V byl bronchodilata¢ni ucinek
piimo tmérmny délce alkylového fetézce. Slouceniny skupiny VIII a IX byly méné ucinné;
zvySeni UCinnosti nepfineslo ani nahrazeni atomu siry kyslikem. Biologickéd aktivita
derivat obou skupin byla ovlivnéna pfitomnosti halogenu. Ze vSech testovanych sloucenin
byl nejucinngjsi  5-propyl-9-jod-2,3-dihydroimidazo[1,2-c]chinazolin (Bahekar, Rao,
2001).
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NI i X X’ Ar
X N 4a C6H5
N%K N 4b H Br CeHs
X

Tab. 6 Vzorce testovanych derivata 6-aryl-benzimidazo[1,2-c]chinazolind.

X, X’

la-p

H, Br, |

Z—@CHS

la-1

H, Br, |

-CHa
-CoHs
-C3Hy

Tab. 7 Struktura testovanych derivati benzimidazo[1,2-c]chinazolini.

N N
N ) N )
N N
P A
Vzorec V Vzorec VIII, IX H
X X
Sloucenina X X’ R Sloucenina X X’ R
Va H H CH; VK Br Br CsHy
Vb H Br CHsz | VI H | CsH-
Ve Br Br CHs [ Vllla H H S
vd H I CHs | VIlIb H Br S
Ve H H CoHs | Vilic Br Br S
Vf H Br C,Hs | VIld H | S
Vg Br Br CoHs | IXa H H 0]
Vh H I CoHs | IXb H Br 0]
Vi H H CsH; | IXc Br Br 0]
Vj H Br CsH; | IXd H | 0]

Tab. 8 Vzorce testovanych derivata 5-alkyl-2,3-dihydroimidazo[1,2-c]chinazolint (Va-I),
2,3-dihydroimidazo[1,2-c]chinazolin-5-(6H)-thioni (VIIIa-d) a jejich oxoanalogu (1Xa-d).
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IV. EXPERIMENTALNI CAST
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4.1. IN VIVO EXPERIMENTY

4.1.1. ZVIRATA A POUZITY MATERIAL

4.1.1.1. Zvirata
K experimentim byli pouziti samci potkani kmene Wistar (dodavatel BioTest

s.r.o.,, Kondrovice, CR) o hmotnosti 240-260 g. Zvifata byla chovana ve vivériu
Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové. Zvifata byla umisténa
Vv prostorach uréenych pro otevieny chov se zajisténim ventilace vzduchu a teplotou
v rozmezi 22-24°C, s volnym piistupem k pitné vod¢ a standardni peletizované stravé
(krmna smés ST-1, vyrobce VELAS, Lysa nad Labem, CR). Experimenty byly provadény
az po uplynuti étrnactidenni aklimatizace zvitat. Ctyfiadvacet hodin pied experimentem

byla zvitata ponechdna nala¢no.

Experiment byl provadén v souladu se zakonem ¢&. 246/1992 Sh. o ochrané zvitat
proti tyrani a se souhlasem Etické komise Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy

v Hradci Kralové.

4.1.1.2. Testované latky
D-a-tokoferol - Mg 430,7; 1000 IU/g sojového oleje (SIGMA-ALDRICH,

Steinheim, Némecko).

4.1.1.3. Chemikalie
Byly pouzity nasledujici chemikalie: azur B, sojovy olej (firma FLUKA, Buchs,

Svycarsko); DL-propranolol hydrochlorid, hydroxid hlinity, ovalbumin (min. 98 %),
serotonin  hydrochlorid, sukcinylcholin  chlorid (SIGMA-ALDRICH, Steinheim,
Némecko); kyselina octova, metanol p.a. (KULICH, Hradec Kralové, Ceska republika);
pentobarbital sodny (SPOFA, Praha, Ceska republika); Krystalova violet a Zluty eozin
(PLIVA-LACHEMA, Brno, Ceska republika).
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4.1.14. Pristroje
Centrifuga MPW-360 (JWEletronic, Warszawa, Polsko)

Digitalni fotoaparat PixeLINK PL-A642 (Vitana Corporation, Ottawa, Kanada)

Fleischiv pneumotachometr (Hugo Sachs Elektronik, March-Hugstetten, Némecko)

Laboratorni vahy (Kern & Sohn GmbH, Balingen, Némecko)

Mikroskop Nikon Eclipse E200 (Nicon Corporation, Tokyo, Japonsko)

Nebulizer (Hugo Sachs Elektronik, March-Hugstetten, Némecko)

Ventilator malych laboratornich zvifat (Hugo Sachs Elektronik, March-Hugstetten,

Némecko)

4.1.2. METODIKA MODELU ALERGICKEHO ASTMATU

Pouzili jsme klasicky experimentdlni model alergického astmatu u potkana.

Rozdé€leni zvifat v experimentu uvadi tab. 9. VSechna zvifata jsme nejprve senzibilizovali

aplikaci ovalbuminu (OA). Nasledovala oralni aplikace a-tokoferolu nebo vehikula. Jednu

hodinu po podani posledni davky jsme vyvolali challenge inhalaci aerosol obsahujiciho

antigen nebo fyziologicky roztok (FR). Bronchialni hyperreaktivitu na 5-HT jsme sledovali

po jedné nebo 24 hodinach po antigen challenge. Bezprostifedné po zhodnoceni plicni

hyperreaktivity jsme odebrali a analyzovali BALF. Plice byly histopatologicky vySetfeny.

Nin | Nasn | Senzibilizace medikace antigen challenge
Lécena skupina 9 9 a-tokoferol antigen
Pozitivni kontrola 9 9 ovalbumin vehikulum antigen
Negativni kontrola 8 10 vehikulum fyziologicky roztok

Tab. 9 Nahodné rozde€leni zvifat do experimentalnich skupin. Senzibilizace potkant byla

provedena i.p. aplikaci 1 mg OA a 100 mg hydroxidu hlinité¢ho ve tfech po sob¢ jdoucich

dnech, poté byla zvifata medikovana po dobu deseti dnii a-tokoferolem nebo vehikulem

(sojovy olej). Za 21 dni po senzibilizaci byla provedena antigen challenge inhalaci aerosolu

antigenu nebo inhalaci fyziologického roztoku. Sledované parametry byly hodnoceny za

jednu (n1p) nebo 24 hodin (n24n) po antigen challenge.
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Senzibilizace a antigen challenge

Navozeni modelu alergického astmatu u zvifat jsme provedli metodou podle
Elvooda (Elwood et al., 1992), ktera vyvolava zvySeni protilatek proti IgE. Tento model
byl popsan u raznych druhG zvifat (potkan, morce, myS) a pouzivan k vyzkumu
antioxidantl.. Indukované zmeény plicnich funkci byly popsany v literatuie (Blesa et al.,
2003; Shvedova et al., 1995; Nie et al., 2005; Boskabady, Ziaei, 2003).

Zviteti jsme i.p. podali 1 ml FR obsahujici 1 mg OA a 100 mg hydroxidu hlinitého.
Aplikaci jsme opakovali ve tfech po sob& nasledujicich dnech. Vlastni pokus pak
nasledoval za 21 dni od podéni prvni davky OA.

Vlastnimu experimentu (za 21 dni po senzibilizaci OA) piedchdzela antigen
challenge — inhalace aerosolu ovalbuminu (100 mg ovalbuminu/2 ml FR) jednu nebo
24 hodin pied experimentem. Zvifata byla umisténa do prithledné plastové inhalacni

komory o0 objemu 4 1, ktera byla napojena na trysku nebulizeru (obr.
11). Castice aerosolu vytvofené rozprasovacem byly mensi nez 10 pm,
11T 60 % t&chto &astic bylo mensich nez 2,5 um (deklarovano vyrobcem).
Vykon nebulizeru byl 18-20 ml/hod. Inhalace probihala az do uplného
vycerpani roztoku ovalbuminu. U kontrolnich potkanti byla provedena

challenge fyziologickym roztokem.

Obr. 11 HSE nebulizer. Pfevzato z www.harvardapparatus.com.

Premedikace tokoferolem

Zvifata byla premedikovana tokoferolem v davce 400 mg/kg/den po dobu 10 dni.
Tokoferol byl podavan p.o. gastrickou sondou. Posledni davka tokoferolu byla podana
jednu hodinu pied antigen challenge. Zptisob podani, davka i plan experimentu vychazely
zjiz diive publikovanych studii antioxidac¢nich vlastnosti a-tokoferolu zkoumanych
na laboratornich potkanech (MacDonald-Wicks, Garg, 2003; Helen et al., 2003; Demiralay
et al., 2006; Frenoux et al., 2002; Zhang et al., 1996).
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Piiprava zvirat

Za 1 nebo 24 hodin po antigen challenge jsme zvifatim aplikovali pentobarbital
(45 mg/kg, i.p.). Anestézie byla zachovana po celou dobu experimentu (pfiblizné 45 minut)
bez nutnosti dal$iho podavani pentobarbitalu. Kanylovali jsme v. jugularis externa
atracheu a zvife napojili na umélou ventilaci (ventilator Hugo Sachs; 90 vdechi/min,
10 ml/kg hmotnosti). Spontanni respiraci zvifete jsme potlacili iv. podanim
sukcinylcholinu (2 mg/kg). Pét minut pted podanim prvni davky serotoninu jsme provedli
premedikaci zvifete propranololem (1 mg/kg, i.v.) za Géelem zesileni bronchokonstrik¢ni
odpovédi. Poté jsme v tfiminutovych intervalech i.v. aplikovali serotonin v davkach 5, 10,

20 a 50 pug/kg a méfenim plicni rezistence jsme hodnotili bronchialni reaktivitu.

Hodnoceni bronchialni reaktivity

Pouzili jsme klasickou Konzett-Roesslerova metodu. Celkovy objem ventilovaného
vzduchu byl v kazdém cyklu stejny. Zvoleny objem byl pfitom nepatrné vyssi, nez ten,
ktery je potfebny k ventilaci. Overflow (tj. pfebytek ventilovaného vzduchu) byl méfen
pneumotachometrem a zaznamenan diferencialnim tlakovym transducerem jako proud
vzduchu v ml/s. Overflow byl softwarem Pulmodyn (Hugo Sachs) vyhodnocen po kazdém
respiraénim cyklu. Nardst overflow (tj. méné vzduchu vstupuje do plic potkana) ptitom
indikoval bronchokonstrikci. Bronchidlni reaktivita byla stanovena z DRC kiivky

serotoninu (5, 10, 25 a 50 pg/kg i.v.) jednu nebo 24 hodin po challenge.

Analyza BALF

Po zhodnoceni plicni reaktivity byla zvifata odpojena od ventilatoru a usmrcena
podanim nadmérné davky pentobarbitalu. Plice byly Setrné vyjmuty a omyty ve
fyziologickém roztoku. Bronchoalveoldrni lavaz byla provedena dvéma alikvotami
fyziologického roztoku (2x6 ml). Poté byla BALF centrifugovana (1200 otac¢ek/min,
20 min, 4° C).

Stanoveni celkového poctu bunek. bunétny pelet jsme resuspendovali v1 ml
fyziologického roztoku a poté smichali 50 ul resuspendovaného peletu a 450 ul barviciho

roztoku (0,5 g krystalové violeti, 5 ml kyseliny octové, destilovana voda ad 250 ml).
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Stanoveni poc¢tu bunék jsme provedli metodou pocitani pod mikroskopem
v Biirkerové komurce. Biirkerova komurka je tvofena dvéma pocitacimi prostory, jejichz
dna jsou pokryta velmi jemnymi vrypy. Pocitaci prostor je rozdélen trojitymi vrypy
na 9 velkych ¢tvercovych poli, pficemz kazdé¢ z téchto poli je dale clenéno dvojitymi vrypy
na 16 menSich Ctvercli. NejmensSi Ctverce jsou tvofeny pruseciky dvojitych vrypa.
Principem této metody je scitani vSech bun¢k ve znamém objemu. Takto ziskany pocet se
pak vztdhne na referencni objem (1 litr nebo 1 mm®).

Do suché a ¢isté komuirky jsme pipetou aplikovali resuspendovany pelet v takovém
mnozstvi, aby byl pocitaci prostor plny. Komurku jsme ptenesli na stolek mikroskopu
a vyckali 3-5 minut, béhem kterych doslo k sedimentaci krevnich elementd. Strana ¢tverce
m¢éti 0,2 mm, jeho obsah je tedy 0,04 mm?. V piipadg, e se buiika dotykala hrany ctverce,
postupovali jsme ndsledovné: pocitali jsme jen ty builky, které se dotykaji dvou predem
nahodné vybranych hran ¢étverce; buinky dotykajici se dvou zbylych stran jsme do
celkového poc¢tu nezahrnuli. Buiiky jsme pocitali ve v§ech dil¢ich ¢tvercich (50) z jednoho

velkého ¢tverce, viz obr. 12 a 13.
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Obr. 12 Schéma pocitani krvinek v Obr. 13 Ctverce pro poéitani leukocyti; bilé
Biirkerové komtrce. Pocitdme napf. krvinky se pocitaji v 50 vétsich ctvercich
krvinky dotykajici se levé a horni Biirkerovy komirky; ctyfi takové ctverce
strany obvodu pole (Cerven¢), krvinky JSOu na obrazku zvyraznény.
ostatnich stran nepocitame (modre). Prevzato z old.If3.cuni.cz.

Pievzato z www.Ifp.cuni.cz.

Stanoveni diferencidalniho poctu bunék: pelet jsme resuspendovali v1 ml
fyziologického roztoku, odebrali 30 ul a pipetou nanesli na podlozni sklicko pokryté
zelatinou (1,3 %). Preparat byl 10 min fixovan v roztoku metanolu a poté obarven (zluty
eozin, azur B). Pod mikroskopem jsme vzdy napocitali celkem 100 bunék a uréili jsme

procentudlni podil neutrofilti, eozinofilli, makrofagi a leukocytu.
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Histopatologicka analyza

Histopatologicka analyza byla provedena na Katedie biologickych a 1ékatskych véd
Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové. Plice véetné prudusnice byly
bezprostfedné po vyjmuti ponofeny do Bouinovy fixacni tekutiny (300 ml nasyceného
roztoku kyseliny pikrové a 100 ml neutralniho formolu; pied pouzitim se ptidava 5-7 ml
ledové kyseliny octové na kazdych 100 ml roztoku). Po 48 hodinach fixace byly vzorky
zpracovany v acetonu (3x béhem 24 hod), xylenu (2x béhem 10 min), prosyceny parafinem
(2x béhem 24 hod) a zality do parafinovych blockti. Vybrané parafinové fezy plicni tkané
otloustce 5-7 pum byly nejprve obarveny Alcianovou modii (15 min) a poté
hematoxylinem (6-8 min) a eozinem (2 min). Obarvené vzorky byly studovany pod
svételnym mikroskopem vybavenym pocitatovou zobrazovaci analyzou. Fotodokumentace

byla potizena mikroskopem napojenym na digitalni fotoaparat.

Statisticka analyza

Vysledky byly hodnoceny pomoci Studentova t-testu a zmény povazovany za

signifikantni pfi P<0,05. VSechny hodnoty jsou vyjadfeny jako priimérnd hodnota + SEM.

4.2. IN VITRO EXPERIMENTY

4.2.1. ZVIRATA A POUZITY MATERIAL

4.2.1.1. Zvirata
K experimentim byli pouziti samci potkani kmene Wistar (dodavatel BioTest

s..0., Konarovice, CR) o primérné hmotnosti 310-330 g. Zvifata byla chovana ve vivériu
Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové. Zvirata byla umisténa
Vv prostorach uréenych pro otevieny chov se zajisténim ventilace vzduchu a teplotou
Vv rozmezi 22-24°C, s volnym pfistupem k pitné vodé a standardni peletizované straveé
(krmna smés ST-1, vyrobce VELAS, Lysa nad Labem, CR). Experimenty byly provadény
az po uplynuti étrnactidenni aklimatizace zvitat. Ctyfiadvacet hodin pied experimentem

byla zvifata ponechana nalacno.
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Experiment byl provadén v souladu se zakonem ¢&. 246/1992 Sh. 0 ochrané zvirat
proti tyrani a se souhlasem Etické komise Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy

v Hradci Kralové.

4.2.1.2. Testované latky
> piirodni latky": standardizovany etanolovy extrakt z Justicia adhatoda, vasicin,

vasicinon
> syntetické latky?: vasicinon, VN 001, VN 002, VN 003, VN 004, VN 005, VN 006,
VN 007, VN 008, VN 009, VN 010, VN 011, VN 013, VN 014
! 1atky byly poskytnuty Katedrou farmaceutické botaniky a ekologie Farmaceutické fakulty
Univerzity Karlovy v Hradci Kralové
2 latky byly poskytnuty Katedrou organické a anorganické chemie Farmaceutické fakulty

Univerzity Karlovy v Hradci Kralové

4.2.1.3. Chemikalie
Byly pouzity nasledujici chemikalie: dihydrogenfosfore¢nan draselny p. a. (firma

KULICH, Hradec Kralové, Ceska republika); D-(+)-glukoza monohydrat p. a., heptahydrét
siranu hotecnatého, chlorid draselny p. a., chlorid sodny p. a., chlorid vapenaty p. a.,
bezvody praskovy (firma LACHEMA, Brno, Ceska republika); hydrogenuhli¢itan sodny p.
a. (firma PENTA, Chrudim, Ceska republika); karbamoylcholin chlorid 99 % a teofylin
(firma SIGMA-ALDRICH, Steinheim, Némecko).

4.2.1.4. Pristroje
Isotonic transducer N2 7006 (Ugo Basile, Comerio VA, Italie)

Laboratorni vahy (Kern & Sohn GmbH, Balingen, Némecko)
Termostat U1 (Priifgerdte-Werk Medingen GmbH, Dresden, Némecko)
Zapisovaé UNIRECORD N2 7050 (Ugo Basile, Comerio VA, Italie)
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4.2.2. METODIKA IZOLOVANE PRUDUSNICE

Zéakladem experimentu byla klasicka in vitro metodika podle Castillo a de Beera
poprvé uvedena v roce 1947, kterd se ovSem s urCitymi modifikacemi pouziva dodnes
(Bahekar, Rao 2000; Ramanitrahasimbola et al., 2005). Testovani probihalo na samcich
kmene Wistar, coz je model, ktery lze pouzivat v podobnych experimentech (Agbonon et
al., 2004). Laboratorni zvife jsme usmrtili vykrvacenim z a. carotis a zafixovali na
operacni stolek. Tupou preparaci jsme obnazili tracheu a ptenesli ji do Petriho misky
se Krebs-Henseleitovym zivnym roztokem (pH 7,8) o nasledujicim slozeni (mM): NaCl
116.3, KCI 4.7, CaCl, 2.5, MgSO, 1.2, KH,PO, 1.2, NaHCO3; 25.0 a glukoza 11.1.
Odstranili jsme ptebyte¢nou tkan, tracheu stiedem podkovovitych chrupavek vertikalné
, rozstiihnuli tak, aby nebyl poskozen musculus trachealis,
a rozd¢lili ji na dvé stejné ¢asti. Tracheu jsme rozprostieli
tak, aby hladkd svalovina byla uprostied, a na protilehlé
konce jsme piipevnili ligatury. Preparat jsme prenesli do
Schullerovy nadobky na izolovany organ o objemu 50 ml
(obr. 14). Nadobka byla naplnéna zivnym roztokem
vyhtivanym na 37°C a okyslicovanym pneumoxidem (95
% O3, 5 % CO,). Preparat jsme fixovali ligaturou jednim
koncem Kk frité¢ zasobujici Zivny roztok pneumoxidem

a druhym na izotonicky pfevodnik spojeny s registracnim

L €an zafizenim (zapisovacem).

Obr. 14 Izolovana trachea fixovana v Schullerové nadob¢ na izolovany organ.

Aparaturu jsme jiz diive kalibrovali pomoci dvou zavazi o hmotnosti 1 a 2 g.
Preparat jsme zatizili na 2 g a nechali 30 min stabilizovat, pfi¢emz jsme kazdych 10 min
provadéli vyménu zivného roztoku. Po uplynuti intervalu jsme snizili zatizeni na 1 g
a vyckali, dokud se kiivka zaznamu nestabilizovala ve fazi platd. Poté byl preparat
pfipraven k testovani.

Do l4zné& naplnéné Zivnym roztokem jsme piidali karbachol o koncentraci 10° M,

¢imz doslo ke kontrakci trachey. Po dosazeni maximalni kontrakce jsme provedli vyplach
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a ponechali tracheu 10 min relaxovat. Dalsi davkou karbacholu (10 M) jsme tracheu op&t
kontrahovali a pfidavali kumulativni davky vodného roztoku testované latky ve vzrustajici
koncentraci. Dal$i davku testované latky jsme vzdy piidali az po stabilizované odpovédi
hladkého svalstva pradusnice na piedchazejici koncentraci (obr. 15). Na konci experimentu
jsme pridali teofylin v koncentraci 3x10° M, coz je davka pouzivana v podobnych
experimentech provadénych na izolované prudusnici (Naline et al., 1994). Relaxaci
navozenou jednotlivymi davkami testované latky jsme potom porovnavali s touto
maximalni relaxaci navozenou teofylinem a vysledek jsme vyjadfili v procentech. Jako
pozitivni kontrola slouzi teofylin (koncentrace 107, 10°, 10, 10* 2.5x10™, 5x10™
7.5x10" 2 10° M).
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z experimentu provadéného in vitro. Trachea byla kontrahovana

Obr. 15 Kopie zaznamu

karbacholem (10®° M), po dosaZeni maximalni koncentrace byla kumulativné pfidavéana
testovana latka. Dalsi davka testované latky vzdy nasledovala az po stabilizované odpovédi
hladké svaloviny izolované priiduSnice na davku pfedchozi. Maximalni relaxace byla

navozena teofylinem (3 % 10° M) podanym na konci experimentu.

Statisticka analyza

Ziskané hodnoty byly zpracovany v programu GraphPad Prism 5. Na osu X byl
nanesen log koncentrace testované latky, na osu Y procentudlni relaxace tkané. Metodou
nelinedrni regrese byla ziskdna DRC kiivka a odecCtena hodnota EDsy (davka latky
vyvolavajici polovinu maximalni odpovédi). Vysledky jsou vyjadieny jako EDsy + SEM
pro kazdou testovanou latku. Tato data byla posléze analyzovana prostfednictvim one-way
ANOVA testu doplnéného 0 Dunettiv nebo Bonferroniho Multiple Comparison Test.

Rozdily byly povazovany za signifikantni, jestlize P<0,05 (pokud neni uvedeno jinak).
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4.2.3. PRIRODNI LATKY TESTOVANE IN VITRO

Justicia adhatoda je znama svym expektora¢nim a bronchodilataénim pusobenim,
pricemz tyto Uc¢inky jsou piisuzovany chinazolinovym alkaloidiim (vasicinu a vasicinonu).
Cilem experimentu bylo zjistit, jakym zpasobem ovliviiuje extrakt z J. adhatoda, vasicin
a vasicinon tonus hladké svaloviny izolované pradusnice potkana.

Droga byla importovana z Indie. Nadzemni ¢asti J. adhatoda obsahujici prevazné
listy byly sbirany a suseny v lednu 2001. Puvod drogy byl certifikovan spole¢nosti Swami
Corporation, Indie. Na Katedie farmaceutické botaniky a ekologie Farmaceutické fakulty
Univerzity Karlovy v Hradci Kralové byl suseny rostlinny material (2000 g) rozemlet na
prasek a extrahovan 80 % etanolem (perkolace za studena). Etanolovy extrakt byl
zakoncentrovan a zbytek byl protiepan S vodou. Vodna vrstva byla extrahovana
etylacetitem. Koncentrovand etylacetdtova frakce byla chromatografovdna na silikagelu
(+12 % vody). Smési chloroform-metanol (gradient 0-16 %) bylo postupné eluovano
41 frakci. Tenkovrstva kapalinova chromatografie 28. - 32. frakce indikovala skvrny
vasicinu avasicinonu. Krystalizaci a rekrystalizaci z metanolu byly ziskany bilé
mikrokrystaly téchto alkaloidi.

Piehled testovanych latek je uveden vtab. 10, pouzité koncentrace testovanych

latek a pocCet testovanych preparata shrnuje tab. 11.

TESTOVANE LATKY PRIRODNIHO PUVODU

(-) Vasicin Mg = 188,23 ©\AN
o)
N o N
(-) Vasicinon Mg = 202,21 o
I
0D
Z
N
HO 'H

Tab. 10 Strukturni vzorec a molekulova hmotnost vasicinu a vasicinonu.
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Koncentrace Testovana latka
[M] Extrakt Vasicin Vasicinon
107" + + +
10°® + + +
10° + + +
10 + + +
2,5x10™ +
5%107 + + +
7,5x10™ + + +
10 + + +
n 5 6 3

Tab. 11 Ptehled pouzitych koncentraci testovanych ptirodnich latek; n = pocet trachealnich

preparati.

4.2.4. SYNTETICKE LATKY TESTOVANE IN VITRO

Cilem dalsiho experimentu bylo ovéfit, jaky bronchodilataéni G€inek vykazuji
razné derivaty chinazolinu ziskané synteticky, pfipadné zjistit, zda existuje vztah mezi
ucinnosti a chemickou strukturou jednotlivych derivatd. Struktura veskerych testovanych
latek byla navrhovana ve spolupraci s Katedrou organické a anorganické chemie
Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové. Jejich syntéza probihala
tamtéz. Testovany byly bronchodilatacni ucinky syntetického vasicinonu, 4-
hydroxychinazolinu a jeho jednoduchych derivat, UCinky chinazolini s etylaminovym

fragmentem a uc¢inky chinazolint s etoxy-, etylsulfanylovym nebo propoxy- fragmentem.

4.2.4.1. Vasicinon
Prvni testovanou latkou syntetickou latkou byl vasicinon. Byly pouzity konc. 107,

10,10, 10, 5x10™, 7.5x10™, 10 M; testovani bylo provedeno na osmi preparatech.

4.2.4.2. 4-hydroxychinazolin a jeho jednoduché derivaty
Testovali jsme tyto derivaty:

VN 001 (4-hydroxychinazolin)

VN 002 (chinazolin-4-yl acetat)

VN 005 (kyselina (chinazolin-4-yloxy)octova)
VN 006 (4-metoxychinazolin)

VN 007 (4-metoxychinazolin dihydrochlorid)

YV V V VYV V
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Vzorce a molekulové hmotnosti jednotlivych derivatd jsou uvedeny v tab. 12,

pouzité koncentrace a pocet testovanych preparata shrnuje tab. 13.

4-HYDROXYCHINAZOLIN A JEHO JEDNODUCHE DERIVATY
VN 001 Mg = 146,15 OH
4-hydroxychinazolin @N
P
VN 002 Mg = 188,18 Ci
chinazolin-4-yl acetat o*cHs
)
>
VN 005 Mg = 204,18 o~
kyselina (chinazolin-4- 7 cooH
yloxy)octova XN
>
VN 006 Mg = 160,17 o—CHs
4-metoxychinazolin
XN
>
VN 007 Mg = 233,09 o—Ms
4-metoxychinazolin N
dihydrochlorid N/) 2 HClI

Tab. 12 Strukturni vzorec a molekulovd hmotnost VN 001, VN 002, VN 005, VN 006
a VN 007 ziskanych synteticky. Derivat VN 006 byl nerozpustny a proto nebyl testovan.

Koncentrace Testovana latka

[M] VN 001 VN 002 VN 005 VN 007
10’ + + + +
10° + + + +
10° + + + +
10™ + + + +
2,5x10™ + + + +
5%x107 + + + +
7,5x10™ + + + +
10° + + + +
n 7 7 4 6

Tab. 13 Piehled pouzitych koncentraci 4-hydroxychinazolinu a jeho jednoduchych

derivatd; n = pocet trachealnich preparata.
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4.2.4.3. Chinazolin s etylaminovym fragmentem

Déle jsme testovali derivaty chinazolinu obsahujici ve své struktufe etylaminovy

fragment:

» VN 008 (N-(2-morfolinoetyl)chinazolin-4-amin)
» VN 009 (N-[2-(piperidin-1-yl)etyl]chinazolin-4-amin)

> VN 010 (N-[2-(2-metylpyrrolidin-2-yl)etyl]chinazolin-4-amin)

Vzorce a molekulové hmotnosti jednotlivych derivati jsou uvedeny v tab. 14

pouzité koncentrace a pocet pouzitych preparatu v tab. 15.

DERIVATY CHINAZOLINU S ETYLAMINOVYM FRAGMENTEM

(N-[2-(1-metylpyrrolidin-2-yl)etyl]
chinazolin-4-amin)

~ VNO008 _ Mg =258,32 o
(N-(2-morfolinoetyl)chinazolin-4-amin) HN/\/N\)
XN
>
VN 009 Mg = 256,35
(N-[2-(piperidin-1-y_|)ety|]chinazo|in-4- Q
amin) i >SN
SN
>
VN 010 Mg = 256,35

i\)Nj
HN

Tab. 14 Strukturni vzorec a molekulova hmotnost VN 008, VN 009 a VN 010 ziskanych

synteticky.
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Koncentrace Testovana latka
[M] VN 008 VN 009 VN 010

107" + + +
10°® + + +
10° + + +
5%x107 +
10 + + +
2,5x10™ +

5%x10™ + +

7,5x10™ + n

1073 + +
n 6 6 8

Tab. 15 Pfehled pouzitych koncentraci derivati chinazolinu s etylaminovym fragmentem;

n = pocet trachealnich preparati.

4.2.4.4. Chinazolin setoxy-, etylsulfanylovym nebo propoxy-
fragmentem

Posledni testovanou skupinou latek byly derivaty chinazolinu s etoxy-,
etylsulfanylovym nebo propoxy- fragmentem:
» VN 003 (4-dimetylaminoetoxychinazolin)
VN 004 (4-dimetylaminoetylsulfanylchinazolin)
VN 011 (4-[2-(1-metylpyrrolidin-2-yl)etoxy]chinazolin)
VN 013 (4-[2-(1-metylpyrrolidin-2-yl)etylsulfanyl]chinazolin)

YV V VYV V

VN 014 (4-[3-(piperidin-1-yl)propyloxy]chinazolin)
Pouzité koncentrace a pocet testovanych preparatd jsou uvedeny v tab. 16, vzorce

a molekulové hmotnosti jednotlivych derivata v tab. 17.

Koncentrace Testovana latka
[M] VN 003 VN 004 VN 011 VN 013 VN 014
10”7 + + + + +
10°® + + + + +
10° + + + + +
5x107 + + + +
7,5%107 +
107 + + + + +
1,25x10™ + +
2,5x10™ + + + +
5%10™ + + +
7,5x10™ + +
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10° +
n 8 8 8 8 9
Tab. 16 Pichled pouzitych koncentraci testovanych derivati chinazolinu s etoxy-,

etylsulfanylovym nebo propoxy- fragmentem; n = pocet trachealnich preparatu.

DERIVATY CHINAZOLINU S ETOXY-, ETYLSULFANYLOVYM
NEBO PROPOXY- FRAGMENTEM
VN 003 Mg = 217,27 CH,
4-dimetylaminoetoxychinazolin |

07 > N\CH3
SN
>
VN 004 Mg = 233,33 ?Ha
4-dimetylaminoetylsulfanylchinazolin N N
3
SN
>
VN 011 Mg = 257,33 HiC—
(4-[2-(1-metylpyrrolidin-2- @
yl)etoxy]chinazolin) 0
XN
>

VN 013 Mg = 273,40 HaC—
(4-[2-(1-metylpyrrolidin-2-
S
yl)etylsulfanyl]chinazolin)
XN
>

VN 014 Mg = 271,36 0”7 >N
(4-[3-(piperidin-1-yl)propyloxy]chinazolin) N
[ IN/)

Tab. 17 Strukturni vzorec a molekulova hmotnost VN 003, VN 004, VN 011, VN 013
a VN 014 ziskanych synteticky.
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VYSLEDKY

V. VYSLEDKY
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5.1. IN VIVO EXPERIMENTY

5.1.1. BRONCHIALNI REAKTIVITA

Zjistili jsme, ze i.v. aplikace serotoninu (5-50 pg/kg) jednu hodinu po antigen
challenge vyvolala u vSech zvifat bronchokonstrikéni odpovéd’ zavislou na davce.
Bronchospasmus u potkant senzibilizovanych ovalbuminem (pozitivni kontrola) nebyl ve
srovnani s negativni signifikantn¢ vétsi a zadné rozdily v odpovédi respiraéniho systému
jsme nenalezli ani po premedikaci a-tokoferolem.

Zhodnocenim plicni reaktivity méfené 24 hodin po antigen challenge jsme zjistili,
ze 1.v. kumulativni podani serotoninu zvifatim senzibilizovanym OA nelécenym a-
tokoferolem (pozitivni kontrola) vyvolalo signifikantni narast overflow zavisly na davce ve
srovnani s negativni kontrolou (po posledni davce serotoninu byl nartist overflow 753+34
%, n=9 u pozitivni kontroly a 396+34 %, n=10 u negativni kontroly). U zvifat
premedikovanych a-tokoferolem byla tendence k nizsi hyperreaktivité (558+41 %; n=9) ve
srovnani se senzibilizovanou skupinou bez premedikace, viz graf 1, nicméné tyto zmény

nebyly statisticky vyznamné.

5.1.2. ANALYZA BALF

BALF jsme odebrali po jedné nebo 24 hodindch po expozici fyziologickému
roztoku nebo ovalbuminu. V BALF odebraném za jednu hodinu po antigen challenge nebyl
mezi skupinami pozorovan zadny rozdil v celkovém poctu bungk. Celkovy pocet bunék
v BALF u negativni kontroly byl 0,244+0,02 (n=9), u pozitivni kontroly 0,33+0,05 (n=8)
au zvifat premedikovanych a-tokoferolem 0,30+0,03 (n=9) (10°ml). Podobné& nebyly
prokézany zadné zmény ani u diferencidlniho poc¢tu bunék.

Celkovy pocet bunék odecteny z BALF odebraného za 24 hodin po antigen
challenge byl signifikantn€ vys§i pozitivni kontroly (0,97+£0,09; n=9) ve srovnani
kontrolou negativni (0,24+0,02; n=10), 10°%/ml. Nartst celkového poctu bungk byl u zvitat
premedikovanych a-tokoferolem niz$i, nicméné pokles nebyl signifikantni (0,60+0,08;
n=9), 10%ml. Diferenciélni pocet bunék ukdzal narist eozinofilt (0,133+0,028; n=9)
a signifikantni narast neutrofilti (0,342+0,046, n=9) u pozitivni kontroly oproti negativni

kontrole (pocet ecozinofild 0,005+0,001, n=10; pocet neutrofild 0,007+0,001, n=10;
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10%/ml). U skupiny lé&ené a-tokoferolem byla patrna tendence k niz§imu nartistu eozinofili
a neutrofili v BALF (eozinofily 0,039+0,011; n=9, neutrofily 0,122+0,032; n=9), nicmén¢

ve srovnani s pozitivni kontrolou nebyl rozdil signifikantni, viz grafy 2 a 3.

5.1.3. HISTOPATOLOGICKA ANALYZA

Histopatologickd analyza plicni tkdn€ senzibilizovanych zvifat vystavenych
challenge ovalbuminem (pozitivnich kontrol a zvifat premedikovanych o-tokoferolem)
odhalila zanétlivé zmény ve srovnani s kontrolni skupinou vystavenou fyziologickému
roztoku. Vplicich byl nalezen typicky zanétlivy infiltrat v peribronchialnim
a perivaskularnim prostoru. Infiltrat vznikl centralné a poté se rozsifoval podél cév a
bronchti do okrajového plicniho parenchymu. Misty doslo k mirnému zesileni a konstrikci
bunécné stény bronchii a bronchioli a k hypersekreci hlenu poharkovymi buikami.
Peribronchidlni a perivaskularni zanétlivy infiltrdt obsahoval pfevazné eozinofily,
mastocyty, dale lymfocyty a makrofiagy. Infiltrat expandoval do plicniho intersticia
a zpusobil lokalni edém. U zvifat premedikovanych a-tokoferolem nebyly nalezeny zZadné
kvantitativni ani kvalitativni rozdily v porovnani s pozitivni kontrolou. V intersticidlnim
prostoru byl také nalezen peribronchidlni a perivaskularni zanét s pifevahou eozinofild
a lymfocyti. Hypertrofie vrstvy bun€k hladkého svalstva nalezend u premedikovanych

zvitat byla srovnatelnd s ndlezy u pozitivni kontroly (obr. 16).
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Graf 1 DRC pro 5-HT podavany i.v. potkanim Wistar po inhalaci aerosolu FR (negativni
kontrola) nebo antigenu (OA 1 %, 15 min). Zvifatim senzibilizovanym antigenem bylo
zalude¢ni sondou podavano vehikulum (pozitivni a negativni kontrola) nebo a-tokoferol
(400 mg/kg po dobu 10 dni, posledni davka byla podéna jednu hodinu pted challenge).
Narust overflow je vyjadien jako procentualni zména oproti bazalnim hodnotam. U zvifat
premedikovanych a-tokoferolem je patrnd tendence k niz8i hyperreaktivité¢ dychacich cest
na i.v. podani 5-HT. Jednotlivé body jsou vyjadieny jako primér £ SEM z 10 (negativni
kontrola), z9 (pozitivni kontrola) a z9 zvifat (a-tokoferol); =~ P<0,05 v porovnani
s negativni kontrolou. (—m—) negativni kontrola, (— —) pozitivni kontrola a (—¢—) skupina

premedikovana a-tokoferolem.
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Graf 2 Celkovy pocet bunék v BALF odebrané za 24 hodin po expozici aerosolu
fyziologického roztoku (negativni kontrola) nebo antigenu (OA 1 %, 15 min).
Alergizovanym zvifatim bylo gastrickou sondou podavano vehikulum (pozitivni kontrola)
nebo a-tokoferol (400 mg/kg po dobu 10 dni, posledni davka byla podana jednu hodinu
pfed challenge). U zvifat premedikovanych a-tokoferolem byl nariist celkového poctu
bun¢k v BALF poné¢kud nizsi. Jednotlivé sloupce vyjadiuji primér £ SEM z 10 (negativni
kontrola), z9 (pozitivni kontrola) a z9 zvifat (a-tokoferol). * P<0,05 v porovnani

S negativni kontrolou.
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Graf 3 Pocet neutrofilli, eozinofild, makrofagi a lymfocyti v BALF odebrané za 24 hodin
po expozici aerosolu fyziologického roztoku (negativni kontrola) nebo antigenu (OA 1 %,
15 min). Alergizovanym zvifatim bylo gastrickou sondou podavano vehikulum (pozitivni
a negativni kontrola) nebo a-tokoferol (400 mg/kg po dobu 10 dni, posledni davka byla
podana jednu hodinu pted challenge). Jednotlivé sloupce vyjadiuji primér =+ SEM z 10
(negativni kontrola, bild), z9 (pozitivni kontrola, modrd) a z 9 zvitat (a-tokoferol,

oranzova). * P<0,05 v porovnani s negativni kontrolou.
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Obr. 16 Histopatologické nalezy

plicni tkan¢ obarvené

gy hematoxylinem a eozinem u zvitat

lécenych a-tokoferolem (A a Vat vystavenych aigen challenge (B). Peribronchialni
a perivaskularni zanét (obsahujici prevazné eozinofily a lymfocyty) a hypertrofie hladkého

svalu bronchiold byly prokazany u obou skupin. Zadné rozdily nebyly nalezeny.
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5.2.IN VITRO EXPERIMENTY

Prvnim krokem bylo stanoveni hodnoty EDsy zvolené standardni latky, v tomto
piipadé teofylinu (tab. 18). Tracheu kontrahovanou karbacholem (10°M) jsme postupné
relaxovali kumulativné podavanymi davkami teofylinu — 107, 10°, 10, 10 5x10*
7,5x107 a 10,

Testovana latka n EDso = SEM [umol/1]
Teofylin 8 500+ 43
Tab. 18 Relaxac¢ni Uc¢inek teofylinu na izolovanou tracheu potkana prekontrahovanou

karbacholem (107). Data jsou vyjadiena jako EDso + SEM [pmol/1].

5.2.1, RELAXACNI UCINKY CHINAZOLINOVYCH ALKALOIDU
IZOLOVANYCH Z JUSTICIA ADHATODA

Zjistili jsme, ze vSechny nami testované chinazolinové alkaloidy izolované
z Justicia adhatoda vykazovaly relaxacni aktivitu na karbacholem navozenou kontrakci
hladkého svalu izolované priiduSnice potkana. Jak pfirodni vasicin, tak standardizovany
extrakt z J. adhatoda mély v porovnani s teofylinem signifikantné vyssi relaxaéni t¢inek.
Mirnou relaxacni aktivitu jsme prokazali i u vasicinonu ptirodniho ptivodu, ovSem oproti
teofylinu byl jeho G¢inek signifikantné nizsi. Nejucinnéjsi testovanou latkou z celé skupiny

byl extrakt z J. adhatoda, viz graf 4 a tab. 19.

Testovana latka n EDs5o = SEM Signifikantni rozdil v EDsg
[wmol/1] oproti teofylinu?
Extrakt z J. adhatoda 4 218+ 20 4 P<0,0001
Ptirodni vasicin 6 323 +28 v P<0,05
Pfirodni vasicinon 3 1300 + 129 4 P<0,0001

Tab. 19 Relaxacni ucinek testovanych chinazolinovych alkaloidi izolovanych
z J. adhatoda na izolovanou tracheu potkana prekontrahovanou karbacholem (107°). Data
jsou vyjadiena jako EDsy = SEM [umol/l]. Statisticka analyza byla provedena pomoci
One-way ANOVA testu (rozsifeného o Dunnettiiv test). Relaxacni ucinek je povazovan

za signifikantni, jestlize P<0,05 (pokud neni uvedeno jinak).

72



2000+

— 1500- "
= T
E
= 1000-
3
(m)
W 500 ﬁ . A
c 1 ) I ]
& & Q& Q
S ° £
<@ ) AT >
S N
a'&o bo\
N O
Q 6&6

Graf. 4 Relaxa¢ni u¢inek teofylinu a chinazolinovych alkaloidi izolovanych zJ.
adhatoda (zelena barva) v porovnani s teofylinem (Seda). Signifikantni rozdil v u¢innosti
oproti teofylinu je vyznaden = (P<0,05) nebo ~(P<0,0001). Hodnoty jsou vyjadieny jako
EDso £ SEM [umol/1].

5.2.2. POROVNANI  RELAXACNICH  UCINKU  PRIRODNIHO
A SYNTETICKEHO VASICINONU

Vzhledem Kk tomu, Ze relaxaéni ucinek vasicinonu izolovaného z Justicia adhatoda
byl odlisny od tuc¢inku ostatnich izolovanych latek, a také vzhledem k nejednotnym
nazorum v dosud publikovanych studiich (viz kapitola 3.3.1.1.), rozhodli jsme se urcit
relaxacni aktivitu také u vasicinonu ziskaného syntetickou cestou a ziskané hodnoty EDsg
obou testovanych latek vzajemné porovnat. Zjistili jsme, Ze relaxacni vlastnosti
syntetického a piirodniho vasicinonu jsou podobné (tab. 20, graf 5) One-way ANOVA test
rozsifeny o Bonferroniho Multiple Comparison Test dokazuje, Ze ob¢ latky relaxuji hladky
sval izolované pridusnice potkana signifikantné méné nez teofylin a Ze rozdil v EDs

syntetického a ptirodniho vasicinonu neni statisticky vyznamny.
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Testovana latka n EDsy + SEM Signifikantni rozdil v EDs
[umol/1] oproti teofylinu?
Pfirodni vasicinon 3 1300 + 129 v P<0,0001
Synteticky vasicinon 8 1037,5+109 v P<0,0001

Tab. 20 Relaxa¢ni Gc¢inek piirodniho a syntetického vasicinonu na izolovanou tracheu
potkana prekontrahovanou karbacholem (10®). Data jsou vyjadiena jako EDsy + SEM
[umol/1]. Statisticka analyza byla provedena pomoci One-way ANOVA testu (rozsifeného
0o Bonferronino Multiple Comparison Test). Relaxa¢ni ucinek je povazovan

za signifikantni, jestlize P<0,05 (pokud neni uvedeno jinak).
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Graf. 5 Relaxa¢ni ucinek piirodniho vasicinonu ziskaného izolaci z J. adhatoda (zelena
barva) a vasicinonu ziskaného syntetickou cestou (oranzova) v porovnani s teofylinem
(3eda). Signifikantni rozdil v u¢innosti oproti teofylinu je vyznaten ~ (P<0,0001). Hodnoty

jsou vyjadieny jako EDsg £ SEM [umol/1].
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5.2.3. RELAXACNI UCINKY SYNTETICKYCH DERIVATU CHINAZOLINU

5.2.3.1. Relaxacni ucinek 4-hydroxychinazolinu a jeho jednoduchych
derivata

Nejprve byla zhodnocena relaxaéni aktivita VN 001 (4-hydroxychinazolinu).
Zjistili jsme, Ze tato vychozi struktura disponuje mirnou relaxacni aktivitou, jez je vSak
signifikantné niz$i nez G¢inek teofylinu. Proto jsme dale chtéli zjistit, zda zavedeni
jednoduchych funkénich skupin do struktury VN 001 né&jakym zptisobem ovlivni relaxacni
aktivitu na hladkou svalovinu izolované pradusnice. Hydroxyskupina byla derivatizovana
takovym zptsobem, aby vznikly bocni fetézec obsahoval kyselou ¢i bazickou skupinu
nebo pouhy alkyl. Timto zptisobem byly ziskany derivaty VN 002, VN 005, VN 006.
Derivat VN 006 nebyl rozpustny ve vodném roztoku, byl proto pfeveden na dihydrochlorid
(VN 007), ktery jiz rozpustny byl. Derivat VN 005 postradal jakykoli relaxaéni efekt,

relaxacni aktivita derivati VN 002 a VN 007 byla srovnatelna s teofylinem, viz tab. 21

a graf 6.
Testovana latka n EDso = SEM | Je EDs signifikantni vici
[wmol/1] teofylinu?

VN 001 | 4-hydroxychinazolin 7 1742 + 303 v P<0,0001

VN 002 | chinazolin-4-yl 7 650 £ 59 - ns
acetat

VN 005 | kyselina (chinazolin- 4 neucinny - -
4-yl)octova

VN 006 | 4-metoxychinazolin - nerozpustny - -

VN 007 | 4-metoxychinazolin 6 519+ 32 - ns
dihydrochlorid

Tab. 21 Relaxa¢ni uc¢inek 4-hydroxychinazolinu a jeho jednoduchych derivata
na izolovanou tracheu potkana prekontrahovanou karbacholem (107°). Data jsou vyjadiena
jako EDsp +£ SEM [umol/1]. Statisticka analyza byla provedena pomoci One-way ANOVA
testu (rozsifeného 0 Dunnettliv test). Relaxaéni ucinek je povazovan za signifikantni,

jestlize P<0,05 (pokud neni uvedeno jinak).
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Graf. 6 Relaxaéni u¢inek 4-hydroxychinazolinu a jeho jednoduchych derivati (hnéda
barva) ve srovnani s teofylinem (Sedd). Signifikantni rozdil v u¢innosti oproti teofylinu

je vyznagen ~ (P<0,0001). Hodnoty jsou vyjadfeny jako EDso + SEM [pmol/1].

v

5.2.3.2. Relaxa¢ni ucinek derivati chinazolinu s etylaminovym
fragmentem

Vzhledem k tomu, Ze G¢inek 4-hydroxychinazolinu a jeho jednoduchych derivata
byl srovnatelny nebo niz$i neZ relaxacni Gcinek teofylinu, byla syntetizovdna a testovana
skupina derivati chinazolinu s etylaminovym fragmentem. Prvni latka z této skupiny,
derivat VN 008, byl ve srovnani s teofylinem velmi malo G¢inny. Zbylé dva derivaty, VN
009 a VN 010, byly ovSem oproti teofylinu signifikantn¢ G¢inngjsi — VN 009 byl 2x
ucinngjsi a VN 010 byl 5x acinngjsi, viz tab. 22 a graf 7. Pti statistickém porovnani EDsg
derivatd VN 009 a VN 010 jsme zjistili, ze hodnota EDsq derivatu VN 010 je signifikantné
niz8§i nez hodnota EDsy derivatu VN 009 (P<0,005), a ze derivat VN 010 je tedy

nejucinngjSim derivatem této skupiny.
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Testovana latka n | EDsg £ SEM Je EDgg
[umol/1] signifikantni vici
teofylinu?

VN 008 | N-(2-morfolinoetyl)chinazolin- | 6 | 2576 + 370 v | P<0,0001
4-amin

VN 009 | N-[2-(piperidin-1- 6 218 £26 v | P<0,001
yl)etyl]chinazolin-4-amin

VN 010 | N-[2-(1-metylpyrrolidin-2- 8 97+3 v | P<0,0001
yl)etyl]chinazolin-4-amin

Tab. 22 Relaxa¢ni ucinek derivati chinazolinu s etylaminovym fragmentem na izolovanou
tracheu potkana prekontrahovanou karbacholem (10). Data jsou vyjadiena jako EDsg +
SEM [umol/l]. Statistickd analyza byla provedena pomoci One-way ANOVA testu

(rozsiteného o Bonferroniho Multiple Comparison Test). Relaxaéni ucinek je povazovan

za signifikantni, jestlize P<0,05 (pokud neni uvedeno jinak).
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Graf. 7 Relaxac¢ni ucinek derivati chinazolinu s etylaminovym fragmentem (Cervena
barva) ve srovnani s teofylinem (Seda). Signifikantni rozdil v ucinnosti oproti teofylinu je

vyznacen * (P<0,001) nebo *(P<0,0001). Hodnoty jsou vyjadfeny jako EDsy + SEM

[wmol/1].
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5.2.3.3. Relaxa¢ni ucinek derivatii chinazolinu s etoxy-, etylsulfanylovym
nebo propoxy- fragmentem
Posledni testovanou skupinou latek byly derivaty chinazolinu s etoxy-,

etylsulfanylovym nebo propoxy- fragmentem. Zjistili jsme, Ze vSechny latky z této skupiny
vykazovaly signifikantné vyssi relaxacni ucinek na hladkou svalovinu izolované
prudusnice potkana nez teofylin (tab. 23 a graf 8). Jako nejucinnéjsi se ukazaly derivaty
VN 004 a VN 013 (etylsulfanylderivaty), VN Ol1(etoxyderivat) a VN 014
(propoxyderivat). Hodnoty EDsg téchto ¢ty derivati byly 5-6x nizsi nez byla hodnota EDsy
teofylinu. Pfti aplikaci Bonferoniho statistického testu jsme zjistili, ze rozdil v EDsp téchto
Ctyf derivati neni statisticky vyznamny, a proto nelze v této skupiné uréit strukturu

S nejveétsim relaxaénim ucinkem.

Testovana latka n EDso £ SEM | Je EDs signifikantni
[wmol/1] vici teofylinu?

VN 003 | 4-dimetylamino- 8 359+17,3 v' | P<0,001
etoxychinazolin

VN 004 | 4-dimetylaminoetyl- 8 85+24 v' | P<0,0001
sulfanylchinazolin

VN 011 | 4-[2-(1-metylpyrrolidin-2- 8 96 +4 v | P<0,0001
yl)etoxy]chinazolin

VN 013 | 4-[2-(1-metylpyrrolidin-2- 8 86+ 6,1 v' | P<0,0001
yl)etylsulfanyl]chinazolin

VN 014 | 4-[3-(piperidin-1- 9 80£2,9 v | P<0,0001
yl)propyloxy]chinazolin

Tab. 23 Relaxacéni ucinek derivati chinazolinu s etoxy-, etylsulfanylovym nebo propoxy-
fragmentem na izolovanou tracheu potkana prekontrahovanou karbacholem (10). Data
jsou vyjadiena jako EDsy = SEM [umol/l]. Statistickd analyza byla provedena pomoci
One-way ANOVA testu (rozsifeného o Bonferroniho Multiple Comparison Test).
Relaxa¢ni ucinek je povazovan za signifikantni, jestlize P<0,05 (pokud neni uvedeno

jinak).
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Graf. 8 Relaxaéni ucinek derivati chinazolinu s etoxy-, etylsulfanylovym nebo propoxy-
fragmentem (modra barva) ve srovnani s teofylinem (Seda). Signifikantni rozdil v ¢innosti
oproti teofylinu je vyznagen * (P<0,001) nebo *(P<0,0001). Hodnoty jsou vyjadfeny jako
EDso = SEM [umol/1].

5.2.4. POROVNANI RELAXACNICH UCINKU VSECH TESTOVANYCH
LATEK

Tato ¢ast umoznuje srovnani vSech vysledkl ziskanych sledovanim relaxaéniho c¢inku
testovanych pfirodnich chinazolinovych alkaloidii véetné extraktu z Justicia adhatoda a
syntetickych derivati chinazolinu (viz graf 9). V grafu nejsou zahrnuty nerozpustné (VN
006) a zcela neucinné slouceniny (VN 005). Pro jednodussi orientaci jsou derivaty patfici

do spole¢né skupiny barevné¢ odliSeny.
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Graf. 9 EDs teofylinu a testovanych pfirodnich a syntetickych derivata chinazolinu.
Signifikantni rozdil v u&innosti oproti teofylinu je vyznagen ~ (P<0,05), * (P<0,001) nebo
" (P<0,0001). Kontrola (teofylin) je oznatena $edou barvou, extrakt z Justicia adhatoda
apfirodni chinazolinové alkaloidy zelenou, synteticky vasicinon oranZovou, 4-
hydroxychinazolin ajeho jednoduché derivaty hnédou, derivaty chinazolinu
s etylaminovym fragmentem vinovou a derivaty chinazolinu s etoxy-, etylsulfanylovym

nebo propoxy- fragmentem modrou. Hodnoty jsou vyjadieny jako EDsg £ SEM [umol/1].
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6.1. IN VIVO EXPERIMENTY

Asthma bronchiale je chronické zanétlivé onemocnéni charakterizované obstrukci
dychacich cest, plicni hyperreaktivitou, zvySenou vaskularni permeabilitou doprovazenou
edémem, progresivni sekreci hlenu a infiltraci zanétlivych bunék (Ellis et al., 2004; Tanaka
et al., 2004). Bylo prokazano, ze jedna z pti¢in zvysujici se prevalence astmatu jde ruku
Vruce se zapadnim zivotnim stylem souvisejicim s nevhodnou dietou, jejimz hlavnim
rysem je nedostate¢né mnozstvi antioxidantd, zvySené mnozstvi -6 polynenasycenych
mastnych kyselin (margariny) a deficit ®-3 polynenasycenych mastnych kyselin (rybi olej)
(Weiss, 1997; Riccioni et al., 2007; Devereux, Seaton, 2005). Je ziejmé, Ze na patogenezi
astmatu vyrazné participuje oxidaéni stres spolu se zanétlivymi buiikami produkujicimi
zvySena mnozstvi reaktivnich kyslikovych radikali (MacNee, 2001). Nadmérna produkce
kyslikovych radikdli vede ke zméndm koncentrace endogennich antioxidantli, napf.
glutathionu, vitaminu C a E, p-karotenu, mocové Kkyseliny, thioredoxinu,
superoxiddismutazy, katalazy a glutathionperoxidazy, coz usti v naruSeni oxidaéné-
antioxidacni  rovnovahy v respiratnim  systému. Tato nerovnovdha  pfispiva
k patofyziologickym staviim spojenym s astmatem (vaskularni permeabilita, hypersekrece
hlenu, kontrakce hladkého svalu, naruseni epitelové vrstvy) (Fujisawa, 2005; Agacdiken et
al., 2004; MacNee, 2001; Nadeem, 2008).

V tadé klinickych studii byly u astmatiki potvrzeny zmény Vv koncentraci
antioxidant.. Bylo prokazano, ze koncentrace vitaminu C v plazmé (Vural, Uzun, 2000)
a leukocytech je u astmatickych pacientd snizena (Olusi et al., 1979). Dale bylo zjisténo,
ze ackoli mohou byt u astmatikli plazmatické koncentrace vitaminti C a E normalni nebo
zvySené, v tekutiné pokryvajici dychaci cesty jsou tyto vitaminy zastoupeny v nizkém
mnozstvi (Kelly et al., 1999). U dospélych astmatikii byla téz nalezena nizsi plazmaticka
hladina koenzymu Q1o a a-tokoferolu, nez tomu bylo u zdravych jedinct (Gazdik et al.,
2002a). Jiné studie analyzujici obsah antioxida¢nich vitamini U astmatickych déti také
prokazaly snizenou koncentraci téchto vitamint v krvi (Shanmugasundaram et al., 2001)
I vV séru, a to dokonce i béhem asymptomatického obdobi (Aderele et al., 1985; Kalayci et

al., 2000). Nedavno provedena studie potvrdila, ze antioxida¢ni ochrana u déti s asthma
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bronchiale je oslabena diky nizs§i koncentraci enzymatickych 1 neenzymatickych
antioxidanti, zejména GSHPx, SOD, glutathionu aaminokyselin nezbytnych k jeho
syntéze, vitamini C a E, lykopenu a B-karotenu (Sackesen et al., 2008). Nékteti autofi
naznacuji, Ze détské astma je nemoc zapri¢inéna deficitem liposolubilnich vitamini
Vv prenatalnim stadiu (Weiss, 1997; Devereux, 2007). Pomérné dlouho je téz znamo,
ze astmatici maji nizs$i koncentraci selenu v plazmé a erytrocytech a snizenou aktivitu
glutathionperoxidazy v erytrocytech a trombocytech, coz miize vést k prohlubovani zdnétu
(Kadrabova et al., 1996; Misso et al., 1996; Hasselmark et al., 1990). Vyzkumy odhalily,
ze suplementace selenem vede ke zvysSeni aktivity glutathionperoxidazy (Neéve, 1995;
Voitsekhovskaia et al., 2007), coz, jak bylo zjisténo o n€kolik let pozdé&ji, ma ptiznivy vliv
zejména na astma kortikodependentnich pacientti, protoZze snizuje potiebu inhalac¢nich
a systémovych Kkortikosteroidi (Gazdik et al., 2002b). Doposud vSak nelze uvést
jednoznaéné zavery, protoze recentné¢ publikované klinické studie naznacuji, Ze pacienti
s tézkym astmatem maji plazmatické koncentrace selenu naopak v norm¢. Autoti dokonce
popisuji zvySenou aktivitu glutathionperoxidazy tézkych astmatikili, coZ Ize vysvétlit tim,
ze dochazi k tzv. up-regulaci enzymu jako odpovéd’ na oxidacni stres (Jacobson et al.,
2007). V dychacich cestach astmatikii se nachazi zvySené mnozstvi oxidovaného
glutathionu, coz opét podporuje hypotézu oxidac¢niho stresu u pacientt s astmatem (Kelly
et al., 1999). Ackoli podrobny mechanismus neni znam, volné radikaly a oxidacni stres se

S nejvetsi pravdépodobnosti podileji na vzniku a pribéhu astmatu.

Pred nékolika lety byl na in vivo modelu alergického astmatu pozorovan mirny
protektivni u¢inek o-tokoferolu pfi bronchospasmu navozeném ovalbuminem (Stétinova,
Grossmann, 2000). O tfi roky pozd&ji bylo vin vitro experimentu prokazano,
ze premedikace o-tokoferolem signifikantn€ sniZuje kontraktilitu izolované pradusnice
umorcat senzibilizovanych ovalbuminem (Kilic, Erol, 2003). V dubnu 2005 byly
publikovany dalsi dv¢é studie zabyvajici se vlivem a-tokoferolu na respira¢ni systém. Prvni
experiment popisuje pifiznivé uCinky p.o. podavaného vitaminu E na hyperreaktivitu
dychacich cest u potkant, ktefi byli senzibilizovani ovalbuminem (Jain et al., 2005).
V druhém experimentu jsou pak popisovany imunomodulac¢ni vlastnosti aerosolu a-

tokoferolu sledované u modelu akutniho respira¢niho zanétu navozeného
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lipopolysacharidy. Autofi naznacuji, ze by inhala¢ni podani a-tokoferolu mohlo mit
piinosné ucinky ve strategii kontroly zanétlivych procesu v plicich (Hybertson et al.,
2005). Ve stejném casovém horizontu, kdy byly publikovany vysledky naseho
experimentu, zvefejnili svou studii i Okamoto et al., kteti zjistili, Ze a-tokoferol inhibuje
alergickou odpovéd sledovanou na ovalbuminem navozeném modelu alergického astmatu
u mysi. Tento antioxidant snizoval IL-4 a IL-5 v BALF, tlumil reaktivitu dychacich cest na
acetylcholin a omezil infiltraci zanétlivych bunék do plic (Okamoto et al., 2006).
Za zminku stoji 1 neddvno publikovand experimentdlni studie, podle které intenzivni
suplementace y-tokoferolem piizniveé ovlivnila zanétlivou reakci navozenou ovalbuminem.
Oraln¢ podavany vy-tokoferol omezil infiltraci eozinofili do plic senzibilizovanych
potkanti, redukoval zmény epitelovych bunék a sniZzoval produkci hlenu poharkovymi
burikami. Dale inhiboval syntézu PGE,, leukotrienu B, a cysteinylovych leukotrient
v plicich (Wagner et al., 2008).

Celkové vsak bylo publikovano jen velmi madlo studii zabyvajicich se ucinky
vitaminu E na izolovanou tracheu nebo experimentalné navozené astma a mechanismus

ucinku tokoferolu neni doposud Uplné objasnén.

ProtoZe nedostatek antioxidantl ve stravé mize byt jednou z pfi¢in zvySujici
se prevalence astmatu (Weiss, 1997; Soutar et al., 1997), zabyvali jsme se otazkou, zda by
mohla byt suplementace a-tokoferolem prospé$na u experimentalné navozeného modelu
alergického astmatu potkana. Cilem in vivo experimentu bylo objasnit u¢inek oralné
podavaného o-tokoferolu na hyperreaktivitu dychacich cest, na infiltraci bun¢k zanétu
(zejména eozinofill, neutrofil) a na histologické zmény dychacich cest u modelu
alergického astmatu potkanti. Je znamo, ze ackoli se na patogenezi astmatu podili vS§echny
zanétlivé bunky, Ustfedni roli maji eozinofily (Wood et al., 2003; Yamamoto et al., 2003;
Adamko et al., 2004). Ostatni bunky, jako napf. neutrofily, se na tomto procesu podileji
také, ale jejich uloha je pravdépodobné méne dalezitd. Migrace zanétlivych bunck zavisi
na mnozstvi faktord, mj. i na expresi adheznich molekul ICAM-1 a VCAM-1 (Adamko et
al., 2004). Exprese ICAM-1 a VCAM-1 je zavisla na NF-«B (Holden et al., 2004; Kim et
al., 2001), o kterém je znamo, ze je senzitivni vi¢i oxidantim (Yang et al., 1998). Lécba

antioxidanty chrani NF-kB a mohla by tak inhibovat expresi obou adheznich molekul
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(Chang, Crapo, 2002). Dokonce byl pozorovan i pokles eozinofilie po p.o. podani
nékterych antioxidantd, napt. N-acetylcysteinu (Blesa et al., 2002; Blesa et al., 2003)
a chloraminového derivatu taurinu (Martinez-Losa et al., 2009). Byl téZ popsan vztah mezi
oxidativnim stresem a migraci neutrofilti v plicich (MacNee, 2001; Drost et al., 1992; Lehr
etal., 1993).

Predpokladali jsme, Ze oralni poddni a-tokoferolu by mohlo mit ptiznivy vliv na
antigenem vyvolanou hyperreaktivitu dychacich cest navozenou na modelu alergického
astmatu potkana. V nami provedeném experimentu neméla suplementace a-tokoferolem
statisticky vyznamny vliv na hyperreaktivitu dychacich cest, na infiltraci zanétlivych bunék
ani na histologické zmény v porovnani s kontrolnimi skupinami. Nase poznatky mohou byt

vysvétleny tiemi zptsoby.

» Za prvé, naSe hypotéza byla chybna a a-tokoferol nema navzdory svym
antioxida¢nim vlastnostem zadny vliv na bronchialni odpovéd™ ani plicni zanét vyvolany
alergenem, bez ohledu na davkovaci schéma. Protoze vSak byly jiné antioxidanty
v podobnych experimentalnich modelech ucinné (Blesa et al., 2002; Blesa et al., 2003;
Cortijo et al., 2001; Jain et al., 2005), je pravdépodobné, ze existuje souvislost mezi
oxidac¢né-antioxida¢nimi vlastnostmi a odpovédi na alergenem vyvolanou challenge.
Antioxidacni ochrana organismu piedstavuje slozity komplex mechanismt, které pracuji
ve vzajemné souhfe, doplnuji se, a mnohdy 1 potencuji, navic museji byt v rovnovaze
S prooxidacnimi latkami, tedy s produkei volnych radikala (regulovana produkce malého
mnozstvi ROS je fyziologicka a pro organismus nezbytnd). Miizeme proto pravem hovofit
0 komplexnim systému udrZeni redoxni rovnovahy. Jeho jednotlivé soucasti jsou velmi
riznorodé, maji nestejnou intenzitu i mechanismus ucinku (Racek, 2003). Kazdy
antioxidant ma vtomto komplexnim systému svou ulohu. Integrace exogennich
antioxidantl do fyziologického antioxidacniho systému ziejmé zasadné zvySuje Sanci
na jejich uc¢innost. Napftiklad thiolova sloucenina N-acetylcystein (NAC) plsobi pfimo
jako scavenger volnych radikalti @ mize slouzit jako prekurzor redukovaného glutathionu,
klicové slozky antioxidacni obrany. V souladu s tim méla premedikace NAC sledovana
na modelu alergického astmatu ptiznivy G¢inek na antigenem navozenou hyperreaktivitu

dychacich cest, peroxidaci lipida a expresi nékterych enzymi (Blesa et al.,, 2003;

85



Cotgreave, 1997). Jak jiz bylo zminéno, a-tokoferol je antioxida¢né pusobici vitamin
s oxidoreduk¢énimi vlastnostmi. Méa schopnost zhéaset volné radikdly a jeho regenerace
vyzaduje interakci s dalSimi antioxidanty. Nami pozorovany nesignifikantni w¢inek
tokoferolu by mohl byt vysvétlen tak, Ze u potkand senzibilizovanych ovalbuminem
nezastava o-tokoferol vyznamnou roli v reakci na antigen challenge. Je mozné, ze
koncentrace o-tokoferolu neni ve zvoleném experimentadlnim modelu pro funkci
antioxida¢niho systému dulezitd a Ze syntéza a regenerace hlavnich antioxidantii (napf.
redukovaného glutathionu) a jejich ptimych prekurzorii na mnozstvi tokoferolu nezavisi
nebo ma zanedbatelny vliv. Je také tfeba vzit v tivahu participaci jinych nez antioxidacnich

faktorti, a také komplexni charakter patogeneze astmatu.

»  Za druhé, model alergického astmatu potkana nebyl vhodné zvoleny a proto
neumoznil verifikaci nasi hypotézy. Tato moznost je vSak méné pravdépodobnd, protoze
jsme za 24 hod po antigen challenge nalezli signifikantni rozdily v bronchialni reaktivité
senzibilizovanych potkani ve srovnani s kontrolni skupinou a histopatologicka analyza
taktéz potvrdila zanétlivé zmeény. Tyto vysledky jsou ve shod¢ s obecné uznavanou
koncepci pozdni reakce u senzibilizovanych potkanti vystavenych antigen challenge (Blesa
et al., 2003; Cortijo et al., 2001; Blesa et al., 2002). Mimoto je tento model alergického
astmatu Casto pouzivany v podobnych studiich (Elwood et al., 1991; Elwood et al., 1992).
Potkani a morcata jsou nejcastéji pouzivana laboratorni zvifata v in vitro i in vivo
experimentalnich vyzkumech astmatu. Potkani kmene Wistar byli sice pouZivani
v experimentech zaloZenych na senzibilizaci ovalbuminem (Ferreira at al., 2004; Xu et al.,
2004; Feitosa et al., 2002) a v dalsich studiich zabyvajicich se respira¢nim systémem
(Pauluhn, 2004; Dye et al., 2002), nicmén¢ nevylucujeme moznost, ze by pouziti potkani
Brown Norway mohlo pfinést ucelenéjsi vysledky, protoze tento kmen je typicky svou
vy$$i hladinou neutrofild a eozinofilt.

»  Za tieti, a-tokoferol je schopen zménit odpoveéd’ na challenge ovalbuminem
u aktivné senzibilizovanych potkanti, ale pouzité davky nebo zplsob podani nebyly
optimalni. Domnivame se vSak, ze dadvka 400 mg/kg/den byla adekvatni. Tato davka
vychazela z jiz diive publikovanych studii, které¢ se zabyvaly antioxida¢nimi ucinky o-

tokoferolu (davky uvedené v téchto studiich kolisaji v rozmezi 100-500 mg/kg/den)
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(MacDonald-Wicks, Garg, 2003; Helen et al., 2003; Demiralay et al., 2006, Frenoux et al.,
2006; Zhang et al., 1996). U potkanti premedikovanych tokoferolem sice nebyly nalezeny
z4dné signifikantni zmény, ale byla pozorovana tendence k omezeni bronchidlni
hyperreaktivity a niz§i mnozstvi eozinofili a neutrofili. Je mozné, Ze bychom dospéli
k odlisnym vysledkiim, pokud bychom zvolili jiny zpisob podani. Hernandez et al. totiz
nedavno zjistili, Zze oralni suplementace o-tokoferolem zvySuje jeho hladinu v plazmé,
nikoli vSak v RTLF (Hernandez et al., 2009). Tato studie byla sice klinického charakteru,
nicméné podobny mechanismus muze existovat i u potkant. Koncentrace o-tokoferolu
v RTLF by se mohla zvysit jeho aplikaci ve formé aerosolu. Toto podani je sice neobvyklé,
nicméné mozné - byly publikovany experimentalni studie, které ovéfily ptiznivé ucinky
inhala¢né podavaného o- a y-tokoferolu na akutni poskozeni plic (Morita et al., 2006;
Hamabhata et al., 2008).

Toto byla jedna z prvnich studii popisujicich G¢inky vitaminu E na plicni odpoveéd
sledovanou na experimentdlnim modelu alergického astmatu u potkana. 1 pfesto, Ze
v tomto experimentu premedikace a-tokoferolem neméla signifikantni vliv na bronchialni
reaktivitu, ani viditelné neovlivnila histologické nalezy, nelze potencialni terapeutickou

hodnotu a-tokoferolu vyloucit.

6.2. IN VITRO EXPERIMENTY

Jednou z mnoha 1éCivych rostlin pouzivanych v podpirné terapii respiracnich
onemocnéni je Justicia adhatoda (Acanthaceae). Tato rostlina je ptivodem z Indie, kde je
tamnimi obyvateli pouzivana jiz nékolik stoleti k terapii astmatu a kasle. Jeji
bronchoprotektivni ucinky jsou pravdépodobné zprostiedkovany chinazolinovym
alkaloidem vasicinem (Claeson et al., 2000). Prvnim cilem in vitro experimentu bylo
ov¢éfit, jakym zpusobem ovlivituji vybrané chinazolinové alkaloidy izolované z J. adhatoda
tonus izolované priiduSnice potkana. Pfi testovani Uc¢inku téchto latek jsme vychazeli
z modifikované metodiky dle Castillo a de Beera (Castillo, de Beer, 1947), ktera se dodnes

pouziva v testovani relaxacnich ucinki latek na hladkou svalovinu izolované pradusnice.

Vsechny nami testované piirodni substance (vasicin, vasicinon a standardizovany

extrakt z listt J. adhatoda) vykazovaly relaxa¢ni u¢inky na izolovanou prudusnici potkana.
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Nejucinné€jsi byl jednoznacné rostlinny extrakt obsahujici oba alkaloidy. Tento poznatek
muize byt vysvétlen tim, ze se obsahové latky extraktu navzajem ve svém fyziologickém
ucinku potencuji. Na uc¢inku by se mohly podilet i1 jiné latky, nez sledované chinazolinové
alkaloidy; jejich koncentrace sice neni v porovnani s vasicinem a vasicinonem vysoka, ale
je mozné, ze mohou potencovat ucinek testovaného vasicinu a vasicinonu. Podle ocekéavani
se relaxacni efekt potvrdil i u vasicinu, ackoli jeho ucinnost byla niz$i nez
u standardizovaného extraktu. Nejmén¢ ucinnou testovanou piirodni latkou byl vasicinon,
nicméné i ten vykazoval mirné relaxa¢ni ¢inky. Nase poznatky jsou ve shodé s poznatky
podobn¢é zaméfenych studii (Amin, Mehta, 1959; Cambridge et al., 1962). Vysledek
testovani kontrastuje pouze s tvrzenim Atala (1980), ktery povazuje u¢inky vasicinonu
za bronchokonstrikéni. Jeho informace ani schéma pokusu se ndm ale nepodafilo ovéfit,
protoze vysledky jeho experimentu zname pouze zprostiedkované, a to diky prehledovému
¢lanku Claesona et al. (2000). V kazdém ptipadé byly nami zjisténé relaxacni vlastnosti

vasicinonu signifikantné niz$i ve srovnani s teofylinem, vasicinem i extraktem.

Vzhledem k omezenému mnozstvi vasicinonu izolovaného zJ. adhatoda jsme
relaxacni pusobeni studovali jen na malém souboru zvifat, coz mohlo hodnotu EDsy
ovlivnit. Proto jsme se rozhodli stanovit i relaxaéni aktivitu vasicinonu ziskaného
syntetickou cestou a obé ziskané hodnoty EDsy porovnat. Aplikace Bonferroniho
statistického testu dokazuje, Zze mezi u¢innosti obou derivatd neni signifikantni rozdil.
pfirodnich latek proto pravdépodobné nebyl zptisoben chybou vzniklou pouZitim malého
souboru zvifat, ale zfejmé je skuteéné dan jeho odlisnymi farmakologickymi vlastnostmi.

> Je vSeobecné znamo, ze chemickou modifikaci pfirodni struktury lze velmi
Casto ziskat slouCeniny s vy$$i ucinnosti. ProtoZe vasicin a vasicinon jsou derivaty
odvozené od chinazolinu, testovali jsme relaxa¢ni ucinky nékterych jeho derivatl
ziskanych zavedenim ruznych funk¢énich skupin do zakladni struktury. Hodnotili jsme
relaxacni aktivitu 4-hydroxychinazolinu a jeho jednoduchych derivati, derivati
chinazolinu s etylaminovym fragmentem a derivati chinazolinu s etoxy-, etylsulfanylovym
nebo propoxy- fragmentem. Testované derivaty jsme srovnavali s klasickou

bronchodilata¢ni latkou — teofylinem. Vzhledem k tomu, Ze se jednalo o nov¢ navrzené
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struktury, u kterych doposud nebyla hodnocena relaxa¢ni aktivita, nelze jejich G¢innost
porovnavat s vysledky jiz publikovanych experimentd zkoumajicich Ucinky
chinazolinovych derivati na respirani systém. Na zakladé zjisténych dat muzeme
konstatovat, ze ucinnost navrhovanych a testovanych latek se postupné zvySovala; stejné
tak vysledky byly nejvice homogenni u posledni skupiny s nejsiln€jsi relaxacni aktivitou.
Ze ziskanych vysledka je dale zfejmé, Ze chinazolinovéd struktura sama o sob& neni
jedinym dostacujicim piedpokladem relaxacniho tc¢inku na hladkou svalovinu izolované
pradusnice, ale ze latka musi mit i vhodné fyzikdlné-chemické vlastnosti, napf.
dostatecnou rozpustnost.

Z uvedenych hodnot relaxaéni aktivity latek VN 001 — VN 014 vyplyva,
obsahovaly v boénim fetézci bazické centrum (terciarni alifaticky amin) vazané na atom
dusiku, siry nebo kysliku v poloze 4 chinazolinového jadra pfes fragment obsahujici dva
nebo tii uhliky; vyskyt kyselé skupiny (VN 005) se projevil vymizenim biologické aktivity.
Vyjimkou ze skupiny chinazolini obsahujici tento bazicky fetézec byla pouze latka VN
008, kde byl terciarni dusik soucasti morfolinového kruhu, coz naznacuje, Ze pfitomnost
dalSiho atomu s elektronakceptorovymi vlastnostmi v blizkosti bazického centra neni
zadouci. Rozdil v relaxacéni aktivité nejucinnéj$ich latek s terciarni aminoskupinou nebyl
piili§ vyznamny, jako nejperspektivnéjsi se jevily derivaty chinazolinu obsahujici atom siry
v bo¢nim fetézci. Studium UCinkh syntetickych derivati chinazolinu na izolovanou
prudusnici potkana bude pokracovat i nadale. Dalsi smér vyvoje této skupiny chinazolini
se bude ubirat cestou identifikace optimalniho poctu ¢lenli spojovaciho fetézce, jeho
pfesunuti do poloh 2 a 3 chinazolinu a dale substituce na samotném chinazolinovém jadru
takovym zpiisobem, aby se dosahla podobnost s jiz zndmymi bronchodilataénimi latkami

popsanymi v kapitole 3.3.2.
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VII. ZAVER
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7.1. IN VIVO EXPERIMENTY
Pii studiu u¢inku vybranych latek na respiracni systém metodami in vivo jsme

sledovali ucinky a-tokoferolu na experimentilné navozeny model alergického astmatu
u potkana kmene Wistar. Hodnotili jsme vliv a-tokoferolu na bronchialni hyperreaktivitu,
na celkovy a diferencialni pocet bunék a na histopatologické zmény plicni tkang.

> Pii hodnoceni bronchialni hyperreaktivity jsme zjistili, Ze serotonin
aplikovany jednu hodinu po antigen challenge navodil bronchokonstrikéni odpoved
zévislou na davce. Tuto odpovéd jsme zaznamenali u zvifat premedikovanych a-
tokoferolem i u obou kontrolnich skupin. Rozdily v bronchospasmu se mezi skupinami
statisticky vyznamné nelisily.

> Pfi dalSim hodnoceni bronchidlni reaktivity jsme zjistili, Ze serotonin
aplikovany za 24 hodin po antigen challenge navodil u pozitivni kontroly signifikantni
narust overflow zavisly na dévce Vv porovnani snegativni kontrolou. U potkani
premedikovanych a-tokoferolem jsme pozorovali uréitou tendenci k nizsi hyperreaktivité
oproti pozitivni kontrole, ov§em tyto zmény nebyly statisticky vyznamné.

> V tekutingé bronchoalveolarni lavaze (BALF) odebrané za jednu hodinu
po challenge fyziologickym roztokem nebo ovalbuminem jsme nepozorovali zadny
statisticky vyznamny rozdil v celkovém ani diferencialnim poctu bunék.

> V BALF odebraném za 24 hodin po challenge fyziologickym roztokem
nebo ovalbuminem jsme u pozitivni kontroly nalezli signifikantné vyssi celkovy pocet
bunék ve srovnani Snegativni kontrolou. U zvitat premedikovanych a-tokoferolem byl
narust celkového poctu bunék niZsi nez u pozitivni kontroly, ovSem tato tendence nebyla
signifikantni. Diferencidlni pocet bunc¢k ukézal signifikantné vy$$i mnoZstvi eozinofilnich
a neutrofilnich granulocyti u pozitivni kontroly ve srovnani s negativni kontrolou.
Ve skupiné zvifat premedikovanych a-tokoferolem jsme pozorovali tendenci k niz§imu
naristu eozinofill a neutrofill oproti pozitivni kontrole, nicméné rozdil nebyl
signifikantni.

> Histopatologickou analyzou plicni tkan¢ jsme zjistili, ze jak u zvifat
lécenych a-tokoferolem, tak u pozitivni kontroly nastala tvorba peribronchialniho

a perivaskularniho zanétu a doslo k hypertrofii hladkého svalu bronchioli. Nebyly
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nalezeny zadné kvantitativni ani kvalitativni rozdily, coz znamend, ze premedikace a-
tokoferolem nenavodila ve srovnani s pozitivni kontrolou zadné pozorovatelné zmény.

U negativni kontroly zadné zanétlivé zmény nalezeny nebyly.

7.2. IN VITRO EXPERIMENTY

Pfi zkoumani G¢inku vybranych latek na respiracni systém in vitro metodou jsme
hodnotili relaxacni u€inky pfirodnich a syntetickych derivatti chinazolinu na izolovanou
tracheu potkana kmene Wistar v porovnani se standardem (teofylin).

> Vsechny ndmi testované pfirodni derivaty disponovaly urcitou relaxacni
aktivitou. Nejsilnéjsi relaxacni GCinek jsme prokazali u standardizovaného extraktu
z Justicia adhatoda, jehoz ucinnost byla oproti teofylinu signifikantné vyssi. Také vasicin
byl v porovnani s teofylinem u¢innéj$i, ovSem na niz§i hladin¢ statistické vyznamnosti.
Nejméné ucinnou latkou ze skupiny piirodnich latek byl vasicinon. Vykazoval pouze
mirnou relaxac¢ni aktivitu, ktera byla oproti teofylinu signifikantné nizsi.

> Déle jsme porovnavali relaxacni u€inek ptirodniho vasicinonu izolované¢ho
z Justicia adhatoda s G¢inkem vasicinonu ziskaného syntetickou cestou. Relaxacéni efekt
ptirodniho vasicinonu byl sice oproti aktivité syntetického analogu ponékud vyssi, nicméné
rozdil v jejich aktivité nebyl statisticky vyznamny. Oba derivaty byly signifikantné mén¢é
ucinné nez teofylin.

> Testovanim u¢inku 4-hydroxychinazolinu a jeho jednoduchych derivati
ziskanych syntetickou cestou jsme prokéazali mirnou relaxacni aktivitu u derivati VN 001,
VN 002 a VN 007. Relaxacni efekt VN 001 byl oproti teofylinu signifikantné nizsi,
derivaty VN 002 a VN 007 byly nesignifikantné méné G¢inné neZ pouzity standard. Tuto
skupinu latek proto hodnotime jako malo Gi¢innou.

> Testovanim relaxaéniho UC€inku syntetickych derivati  chinazolinu
S etylaminovym fragmentem jsme zjistili, ze nejmén¢ ucinnou strukturou z této skupiny byl
derivat VN 008. Jeho relaxacni efekt byl jen mirny a derivat byl oproti standardu
signifikantn¢ mén¢ ucinny. Naproti tomu ale derivaty VN 009 a VN 010 ukazovaly
Vv porovnani s teofylinem statisticky vyznamny relaxacni efekt.

> Posledni testovanou skupinou syntetickych latek byly derivaty chinazolinu

s etoxy-, etylsulfanylovym nebo propoxy-fragmentem. Nejmén¢ ucinnou strukturou z této
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skupiny byl etoxyderivat VN 003, nicméné jeho aktivita byla ale v porovnani s teofylinem
signifikantn¢ vyssi. U struktur VN 004 a VN 013 (etylsulfanylderivaty), VN 011
(etoxyderivat) a VN 014 (propoxyderivat) jsme prokazali relaxacni efekt, ktery byl
VvV porovnani s teofylinem signifikantné vyssi. Relaxa¢ni G¢inek poslednich &tyf derivati
jsme povazovali za srovnatelny, nebot’ rozdily v EDsp téchto sloucenin nebyly statisticky
vyznamné. V této skupiné latek proto nelze urcit slouceninu s nejucinnéjSim typem
fragmentu.

Zavérem lze konstatovat, Ze nejsilngjsi relaxa¢ni ucinky na hladkou svalovinu
izolované pridusnice potkana vykazuji derivaty majici v bocnim fetézci bazické centrum
vazané na atom dusiku, siry nebo kysliku v poloze 4 chinazolinového jadra pres fragment

obsahujici dva nebo tfi uhliky.
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UVOD A CiL STUDIE:

Asthma bronchiale je definovano jako chronické zanétlivé onemocnéni dychacich
cest, kde hraji roli mnohé bunky a bunécéné ptsobky. Jedna se o celozivotni onemocnéni,
které dosud neni zcela vylécCitelné. Na jeho patogenezi participuji mnohé faktory, mimo
jiné 1 oxidacni stres. U zdravého organismu je toxicita volnych radikélii potlacena
mnohymi enzymatickymi i neenzymatickymi antioxida¢nimi systémy. U astmatikl je
funkce téchto endogennich systémii naruSena. Pfes rozSifujici se Skalu a mnozstvi
pouzivanych antiastmatik morbidita i mortalita astmatu neustile roste. Hledani novych
1é¢iv. mize byt zalozeno na znalosti patofyziologickych zmén probihajicich pfi
onemocnéni, nebo muize byt inspirovano znalostmi G¢innych latek rostlinnych drog, jejichz
izolaci a chemickou modifikaci lze ziskat G€¢innéjsi derivaty. Cilem této dizertacni prace
bylo objasnit u¢inky vybranych latek na respira¢ni systém potkana metodami in vivo a in
vitro. Prostfednictvim in vivo metody jsme zkoumali, jaké G¢inky ma oralné¢ podavany
antioxidant o-tokoferol na model alergického astmatu u potkana. Druhou ¢ast dizerta¢ni
prace jsme vénovali in vitro hodnoceni relaxa¢nich G¢inkt standardizovaného extraktu
z Justicia adhatoda, pfirodnich chinazolinovych alkaloidd (vasicinu, vasicinonu)
a vybranych syntetickych chinazolinovych derivati na izolovanou pradusnici potkana.
Jejich Gcinek jsme porovnavali s teofylinem, klasickou latkou pouzivanou v terapii asthma
bronchiale.

METODIKA:

> Pfi studiu in vivo jsme pouzili klasicky experimentalni model alergického
astmatu u potkana. Nejprve jsme vSechna zvifata senzibilizovali aplikaci 1 ml
fyziologického roztoku obsahujictho 1 mg ovalbuminu a 100 mg hydroxidu hlinit¢ho ve
ttech po sob¢ jdoucich dnech. Vlastni experiment nasledoval 21 dni po senzibilizaci.
Mezitim jsme senzibilizovanym zvifatim podavali gastrickou sondou a-tokoferol (400
mg/kg/den — premedikovana skupina) nebo vehikulum (pozitivni kontrola, negativni
kontrola) po dobu 10 dni. Jednu hodinu po podani posledni davky o-tokoferolu nebo
vehikula jsme u premedikovanych zvifat a pozitivni kontroly navodili challenge aerosolem
obsahujicim antigen (100 mg ovalbuminu/2 ml fyziologického roztoku). Negativni
kontrola inhalovala fyziologicky roztok. Za jednu nebo 24 hodin po antigen challenge jsme

zvifata jsme uvedli do pentobarbitalové anestezie (45 mg/kg, i.p.) a kanylovali v. jugularis

109



a tracheu. Poté jsme zvifata napojili na respiracni pfistroj (90 vdecht/min, 10 ml/kg
hmotnosti), premedikovali sukcinylcholinem (2 mg/kg) a propranololem (1 mg/kg)
a hodnotili jsme bronchidlni odpovéd’ na kumulativné podavany serotonin. Bezprostiedné
po zhodnoceni plicni reaktivity jsme zvife usmrtili pfedavkovanim anestetika, Setrné
vyjmuli plice a odebrali tekutinu bronchoalveolarni lavaze (BALF) ke stanoveni celkového
a diferencialniho poctu bunék. U vybranych zvitat byla provedena histopatologicka
analyza plic.

»  Pii studiu relaxa¢niho ucinku testovanych latek in vitro jsme pouzili
klasickou metodu izolované priidusSnice. Izolovana potkani trachea byla nejprve rozdélena
na dvé ¢asti. Kazdy trachealni prstenec byl poté roztfiznut v misté protilehlém trachedlnimu
hladkému svalu a upevnén v Schulerové nadobce pod pocateéni zatézi 1g tak, aby byla
moznd relaxace 1 kontrakce hladkého svalu. Relaxace nebo kontrakce byla registrovana
isometrickym pfevodnikem a zaznamenana na zapisovaci (Ugo Basile, Italie). Vhodné
podminky zajistoval Krebs-Henseleitiiv roztok temperovany na 37 °C a okysliCovany
karbogenem (95 % O,, 5 % CO,) po celou dobu pokusu. Schéma pokusu: trachea byla
prekontrahovana karbacholem (10° M). Nasledné& byl testovan relaxac¢ni ucinek osmi
kumulativné podanych koncentraci testované latky. Za maximalni byla povazZovana
relaxace navozena teofylinem (3X10'3 M), ktery zaroven predstavoval pozitivni kontrolu.
Pokles tonu trachedlniho hladkého svalu jsme povazovali za relaxacni ucinek a jeho rozsah
byl vyjadien jako procento z maximalni relaxace. Pro kazdou testovanou latku byla pomoci
nelinearni regrese (GraphPad Prism 5) urena hodnota EDs, tedy davka, ktera navodi
50 % relaxaci prekontrahované trachey zvolenou latkou.

VYSLEDKY:

»  Pii studiu G¢inku latek metodou in vivo jsme zjistili, Ze aplikace serotoninu
jednu hodinu po antigen challenge vedla k vyvolani bronchokonstrikéni odpovédi zavislé
na davce. Tuto odpovéd’ jsme zaznamenali u vSech skupin a rozdily nebyly statisticky
vyznamné. Serotonin aplikovany za 24 hodin po antigen challenge navodil u pozitivni
kontroly signifikantni narGst overflow ve srovnani s negativni kontrolou. Ve skupiné
potkanti premedikovanych o-tokoferolem jsme zaznamenali tendenci k niz§imu nartstu,
ktery ale nebyl v porovnani s pozitivni kontrolou statisticky vyznamny. V BALF

odebraném za jednu hodinu po challenge ovalbuminem nebo fyziologickym roztokem jsme
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nenasli zadny statisticky vyznamny rozdil v celkovém ani diferencidlnim poctu bunék.
V BALF odebraném za 24 hodin jsme u pozitivni kontroly prokézali signifikantni néartst
celkového poctu bunék, eozinofill a neutrofili ve srovnani snegativni kontrolou.
U potkani premedikovanych a-tokoferolem jsme nalezli tendenci Kk niz§imu nartstu
celkového poctu bunck, neutrofild a eozinofili, ale v porovnéni s pozitivni kontrolou nebyl
pokles tohoto narustu statisticky vyznamny. Histopatologicka analyza plicni tkan¢ odhalila
zanétlivé zmény a hypertrofii hladkého svalu bronchioli u premedikovanych zvirat
I pozitivni kontroly. Mezi t€émito skupinami nebyly zjistény rozdily.

»  Sledovanim u¢inku pfirodnich chinazolinovych alkaloidi (vasicinu,
vasicinonu, standardizovaného extraktu z Justicia adhatoda) jsme prokazali relaxacni
aktivitu u vSech testovanych derivatd. Standardizovany extrakt a vasicinon relaxovaly
izolovanou tracheu signifikantné vice nez teofylin, vasicinon vykazoval signifikantné nizsi
relaxaéni aktivitu ve srovnani s teofylinem. Zkoumanim ucinku 4-hydroxychinazolinu
a jeho jednoduchych derivati se prokazalo, ze struktury z této skupiny nebyly pfili§ uc¢inné
- zadny ze Ctyf testovanych derivati nevykazoval vyS$si relaxacni aktivitu neZ teofylin.

Druhd testovand skupina syntetickych latek (derivaty chinazolinu s etylaminovym

vvvvvv

vvvvv

V porovnani s teofylinem signifikantng vyssi relaxacni ucinek.
ZAVER:

> V provedeném in vivo experimentu suplementace a-tokoferolem neovlivnila
hyperreaktivitu dychacich cest, infiltraci zanétlivych bunc¢k ani histologické zmény
V porovnani s kontrolnimi skupinami. U premedikovanych zvifat jsme sice pozorovali
tendenci Kk nizsi hyperreaktivité dychacich cest a k niz§imu naristu celkového poctu bunek,
eozinofilli a neutrofill, nicméné tyto zmény nebyly statisticky vyznamné. V tomto
experimentu neméla premedikace antioxidaéné piisobicim a-tokoferolem signifikantni vliv
na bronchialni reaktivitu ani viditelné neovlivnila histologické nélezy, nicméné potencialni
terapeutickou hodnotu a-tokoferolu nelze vyloucit.

> V provedeném in vitro experimentu jsme prokazali relaxac¢ni ucinek jak

U testovanych pfirodnich chinazolinovych alkaloid, tak u vétSiny zkoumanych
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byly syntetické derivaty chinazolinu s etoxy-, etylaminovym nebo propoxy-fragmentem.
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BACKGROUND:

Asthma is a chronic inflammatory disorder of the airways in which a number
of cells and cellular elements play a role. It is a lifetime disease which is not completely
curable. Many factors contribute to the pathogenesis of asthma, oxidative stress being
an important one. In healthy humans, the toxicity of free radicals is inhibited by enzymatic
and non-enzymatic systems. In asthmatics, the function of these endogenous systems
is impaired. Despite treatment, asthma morbidity and mortality steadily increases. The
search for new drugs can be based on the knowledge of the pathological changes
associated with the disease, and can also be inspired by folk medicine. As regards the latter
approach, new, more potent substances could be obtained by isolation and chemical
modification of natural products. The aim of this doctoral thesis was to elucidate the effects
of selected substances on the respiratory system of rats by in vivo and in vitro methods.
We investigated the effects of orally administered a-tocopherol on the lung response in an
in vivo rat model of allergic asthma. The second part of this thesis deals with natural
quinazoline alkaloids (Justicia adhatoda standardized extract, vasicine, vasicinone)
and their synthetic analogues, and their relaxant effects on an isolated rat trachea.
The relaxant effects of these compounds were compared with theophylline, a standard drug
used in asthma treatment.

METHOD:

> In vivo study: classical experimental rat model of allergic asthma was used.
All animals were actively sensibilized with ovalbumin OA (1 mg) and aluminium
hydroxide (100 mg) suspended in saline solution (1 ml) intraperitoneally injected into each
rat. The injection was repeated for three consecutive days. Sensibilized animals were used
in the experiments on the 21st day after sensibilization. In the meantime, the rats were
treated with a-tocopherol (400 mg/kg/day — treated group) or the vehicle (positive control
group, negative control group) for 10 days. One hour after the last a-tocopherol or vehicle
administration, the animals were exposed to ovalbumin aerosol (100 mg per 2 ml of
saline). The sham group (negative control group) was challenged with saline. After 1 or 24
h from the antigen challenge, the animals were anaesthetized with pentobarbital (45 mg/kg
i.p.). A heparinized catheter was inserted into the right jugular vein for i.v. drug

administration. After the tracheostomy, the trachea was cannulated and connected
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to a Hugo Sachs ventilator (90 breaths/min, 10 ml/kg). The animals were premedicated
by an i.v. succinylcholine and propranolol injection and the bronchial responsiveness
to cumulative i.v. 5-HT administration (5-50 ug/kg) was assessed. After the measurement
of the lung responsiveness, the rats were sacrificed with an overdose of pentobarbital.
The lungs were removed and bronchoalveolar lavage fluid (BALF) was pooled in order
to evaluate total and differential cell count. Histopathological examination of the rat lungs
was done.

> In vitro study: to verify the relaxant activity of the tested substances,
the classical experimental model of isolated rat trachea was used. The isolated trachea was
cut into two rings. Each ring was then cut opened opposite to the tracheal smooth muscle
and mounted under initial tension of 1 g in the Schuler Organ Bath in such a way that free
relaxation or contraction of the smooth muscle was possible. The relaxation or contraction
of the tracheal smooth muscle was registered by an isometric tranducer and recorded (Ugo
Basile, Italy). Adequate conditions were guaranteed by the Krebs-Henseleit solution
maintained under constant temperature of 37 °C. The tissue specific holder includes
an integrated frit at the back of the holder which allows carbogene (a gas mixture
containing 5 % CO; and 95 % O,) to pass continuously through the Krebs-Henseleit
solution. The trachea was precontracted by carbachol (10° M). The relaxant effects of eight
cumulative concentrations of each tested compound were examined. The maximal
relaxation was induced by theophylline (3x10™ M), which was also used as a positive
control. A decrease in the tone of the tracheal smooth muscle was considered as a relaxant
effect and was expressed as a percentage of change in proportion to the maximum
relaxation. The EDsy of each tested compound, which is defined as the concentration
producing 50 % relaxation of the precontracted trachea by the used agonist, was calculated
using the non-linear regression method (GraphPad Prism).
RESULTS:

> In vivo method: one hour after allergen challenge, i.v. serotonin
administration induced a dose-related bronchoconstrictor response in all rats.
No differences in the bronchospasm were found among the groups. Within 24 h after
antigen challenge, i.v. cumulative administration of serotonin induced a dose-dependent

and significant increase in overflow volume in the positive control group compared with
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the negative control group. In tocopherol premedicated animals, no significant changes
were found. A tendency to an antihyperresponsiveness effect was observed in comparison
with the positive control. In the BALF collected one hour after saline or ovalbumin
exposure, no differences in the total cell count were found among the groups. Similarly,
no changes were found in the differential cell count. Twenty-four hours after antigen
exposure, the positive control group showed a significantly higher total number of cells
in the BALF compared with the negative control. The increase in the total cell number was
not significantly changed by tocopherol, even though there was a tendency towards lower
values. The differential cell count showed an increase in eosinophils and a significant
increase in neutrophils in the positive control group BALF compared to the negative
control. The increased percentage of eosinophils and neutrophils showed a diminishing
trend in the tocopherol-treated rats but the difference was insignificant. The
histopathological examination of both positive control and tocopherol-treated animals
showed inflammatory changes compared with negative control. In the treated animals,
no differences in quantitative and qualitative parameters were found in comparison with
the positive group.

> In vitro method: we found out that all tested natural quinazoline alkaloids
(Justicia adhatoda standardized extract, vasicine, vasicinone) had a relaxant activity
on isolated rat trachea. The standardized extract and vasicine had a significantly higher
relaxant effect than theophylline. Vasicinone showed a significantly lower relaxant activity
than the standard. Subsequent evaluation of the relaxant effects of simple derivatives
of quinazolin-4-ol showed that the structures from this group were not very potent. None
of these four tested derivatives had a significantly higher activity in comparison
to theophylline. The second synthetic group tested (quinazoline derivatives with
an ethylamine fragment) was more successful — two out of the three tested compounds
were significantly more efficient than theophylline. The derivatives of the last group tested
(quinazoline derivatives bearing ethyloxy, ethylsulfanyl and propyloxy fragments) were
the most potent ones. All five tested derivatives had a significantly higher relaxant activity

than the standard.
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CONCLUSION:

> Based on in vivo experiments, we can conclude that orally administered o-
tocopherol did not significantly influence bronchial hyperresponsiveness or inflammatory
cells infiltration. Histopathological analysis revealed that the inflammation and the
hypertrophy of the smooth muscle occurred in both groups, with no differences having
been found. The airway hyperresponsiveness to 5-HT observed in antigen-challenged
sensitized rats tended to decrease after the administration of o-tocopherol. After a-
tocopherol administration, a decreasing tendency in neutrophil and eosinophil numbers was
observed in comparison to positive control. Even though these changes were statistically
insignificant, a possible therapeutical potential of a-tocopherol should not be ruled out.

> Based on in vitro experiments, we can conclude that all tested natural
quinazoline alkaloids and most of the synthetic derivatives had a relaxant effect on isolated
rat trachea. The most successful derivatives of the tested substances were synthetic

quinazoline derivatives with ethyloxy, ethylamine and propyloxy fragments.
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Piiloha 1A PREVENTIVNI ANTIASTMATIKA — inhalaéni kortikosteroidy

Nazev latky LéKky s latkou Sila [ng] Poznamka

BECLOMETASON | BECLOFORTE INHALER® 250

BECLOMET EASYHALER® 200

BECODISKS"® 100, 200, 400

BECOTIDE INHALER" 50

CLENIL " Jet 250

CLENIL ® Spray 50, 100, 250

ECOBEC” 50, 100, 250

ECOBEC EASI-BREATHE" 50, 100, 250

ECOBEC EASI-BREATHE 50, 100, 250

TRIO®

COMBAIR" 100/6 fixni kombinace

FORMODUAL® beclometason/formoterol
BUDESONID BUDESONIDE-INGERS 100, 200, 400, 800

INHAL®

BUDIAIR" 200

BUDIAIR™ JET 200

GIONA EASYHALER" 100, 200, 400

MIFLONID® 200, 400

PULMAX" 100, 200, 400

PULMICORT" - 0,5 mg/ml, aplikovan

nebulizerem

PULMICORT 100, 200, 400

TURBOHALER®

RIBUSPIR™ 200

RIBUSPIR"™ JET 200

SYMBICORT 100/6, 200/6, | fixni kombinace

TURBOHALER® 400/12 budesonid/formoterol
CICLESONID ALVESCO INHALER” 80, 160
FLUTICASON FLIXOTIDE INHALER N” 50, 125, 250
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FLIXOTIDE DISCUS®

100, 250, 500

FLIXOTIDE NEBULE"

0,5 mg/ml, 2 mg/ml ,

aplikovan nebulizerem

DUASPIR DISKUS"

50/100, 50/250,

fixni kombinace

50/500 flutikason/salmeterol
SERETIDE INHALER® 25/50, 25/125,
25/250
SERETIDE DISKUS® 50/100, 50/250,
50/500
MOMETASON ASMANEX 200, 400
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PFiloha 1B PREVENTIVNI ANTIASTMATIKA — inhalaéni B, mimetika s dlouhodobym ti¢inkem

Nazev latky Léky s latkou Sila [pg] Poznamka
FORMOTEROL ATIMOS" 12
FORADIL® 12
FORAIR® 12
FORMANO® 12
FORMESCO" 12
FORMOTEROL 12
EASYHALER"
FORMOTEROL- 12
RATIOFARM®
FORMOVENT" 12
OXIS TURBOHALER® 45,9
SYMBICORT 100/6, 200/6, 400/12 | fixni kombinace
TURBOHALER" budesonid/formoterol
COMBAIR® 100/6 fixni kombinace
FORMODUAL® 100/6 beclometason/formoterol
SALMETEROL SEREVENT DISKUS" 50
SEREVENT INHALER" 25

DUASPIR DISKUS®

SERETIDE INHALER®
SERETIDE DISKUS®

viz tab. 1A

PREVENTIVNI ANTIASTMATIKA — peroralni B, mimetika s dlouhodobym t¢inkem

CLENBUTEROL SPIROPENT" 1 pg/1 ml sirup B> mimetika
20 pg/1 thl. | tablety | S kratkodobym
] _ i¢inkem, poddvai
PROCATEROL LONTERMIN® Spglml | sirup | e podavajlse
ale po 12 hodinach —
50 pg/tbl. tablety

nejsou urcena k 1écbé
akutniho

bronchospasmu
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Pfiloha 1C PREVENTIVNI ANTIASTMATIKA — kromony

Nazev latky Léky s latkou Sila [mg] Pozniamka
NEDOKROMIL TILADE MINT® 2 pouze inhala¢né
(nevsttebava se z GIT)
KETOTIFEN KETOF® Img/5 ml sirup
KETOTIFEN AL® 1 kapsle

Piiloha 1D PREVENTIVNI ANTIASTMATIKA - antihistaminika I1. generace

Nazev latky Léky s latkou Sila [mg] Poznamka
DESLORATADIN AERINAZE® 2,5 tablety
AERIUS" 0,5mg/ml sirup, roztok
25,5 tablety pfi 1é¢bé samotného
AZOMYR® 0,5mg/ml sirup, roztok | astmatu se nepouZivaji
25,5 tablety -
NEOCLARITYN" 0,5mg/ml sirup, roztok pouze.p"dplflmé lf’éba
555 abiety pfi koexistenci
alergické rymy
LEVOCETIRIZIN | XYzAL" 5 tablety a astmatu
RUPATADIN TAMALIS® 10 tablety
Piiloha 1E PREVENTIVNI ANTIASTMATIKA - antileukotrieny
Nazev latky LéKky s latkou Sila [mg] Poznamka
MONTELUKAST MONTELUCAST TEVA 4ab Zvykaci tablety
10 potahované tablety
SINGULAIR 4 MINI® 4 zvykaci tablety
SINGULAIR 5 JUNIOR® 5
SINGULAIR 10" 10 potahované tablety
ZAFIRLUKAST ACCOLATE"® 20 tablety
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Piiloha 1F PREVENTIVNI ANTIASTMATIKA - 1é¢iva pouZivana p¥i SIT

Lékova forma Léky s latkou Pozniamka
injekéni ALUTARD SQ® Jednotliva  1é¢iva  jsou  dodavana
- v soupravach, které jsou kompletovany

H-AL DEPOT ™ MITES

vsestavaich dle rtznych koncentraci.
POLLENS . — . . .
Biologicka aktivita je déana koncentraci
H-AL INSECTS alergenti a je vyjadfena v jednotkdch SQ
H-AL INJ® (standard quality) na 1 ml suspenze, v
PHOSTAL" jednotkach  JSK  (jednotky  standardni
sublingualni H-AL INSECTS PER OS® aktivity) na 1 ml suspenze, v jednotkéach

H-AL PER OS"™

H-AL POLLENS PER OS®

H-AL (MIT, MYC, DUS, DMX, BAC)
PER OS®

PANGRAMIN-SLIT®

STALORAL®, STALORAL 300"

PNU (jednotky proteinového dusiku) na 1
ml suspenze, jednotkach STU (Standard
Treatment Units) na 1 ml suspenze a
Vv jednotkach IR (index reaktivity) na 1 ml
suspenze. Koncentrace kazdého piipravku

v

K nejvyssim (udrzovaci 1é¢ba).
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P¥iloha 2A PREVENTIVNI A ULEVOVA ANTIASTMATIKA — systémové kortikosteroidy

Nazev latky

Léky s latkou

Sila [mg]

Poznamka

METYLPREDNISOLON

MEDROL®

4, 16, 32, 100

tbl; udrzovaci terapie i

akutni exacerbace

SOLU-MEDROL®

40, 125, 250, 500,

prasek pro ptipravu inj.

1000 sol.; udrzovaci terapie i
akutni exacerbace
DEPO-MEDROL" 40 inj. sus.; udrZovaci
terapie
PREDNISON PREDNISON LECIVA® 5,20 tbl; udrzovaci terapie i
akutni exacerbace
RECTODELT" 100/¢ipek akutni exacerbace
TRIAMCINOLON TRIAMCINOLON 4 tbl; udrzovaci terapie i

LECIVA®

akutni exacerbace

Piiloha 2B PREVENTIVNI A ULEVOVA ANTIASTMATIKA — metylxantiny

Nazev latky Léky s latkou Sila [mg] Poznamka
TEOFYLIN AFONILUM SR® 125, 250, 375, 500 retardované
EUPHYLLIN CR N” 100, 200, 300, 400 | tablety;
THEOPLUS® 100, 300 pouzivaji se
jako prevence a
1écba nahlych
stavii dusnosti
AMINOFYLIN SYNTOPHYLLIN® 24/1 mi Inj. sol.
100 Tablety
AMINOPHYLLINUM RETARD 350 Retardované
LEK® tablety
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Piiloha 3A ULEVOVA ANTIASTMATIKA — inhalaéni a peroralni sympatomimetika s kratkodobym

u¢inkem
Nazev latky Léky s latkou Sila Poznimka

SALBUTAMOL | BUVENTOL EASYHALER" 100, 200 pg inhalacni

(ALBUTEROL) ECOSAL EASI-BREATHE" piipravek
ECOSAL EASI-BREATHE TRIO" 100 pg
ECOSAL INHALER"
SALBUTAMOL WZF POLFA" 2mg, 4 mg tablety
VENTOLIN® 2 mg/5 ml sirup
VENTOLIN DISKUS" 200 pg inhala¢ni
VENTOLIN INHALER N® 100 pg piipravek
VENTOLIN ROZTOK K INHALACI® 5mg/1 ml

TERBUTALIN BRICANYL" 0,5mg/1 ml inj. sol.
BRICANYL TURBOHALER" 0,5 mg prasek pro

inhalaci
FENOTEROL BEROTEC N® 100 pg inhalagni
piipravek

BERODUAL" 10/5 pg Fixni kombinace
BERODUAL INHALETTEN® 100/40 pg fenoterol/
BERODUAL N° 5020 g ipratropium

P¥iloha 3B ULEVOVA ANTIASTMATIKA — inhala¢ni anticholinergika

Nazev latky LéKy s latkou Sila Poznamka

IPRATROPIUM | ATROVENT® 20 pg inhala¢ni
ATROVENT 0,025 %" 250 pg/1 ml ptipravek
ATROVENT INHALETTEN® 200 pg
ATROVENT N® 20 pg
BERODUAL" viz tab. 3A

BERODUAL INHALETTEN®

BERODUAL N®
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