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UVOD A CIL STUDIE:

Asthma bronchiale je definovano jako chronické zanétlivé onemocnéni dychacich cest,
kde hraji roli mnohé buiiky a bunécné ptsobky. Jedna se o celozivotni onemocnéni, které dosud
neni zcela vylécitelné. Na jeho patogenezi participuji mnohé faktory, mimo jiné i oxidacni stres.
U zdravého organismu je toxicita volnych radikali potlacena mnohymi enzymatickymi i
neenzymatickymi antioxida¢nimi systémy. U astmatika je funkce téchto endogennich systémui
narusena. Pies roz§ifujici se Skalu a mnozstvi pouzivanych antiastmatik morbidita i mortalita
astmatu neustale roste. Hledani novych 1é¢iv miize byt zalozeno na znalosti patofyziologickych
zmén probihajicich pfi onemocnéni, nebo muze byt inspirovano znalostmi u¢innych latek
rostlinnych drog, jejichz izolaci a chemickou modifikaci lze ziskat i¢innéjsi derivaty. Cilem této
dizerta¢ni prace bylo objasnit G¢inky vybranych latek na respira¢ni systém potkana metodami in
Vivo a in vitro. Prostiednictvim in vivo metody jsme zkoumali, jaké ¢inky ma oralné podavany
antioxidant a-tokoferol na model alergického astmatu u potkana. Druhou ¢ast dizertaéni prace
jsme vénovali in vitro hodnoceni relaxac¢nich G¢ink standardizovaného extraktu z Justicia
adhatoda, ptirodnich chinazolinovych alkaloida (vasicinu, vasicinonu) a vybranych syntetickych
chinazolinovych derivati na izolovanou priadusnici potkana. Jejich G¢inek 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
obsahujiciho 1 mg ovalbuminu a 100 mg hydroxidu hlinité¢ho ve tfech po sobé 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 a-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 a tracheu. Poté jsme zvitata napojili na respiracni piistroj (90 vdecht/min, 10 ml/kg
hmotnosti), premedikovali sukcinylcholinem (2 mg/kg) a propranololem (1 mg/kg) a hodnotili

jsme bronchialni 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 zvifat byla provedena histopatologicka analyza plic.

»  Pii studiu relaxa¢niho G¢inku testovanych latek in vitro jsme pouzili klasickou
metodu izolované prudusnice. Izolovana potkani trachea byla nejprve rozdélena na dvé Casti.
Kazdy trachealni prstenec byl poté roziiznut v misté protilehlém trachealnimu hladkému svalu a
upevnén v Schulerové nadobee pod pocatecni zatézi 1g tak, aby byla mozna relaxace i kontrakce
hladkého svalu. Relaxace nebo kontrakce byla registrovana isometrickym pfevodnikem a
zaznamenana na zapisovaci (Ugo Basile, Italie). Vhodné podminky zajistoval Krebs-Henseleituv
roztok temperovany na 37 °C a okyslicovany karbogenem (95 % O,, 5 % CO;) po celou dobu
pokusu. Schéma pokusu: trachea byla prekontrahovana karbacholem (10 M). Nasledn& byl
testovan relaxaéni ucinek osmi kumulativné podanych koncentraci testované latky. Za
maximalni byla povazovana relaxace navozena teofylinem (3x10° M), ktery zaroveil
ptedstavoval pozitivni kontrolu. Pokles tonu trachealniho hladkého svalu jsme povazovali za
relaxacni ucinek a jeho rozsah byl vyjadfen jako procento z maximalni relaxace. Pro kaZzdou
testovanou latku byla pomoci nelinearni regrese (GraphPad Prism 5) ur¢ena hodnota EDsg, tedy
davka, kterd 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
nartist overflow ve srovnani s negativni kontrolou. Ve skupin€ potkanii premedikovanych a-
tokoferolem jsme zaznamenali tendenci K niz§imu nardstu, ktery ale nebyl v porovnani
s pozitivni kontrolou statisticky vyznamny. V BALF odebraném za jednu hodinu po challenge
ovalbuminem nebo fyziologickym roztokem jsme nenaSli Zadny statisticky vyznamny rozdil
v celkovém ani diferencidlnim poc¢tu bunék. V BALF odebraném za 24 hodin jsme u pozitivni
kontroly prokazali signifikantni nartist celkového poctu bunék, eozinofili a neutrofili ve
srovnani s negativni kontrolou. U potkant premedikovanych a-tokoferolem jsme nalezli tendenci
k niz§imu narGstu celkového poctu bunék, neutrofild a eozinofill, ale v porovnani s pozitivni

kontrolou nebyl pokles tohoto narlstu statisticky vyznamny. Histopatologicka analyza plicni



tkan¢ odhalila zanétlivé zmény a hypertrofii hladkého svalu bronchiolti u premedikovanych
zvitat 1 pozitivni kontroly. Mezi t€émito skupinami nebyly zjiStény rozdily.
> Sledovanim ucinku pfirodnich chinazolinovych alkaloidi (vasicinu, vasicinonu,

standardizovaného extraktu z Justicia adhatoda) jsme prokazali relaxacni aktivitu u vSech
testovanych derivath. Standardizovany extrakt a vasicinon relaxovaly izolovanou tracheu
signifikantné vice nez teofylin, vasicinon vykazoval signifikantné niz$i relaxa¢ni aktivitu ve
srovnani s teofylinem. Zkoumanim u¢inku 4-hydroxychinazolinu a jeho jednoduchych derivatt
se prokazalo, ze struktury z této skupiny nebyly piili§ G¢inné - zadny ze Ctyf testovanych
derivati nevykazoval vyssi relaxacni aktivitu nez teofylin. Druh4 testovana skupina syntetickych
latek byly signifikantné u¢inngjsi nez teofylin. Posledni testovana skupina (derivaty chinazolinu
s etoxy-, etylsulfanylovym nebo propoxy- fragmentem) byla jednozna¢né nejuspésnéjsi. Vsech
pet testovanych latek mélo v porovnani s teofylinem signifikantné vyssi relaxacni Gi€inek.
ZAVER:

> V provedeném in vivo experimentu suplementace a-tokoferolem neovlivnila
hyperreaktivitu dychacich cest, infiltraci zanétlivych bunék ani histologické zmény v porovnani
S kontrolnimi skupinami. U premedikovanych zvifat jsme sice pozorovali tendenci k niZsi
hyperreaktivit¢ dychacich cest a k niz§imu narGstu celkového poctu bungk, eozinofili a
neutrofilii, nicméné tyto zmény nebyly statisticky vyznamné. V tomto experimentu neméla
premedikace antioxidacné puisobicim a-tokoferolem signifikantni vliv na bronchialni reaktivitu
ani viditelné neovlivnila histologické nalezy, nicméné potencialni terapeutickou hodnotu a-
tokoferolu nelze vyloucit.

> V provedeném in vitro experimentu jsme prokazali relaxacni uCinek jak
u testovanych pfirodnich chinazolinovych alkaloidl, tak u vétSiny zkoumanych syntetickych
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derivaty chinazolinu s etoxy-, etylaminovym nebo propoxy-fragmentem.



