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Respir&ni onemocnni predstavuji v dnesni débvelké nebezpd pro celou
populaci. Vyznamnym onemoé&nim dychaciho systému je asthma bronchiale. Toto
onemociini pritahovalo i v minulosti velkou pozornost aistdva stale zasadnim
klinickym problémem v pmyslovych zemich. To je také hlavninivddem k rozvoji
vyzkumu pra¢ v této oblasti. Epidemiologické studie porovnésiajgrovnatelnou
metodikou vyskyt astmatu mezi 70. a 80. léty ukAza¥ dvojnasobny vzestup
prevalence astmatu ve srovnatelnych pamikh vzorcich. (8)

Celos¢tovy patet astmatik je odhadovan na 150 miliéna jejich vyskyt stéle
stoupa. Tento trend je patrny iCeské republice. Celkova prevalence astmafiRvse
odhaduje na vice nez 5 %. Vtské populaci jiz prevalencergsahla 10 %. Umrtnost
naastma je ¢R tradEné velmi nizkd a v poslednich 10 letech kolisa kolem
1/100 000 obyvatel. Problémem vSaistAva pozdni diagnostika a nedostagel&ba
asthma bronchiale. Odhaduje se, 72€R/je stale nepoznano asi 250 000 astriatik
Nel&ené astma vede pagik ireverzibilnim funkénim znénam zhorSujicim vykonnost
pacienta. ZvySené riziko vzniku astmatu je nejviceodinach, kde se vyskytuji
alergicka onemocmi, predevsim alergické ryma. (8)

Pokrok ve farmacii a v mediginje do zn&né miry zavisly na experimentech
provadnych na zwuatech. Experimentyn vivo zde maji stale nezastupitelnou roli,
neba’ ve srovnani s pokusy vitro nebo pokusy na izolovanych organech poskytuji
moznost zapojeni komplexu reakci a fyziologickyebulaci v ramci celého organizmu.
ZVIa¥ patrny je jejich vyznam ip ovérovani &inku potencialnich Iék Zakladnim
piedpokladem pro a@¥eni zkoumané hypotézy jsou vheédnzvoleny model
a uspsadani pokusu, zaj&i definovanych podminek {etns zvirat ze standardniho
chovu), vylér f4dré propracované metodiky, standardni pravddpokusu, vetns
pouziti negativni a/nebo pozitivni kontroly a sprdvvyhodnoceni a interpretace
vysledki. K experimentalnim delim se uziva mnoho zZi¢@&nych druli, zejména v3ak
mysSi, potkaf, mogat, kralilki, opic, ps, ovci atd. (10) Problémipdstavuje znma
ekonomickad narmnost tchto experimerit a také etické hledisko prace seiaty.
Vyzkumny pracovnik musi vzdy hledna zvfe jako na Zivého tvora &idit se
zakladnimi etickymi pravidly pro praci se faty, gedevsim koncepci 3R. VSechny
pokusy na zwhtech provaghé na Farmaceutické fakéilprobihaji az po schvéaleni

etickou komisi. (23)



Cilem moji diplomové prace byla optimalizace modakrgického astmatu.

1. Porovnavali jsmeft druhy zviat — potkany Wistar, potkany Brown Norway
a mokata.

2. U morat jsme hledali vhodnou bronchokonsink latku, ktera by
po kumulativnim i.v. podani umoznila stanovit plicrezistenci a tim uit
reaktivitu plic na bronchokonstiki podrét.

3. Navozeni zkoumaného modelu jsme u kazdého druliioweali srovnanim

s kontrolni skupinou nealergickych raf.



Il. TEORETICKA CAST



1. Asthma bronchiale

Asthma bronchiale je chronické zdlivé onemociini dychacich cest, kde hraji roli
mnohé biiky (zejména mastocyty, eozinofily a T-lymfocyty) lmurg¢né céstice.
Chronicky zast je spojen s miduSkovou hyperreaktivitou a vede k opakujicim se
epizodam piskdt dusnosti, tize na hrudi a kaSle, zwasinoci nebatasré rano. Tyto
epizody jsou obvykle spojeny s variabilni obstrukdiera jecasto reverzibilni bdi
spontani nebo vlivem |éby (definice dle GINA = Global Initiative for Astha).

Vice neZz polovina onemoéni astmatem je spojena s atopii jedince, ktera je
geneticky determinovana. & atopiki v naSi populaci se odhadujefilghzné
na 1/3. (17) Geneticka predispozice v kombinacegimnivymi faktory (induktory)
ze zevniho progtdi se uplatuje jiz od 22. tydne nitradoZniho Zivota. Fenotypickym
znakem je chronicky eozinofilni z&n v dychacich cestach s poSkozenim epitelu
a rozvojemcasnych strukturalnich zin a s patofyziologickymi projevy bronchialni
hyperreaktivity, na které magwodil i dysfunkce hladkych svapridusek. Kontakt se
specifickymi (nap. alergenem) i nespecifickymi (naptélesna namaha, cigaretovy
kour, smog) spousti vede k akutnim fiznakim astmatu (tzvcéasna faze) s projevy
bronchokonstrikce, edému, zvySené mukdzni sekreasle a k amplifikaci z&iu.
Vysledkem pozd diagnostikovaného a pozdeceného zagtu je strukturalni festavba
dychacich cest s proliferaci hikp zbytrenim extracelularni matrix a zmnoZenim
a znenou funkce hladkého svalu (tzv. pozdni faze). Stm#tni zngny zpisobi
zafixovani givodre reverzibilni obstrukce. Z&tlivé zmeény jsou v dychacich cestach
pritomny trvale a je mozZno je prokazat i v dptkdy je nemoc asymptomaticka.
Klinickymi projevy astmatu jsouifznaky a exacerbace (astmatické zachvaty). Lehké
exacerbace jsou zvladnutelné samotnymi nemocnydikét exacerbace vyZaduji
urgentni vyhledani zdravotnické pomo¢asto podani systémovych kortikostefoid
a pipadre hospitalizaci. Jak@asté jsou ozrigny exacerbace vyskytujici se vice nez
2xraené po 3 po sobjdouci roky. (8)

Klasifikace astmatu proSla v minulych letech mnohyménami. Mnoho autdr
stale rozdluje astma na ,extrinsic* (alergické) a ,intrinsi¢healergické), v zavislosti
na tom, zda zam a hyperreaktivita dychacich cest jsou zpextovany
imunoglobulinem E (IgE). Podle zavaZnosti klinickysymptond, doby vyskytu
piiznalka a jejich frekvence Ize asthma bronchiale &hizaha intermitentni a perzistujici

a dale podle stugrzavaznosti na lehké ietre tézké a &¢zké. (15)
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1.1 Patofyziologie

Jak jiz byloteceno, zant, ktery mé za nasledek hyperreaktivitu dychaciest,cje
hlavnim patologickym rysem astmatu. NdgFit¢jSi ze zastlivych mediatod, které se
uvolhuji béhem astmatického zachvatu, jsou histamin, prostdgig a leukotrieny.
Navic chemotaktické faktory jsou temy také Bhem bronchialni infiltrace
(zaplavovani) neutrofily, eozinofily a lymfocyty.ygledny zastlivy proces vyusuje
ve spazmus hladkych bronchialnich syaiekrveni, zvySenou vaskularni permeabilitu,
edém, zbytélou sliznici, naruSenou mukociliarni funkci, ztfe¥ani sény dychacich
cest a zvySenou kontraktilitu hladkych bronchidingvah. Tyto zngny, v kombinaci
s poSkozenim epitelidlnich btkn zpisobenym infiltraci eozinofil, vyvolavaji
hyperreaktivitu dychacich cest, jejich obstrukci & vysledku mohou vést
k ireverzibilnimu poskozeni dychacich cest. (15)

Vysledna obstrukce dychacich cest zvySuje rezistepcoudu vzduchu a snizuje
prouctni vzduchu (flow rates), v prvié@ad® proud vydechovaného vzduchu (expiratory
flow). NaruSeny vydech Zgobuje hyperinflaci distdéh od obstrukce a zvySuje
dechovou praci. Zivodi oblastnich rozdil v rezistenci dychacich cest je distribuce
vdechovaného vzduchu nerovnémma a ¥tSi ¢ast vdechovaného vzduchu proudi
do ¢asti s mensim odporem. (15)

Hyperventilace mize byt zprosedkovana receptory jako odpal na zvySeny
objem plic v disledku obstrukce a nasledného hrodémad vzduchu v plicich.
Intrapleurdlni a alveolarni plyn @gobuje tlak a sniZzenou perfazi alvieoZvySeny
alveolarni tlak, snizena ventilace a snizena perfieedou k variabilnimu
a nerovnordrnému vztahu ventilace — perfuze izmych ¢astech plic. Vysledkem je
hypoxémie bez retence GQhyperkapnie). Hypoxémie dale zvySuje hyperveaitila
stimulaci dychaciho centra, takZze se sniZuje Ra@QevySuje se pH (respifiai
alkal6za). Jakmile se zhorSi obstrukce, zvySi séetpomedostataé ventilovanych
a prokrvenych alveél vzroste retence GQ rozvine se respitai acidoza. (15)

NejjednodussSi zjsob zjis€éni bronchialni hyperreaktivity je &eni PEF (peak
expiratory flow), jehoZz hodnoty u paciént raizné mfe (podle stup postiZeni)
kolisaji i v dold mezi zachvaty. DokonalejSi je zfisf hodnot FEY (tj. objemu
usilovré vydechnutého vzduchuébem prvni sekundy po t@dchozi maximalni

inspiraci) bronchomotorickymi testy. (17)
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Obr. ¢. 1 Schéma patofyziologie asthma bronchialéevzato z Huether, McCance, 2000.
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1.2 Buiky uplatiujici se na chronickém alergickem zaétu

Na patogenezi asthma bronchiale se pdditia bugk. Témi nejdileZit¢jSimi z nich

jsou:

1.

ok 0D

Eozinofilni granulocyty
Mastocyty

T-lymfocyty

Neutrofilni granulocyty

Bazofilni granulocyty

1. EOZINOFILNI GRANULOCYTY

Eozinofily pati mezi leukocyty obsahujiaiervena hruba granula a dvojlahe

jadro. Jejich velikost se pohybuje v rozmezi 12407 a v kostni #&ni jsou zastoupeny

3,0-3,5 %. Cirkulujici eozinofily, kterych je okold-2 % ze vSech cirkulujicich

leukocyti, predstavuji jen nepatrny podil z jejich celkového istei v organismu.

Eozinofily obsahuji primérni cytoplazmatick&d gremukterd jsou kulata. Typickym

znakem, kterym se eozinofily odliSuji od ostatniithnék, jsou jejich specifick& neboli

sekundarni cytoplazmaticka granula. Fagocytarnvigkteozinofili je porérné slaba.

Hlavni roli hraji @i alergickych a parazitarnich onemeénifch, @i nichZ se jejich peet

zvySuje. Hromadi se v mistech pronikani alefgenparazii do tla (plice, travici

ustroji) a fagocytuji komplexy alergen-protilatka3)

Obr. €. 2 Eozinofil. Obrazek byl pizen
na katete farmakologie, Lékaka fakulta,
Univerzita Valencie

VétSina z celkového @tu eozinofili v organismu se nachazi v tkanich, a to i tehdy,

kdyZ jejich pa@et v periferni krvi neni vysoky. Bylo zj&to, Ze nejasgjSim mistem,

kde se nachazeji lidské eozinofily, jsou cylindéckovrchové epitely, které jsou
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vystaveny negativnim vliim Zivotniho prosedi. U hlodavé byly eozinofily nalezeny
také v ¢loze Ehem lrezosti nebo v obdobidBy estrogenem, a také vi. (16)

Eozinofily jsou potentni efektorové tky zarétu uvohujici mediatory
a cytotoxické granularni proteiny. Syntetizovanymiediatory jsou lipidy (PAF),
ikosanoidy (LTG, LTD,, LTEs), peptidy a cytokiny (TG& , TGH , IL-1, IL-3,
GM-CSF). Granula eozinofilse @li na d¥ populace:

1. peroxidaza-pozitivni granula

2. granula charakterizovand obsahem krystdloidvorené jednim ze ¢tyr

eozinofilnich proteih — ECP, EPO, EPX/EDN, MBP.

Krystaloidni jadro granul obsahuje hlavni bazicksptpin a v matrix se nachéazeji
ribonukledzy — ECP a EPO a EPX/EDN, které se iwjbldegranulaci. #hled

z&kladnich eozinofilnich mediatouvadi tab¢. 1. (16)

Granularni mediatory
» bazickeé proteiny MBP, ECP, EDN, EPO
arylsulfataza, histaminaza, fosfolipaza,

© enzymy nespecifické esterazy, hexosaminidaza
«  cviokin IL-1a, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8,
ytokiny GM-CSF, TGk, TG, TNFu
» chemokiny MIP-a, RANTES, eotaxin
Mediatory vytvo¥ené v burééné stné #I(CE::; PAF, 15-HETE, PGE PG,

Tabulka €. 1 Prehled zakladnich eozinofilnich mediatoPrevzato z Kopiva, 2003.

Eozinofili a akumulaci eozinofil ve tkanich vyvolavaji zavazné choroby —
alergické nemoci, parazitarni infekce a nadoromaénmocgni. Zarét dychacich cest
u asthma bronchiale je charakterizovdetpvavajici perzistujici akumulaci eozinéfil
které jsou aktivovadny a podileji se na rozvoji chického alergického zétu. (7)
Hlavni dlohu hraji v rozvoji pozdni alergické odgdu Existuje &snd asociace mezi
eozinofilii a klinickym obrazem onemoami, coz dale koreluje s aktivaci T-lymfodayt
a produkci specifickych cytokin Eozinofilie v periferni krvi wasném dtstvi je ¢asto
spojena s rozvojem atopické choroby. Z vySe uvedesé zda, Ze eozinofilie u asthma
bronchiale je vysledkem naruSeného normalniho gasle Zivota eozinofil
prostednictvim exprese mechanigralokujicich programovanou b&mou smrt — tedy
apoptézu. Vlastni funkce eozindfiljsou regulovany cytokiny: GM-CSF, IL-3, IL-5

a IFNy, které prodluzuji fezivani eozinofil, neba potlatuji proces apoptozy. ZvySeni
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aktivity apoptozy eozinofil je ve shod se zlepSenim klinického stavu a od#dm
eozinofilniho za#tu. Proapoptotickou aktivitu u eozindfilvykazuji TNFe, IL-18,
TGH3 i lipopolysacharid, naopak antiapoptotickou alttivimaji nap. povrchové
molekuly hsp 27, hsp 70 (heat shock protein) a OD(46)

Svou aktivitou se eozinofily podileji i na remodegu tkani, coz vede az
k ireverzibilnim zni¢nam. Eozinofily, stejé jako jiné typy leukocyt tvorené v kostni
dieni z myeloidnich prekurzoy nejsou pitomny v nadbytku v klidovém stavu
v periferii. Jak mistni tkéoveé signaly, tak i systémové prozéivé signaly i zarstlivé
odpowdi, jsou schopny vyvolat vyplaveni eozindfilz kostni derg a eozinofilii
v periferni krvi, a nasledn i eozinofili v dolnich dychacich cestach, coz je
charakteristickym rysem asthma bronchiale. Mezitsithimi signaly méa mimiadnou
tlohu v rozvoji eozinofilie v dolnich dychacich ta&sh IL-5, coZ je eozinopoeticky
rastovy faktor vyvolavajici diferenciaci a zrani ewdili. Je i eozinofilnim
chemotaktickym faktorem a prodluZujgegivani eozinofil. (16)

Eozinofily nejsou jen efektorové bky alergického za#u, ale chovaji se i jako
APCs (antigen prezentujici tky) a ovliviwiji alergickou odposd” jako Th2. Zvysuji

tvorbu Th2 cytoki a ovliviiuji reaktivitu imunitniho systému k alergické reaka6)

Obr. €. 3 Sliznice bronchu s vyraznou Obr. & 4 Velmi tézké astma pod bazalni
hlenovou poharkow  buné&nou membranou jsou vid prekrvené cévy
metaplazii. Prevzato z Kofiva, 2003. a buiky zar¢tu. Frevzato z Hasleton, 1996.
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Obr. &. 5 Postaveni eozinofik v patogenezi asthma bronchialePrevzato z Kofiva, 2003.

2. MASTOCYTY

Zirmé buiky — mastocyty — jsou tké@vé buiky nachéazejici se na rozhrawiat
a vrejSiho prostedi, s vyznanou roli v zagtu zprostedkovaném imunoglobulinem E.
Jde o heterogenni populaci BkriSicich se navzjem svym tvarem a velikostapir
10-30um) a obsahujicich v cytoplagrelektrono¥ denzni granula.

Zirné buiky pochazeji z kmenovych békkostni derg a jejich hlavnim istovym
a diferencignim faktorem je faktor kmenovych btkn(SCF = stem cell factor). (16)

Mastocyty jsou jedny z prvnich b aktivovanych @ zanstu. Jejich zakladni
funkci je obrana proti parazitarnim infekcim a mgjgnamnou roli v regulaci imunitni
odpowdi. Byly prokdzany v mistech probihajiciho alergicl zastu — kizi, plicich
atd., kde jsou zodpédné zacasny typ pecitlivélosti a jsou hlavnimi efektorovymi
buikami alergickych chorob. Zralé aktivované mastoawgliuji preformované a név

tvorené mediatorgasné faze (histamin, LLCPGD,) a svou tvorbou PAF, cytokin
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(IL-3 az IL-6, IL-13, TNFe, enzymi atd.) se podileji i na rozvoji chronického
alergického z&tu. (16)

Navazanym alergenem se spousti mechanismus deagandlato reakce ivie byt
spustna specifickymi alergeny, ale i anti-IgE protilathia Krom¢ téchto imunitnich
mechanism mohou degranulaci vyvolat i fyzikalni faktory (Wl teplota, ionizujici
zaeni), chemické latky (toxiny, jedy, proteazy) a egenni mediatory (tkéove
proteinazy, neutrofilni a eozinofilni kationtovéogeiny). (16)

Mezi nejdilezitéjSi mediatory uvalované z granul Zirnych beék pati: histamin,
heparin, ATP, destky aktivujici faktor, leukotrieny a prostaglandirkteré vyvolavaji
prostup tekutiny a humoralnich sloZzek plazmy dotanisitu a jsou chemotaktickymi
faktory pro dalSi biky zarétu (neutrofily, eozinofily). Krons toho, Zirné biiky tvori
také mnoho cytokiin (IL-1, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, GM-CSF, IL-9, IL-1Q IL-13,
chemokiny MIP-&, MIP-18, MCP-1),¢imZ pisobi také vice prozétivé a pedukuje

je to k vyznamné roli v rozvoji zé&tu. (16)

3. T-LYMFOCYTY

Z kmenovych pluripotentnich bék pro lymfopoezu se dnem embryonélniho
vyvoje odaluji progenitorové biiky linie T a B. Na zéakla#l genetické informace
a podriita z vrgjSiho prostedi se naivni T-lymfocyty (ThO) diferencuji na féypicke
populace Thl, Th2 a Th3 podilejici se na specifickénitni odpo¥di. (16)

Pro vznik Thl lymfocyi je nezbytny styk s infikovanymi nebo jinak aktiamymi
makrofagy a dendritickymi hikami, které tvéi také IL-12, jenZ je vyznamnym
diferencig&nim faktorem pro Thl lymfocyty. Thl lymfocyty tkiolFNy a TNF, které
aktivuji makrofagy a podileji se na rozvoji pozdntiipu gecitlivélosti. Thl lymfocyty
neaktivuji vS8ak pouze makrofagy, ale vyvolavaji teédrbu protilatek opsonizaich,
komplement — fixanich a protilatek podilejicich se na protilatkazévislé buicné
cytotoxicit. (16)

Zakladni funkci Th2 lymfocyit je spoluprace s B-lymfocyty, které bylygaem
stimulovany antigenem. Zralé Th2 lymfocyty dodaBylymfocytim potebné signaly
prostednictvim secernovanych i membrasoszanych cytokith. Th2 lymfocyty tvdi
cytokiny interleukii 1L-4, IL-5, IL-6, IL-10 a IL-13 podilejicich se mhodujicim
zpasobem na rozvoji mechanismu alergickeé reakce. (16)

Velmi duleZité je reguléni pasobeni mnoha cytokinprodukovanych Th lymfocyty:
IFNy pasobi stimul&né na Thl biiky, ale inhibéné na Th2 biiky. Naopak cytokiny
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IL-4, IL-10 a 1L-13 produkované Th2 lymfocytyigobi stimul&né na Th2 a inhiking
na Thl lymfocyty a pottalji raizné aktivity makroféd. (16)

Asthma bronchiale je charakterizovano chronickynméEm a hyperreaktivitou
dychacich cest vyvolavanymi alergen-specifickymi2 Tymfocyty. Thl jsou jejich
funkénimi antagonisty, a proto tedy Thl odpdvnuze zabranit rozvoji atopie i asthma
bronchiale. Th2 lymfocyty uvaélji IL-4 a IL-5, které maji roli v regulaci tvorbigE
a ristu, diferenciaci aiestupu mastocyt bazofiii a eozinofiti z krevnihoreciste. IFNy
tvoreny Thl lymfocyty potléuje proliferaci a diferenciaci Th2 lymfodyi tvorbu IgE.
Imunoterapie alergickych nemoci a asthma bronchialdzuje tvorbu IL-4
alergen-specifickymi Th2 lymfocyty a zvySuje tvorbrNy alergen-specifickymi
Thl lymfocyty. V sodasnosti pedpokladame, Z7e aktivita Th1l/Th2 lymfokyt
v patogenezi chronického z#in u asthma bronchiale je komplexem aktivit obou
populaci Th lymfocyl. (16)

Oba systémy Thl a Th2 jsou v dynamické rovnovézabéokovani tvorby cytokiin
jedné subpopulace nebo nekontrolovana stimulacéédrsubpopulace e vést
k rozvoji  imunopatologického mechanismu (alergickéeakce, zattu nebo

autoimunity). (16)

4. NEUTROFILNI GRANULOCYTY

Neutrofilni granulocyty jsou #evazujicim druhem cirkulujicich leukoéytJsou
odpowdné gedevSim za obranwla proti pronikajicim mikroorganisam a hlavni
meérou se podileji na rozvoji akutniho zéun

Vznikaji z pluripotentni kmenové Hkky v kostni deni. Jejich proliferaci
a diferenciaci stimuluji G-CSF, GM-CSF a IL-3. (16)

Jadro neutrofilu byvé&lenéno na 2-5 segmeinta v jejich cytoplasm se nachazeji
drobna granula, ktera se zbarvuow.

Na epitelidlnich povrsich zdravych tkani, jez jsokontaktu s vijSim prostedim,
jsou gitomny minimalg a jejich péet se zvySuje po zahgjeni 2#ivého procesu.
Mezi buré¢né zdroje neutrofilnich chemotaktickych fakiquati bakterie, makrofagy,
lymfocyty, trombocyty a Zirné hiky. (16)

Pri amrti  neutrofilu  nebo wyliti obsahu cytoplasm&&bo granula
do extracelularniho prostoru, seife obsah cytoplasmatickych granul uvolnit mimo
bunku. Tato extracelularni degranulacéza vyznama ovlivnit pribéh zargtu, nebd

uvolnéné neutrofilni neutralni a kyselé proteazy moholeipé aktivovat komplement,
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podilet se na tvorbkininta, zvySovat propustnost cév &t elastin, kolagen a dalSi
proteiny. Takto se mohou neutrofily uplavat negative v pribéhu zartu —
poskozenim vlastni tkén(16)

Neutrofily jsou prvnim typem buwhk, které vcestovavaji do plic po reakci
s alergenem, ale tento influx jmso¥ omezeny jen n&asnou odposd’. Na druhé
strare i nealergické podity vyvolavajici asthma bronchiale, rfapzon a oxidy dusiku
podrecuji prestup neutrofil do dychacich cest. (16)

Zvysené poéty neutrofiti byly v BAL prokdzany i Bhem dusnosti bez znamek
infekce. Zd4 se, Ze neutrofilie zjig& u &chto pacient je odrazem probihajiciho
smiSeného z&tu, ktery by mohl byt vyrazem geneticky pod#rié predispozice. (16)

Neutrofily tvai velké mnoZstvi mediatdr— metabolity kyseliny arachidonové
(LTB4, PAF, TXA, a LTAy), cytokiny (IL-18, IL-6, IL-8, TNFx, TGRH3), protedzy
(elastazu, kolagenadzu, MMP-9), mikrobicidni latkiak{oferin, MPO, lyzozym)
a kyslikové radikaly (superoxid,,B,, OH a NO). (16)

5. BAZOFILNI GRANULOCYTY

V 90. letech 20. stoleti byla potvrzena efektorduékce bazofii v patogenezi
zargtu. Tyto buiky obsahuji velkd mnoZstvi mediaiorzarétu (nag. histaminu,
leukotrienu G, PAF) a jsou vyznamnym zdrojem z#ivych cytokini (IL-4, IL-13,
MIP-1a, IL-8). (16)

Bazofily jsou cirkulujici granulocyty s mnohymi fi@nimi vlastnostmi tkéovych
Zirnych bugrk, v tkanich se vSakébneé nevyskytuji. Jejich cytoplasmaticka granula
obsahuji histamin. U asthma bronchiale byly prok§zas bronchiélni sliznici.
Pri exacerbaci astmatu se zvySuje ¢glo zralych cirkulujicich bazofil i jejich
progenitofi ve sputu a krvi. Jsou znamy dva typy degranulazefi:

« Anafylakticka degranulace, ktera je mediovana ingloloulinem E, je
masivni, pekotna, uvoléini vSech granul probih4 stasré a svého vrcholu
dosahuje ghem rgékolika minut.

 Pozvolnd degranulace, kter4 ube byt pokrédgovanim degranulace
anafylaktické.

Bazofil mize byt aktivovan imo, bez zavislosti na IgE nebo jeho aktivaciEZzen
byt zprostedkovana pomoci IgE. Po jeho aktivaci doch&zi Knéro preformovanych
zasobnich mediatdr — histaminu, leukotrienu La faktoru aktivujiciho desky.
Bazofil je také schopen uvalvat IL-4, IL-13, MIP-Ii a IL-8 a dale fsobi

19



na makrofagy, u kterych téz zvySuje expresi CD23machu, schopnost prezentovat

antigen a schopnost zabijet nadoroviiyu (16)

Na rozvoji chronického alergického zém se podileji i dalSi hiky,
nag. monocyty/makrofagy, NK hiky, B-lymfocyty, trombocytyi endotelialni biiky,

jejich role vSak neni rozhodujici.

1.3 Mediatory chronického alergického za#tu

Jak jiz bylo zmigno, na rozvoji zatlivé reakce se zastiuje mnoho buék. Tyto
buiky uvoliuji v misg infekce nebo poSkozené tkamediatory regulujici i@stup
a aktivitu dalSich bugk.

1. Exogenni a endogenni mediatory

Zaretlivé mediatory jsou rozpustné molekuly, které mohmisobit jak mists —

v loZisku infekce nebo poskozené tkarak i v odlehlych strukturach. dkeme je
schematicky roztlit na exogenni a endogenni mediatory.

a) Meziexogenni mediatorgati rizné produkty bakterii a toxiny.

b) Endogenni mediatoryjsou tvdeny imunitnim systémem a enzymovymi
multisystémy, podilejicimi se na regulaci &an ale i homeostazy,
komplementovym, hemokoagdldam, fibrinolytickym a kininovym systémem.
Slozky €chto enzymovych systéimjsou v plazmd v neaktivni forné a mtizné
podréty vyvolavaji kaskadovitou aktivaci jednotlivychogek. Vyznamnou
tlohu v tvorlg zaretlivych mediatofi maji i makrofagy, které jsou spolu
s neutrofily hlavnimi fagocytujicimi bikami. Bazofily i Zirné bikky maji
malou fagocytarni aktivitu, ale spoé@ s trombocyty a endotelovymi fikami
uvoluji vazoaktivni mediatory. Na regulaci cévni reakyi v opozdné fazi se
vyznamré podileji prostaglandiny a leukotrieny. Tvorbu edérovliviuji
mediatory s vazodilataim &inkem (histamin, bradykinin, PGEPGL, C3a,
Cb5a). (16)
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Mediatory zagtu jsou uvohovany butkami jako reakce na jejich podrad —
aktivaci antigennim poatem. Podle funkce fiteme mediatorydit na:
1. Vazoaktivni mediatory, které vyvolavaji zvySenourilmavost burk
na endoteliich a jejich zvySenou prostupnost ddardarstu.
2. Chemotaktické mediatory (chemoatraktanty), ktefiéapuji — lakaji vykonné
buiiky do mista zaktu.
3. Ostatni (enzymy, proteoglykany, kyslikové radik&yjdasni latky atd.), které

ovliviuji rozsah a trvani alergického zé&n

Mezi nejvyznamujSi endogenni mediatory zéhvych reakci pat histamin,
prostaglandiny, tromboxany, leukotrieny, d&sfi aktivujici faktor (PAF), bradykinin,
tachykininy, serotonin, eozinofilni chemotaktickskfor, tryptdza, heparin a toxické
kyslikové radikaly. (16)

HISTAMIN

Je tvden a skladovan v Zirnych tikéch a bazofilnich granulocytech. Z Bune
uvoliovan po jejich imunologické aktivaci po navazaniigenu na imunoglobuliny E,
nachazejici se na jejich povrchu, ale i neimunaloghi mechanismy,
nap. zhmozénim tkani, @isobenim toxifi (hadiho jeduXi proteolytickych enzyr.
Histamin misobi prostednictvim receptdr H;, jejichZz aktivace vyvolava kontrakci
hladké svaloviny bronah steva a dlohy, zvySeni propustnosti postkapilarnich venul,
plicni vazokonstrikci, zvySeni tvorby hlenu na nioshznici, zvySeni nitrobuttnych
hladin cGMP, zvySeni chemotaxe leukdcgttvorby prostaglandinv plicni tkani, dale
H, a Hs. (16)

PROSTAGLANDINY

Prostaglandiny jsou vyslednym produktemépghni kyseliny arachidonové
cyklooxygendzou 1 a 2. V dychacich cestach vyvol&@F, bronchokonstrikci
a obstrukci jak hornich, tak i fstnich dychacich cest. Je chemoatraktantem
neutrofilnich leukocyt. U astmatik byly prok&dzany v bronchoalveolarni lavazi jeho
zvySené hladiny. Naproti tomu PgBvliviiuje aktivitu endotelialnich a epitelialnich

burgk v dychacich cestach a pailge zagtlivé projevy. (16)
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TROMBOXANY

Tromboxany jsou téZ metabolity kyseliny arachidahaw vyvolavaji kontrakci
hladkych sval i dychacich cest. (16)

LEUKOTRIENY

Jsou produkty metabolismu kyseliny arachidonovéliv@uji bronchokonstrikci,
zvySuji sekreci hlenu a mikrovaskularni permeabilivyznamg se téz podileji
na mechanismech vyvolavajicich bronchialni obsirulsou tvéeny gevazrie zZirnymi
buinkami a buikami zagtu — makrofagy, monocyty, eozinofily a bazofily. pacienti
s atopickym asthma bronchiale bylo prokdzano dvakrdyssi zastoupeni
5-lipooxygenazy, 5-lipooxygenazy aktirdho proteinu, LTA hydrolazy actyrikrat
vice exprese LTE syntazy. V experimentu byla téZz potvrzena tvorbakotrieri
buikami ve sliznici dychacich cest astmétigo stimulaci alergenem, fyzikalnimi vlivy
(chladnym vzduchem nebo ndmahou) i oxidefigisym. (16)

Aktivita leukotrieni v patogenezi asthma bronchiale spnte s dalSimi faktory
vyvolava:

1. Vzestup cévni permeability a rozvoj edému — v dgatta cestach jsou tyto
pri¢inou vzniku obstrukce dychacich cest.

2. Produkci hlenu.

3. Bronchokonstrikci — leukotrienové receptory CysLjsou na povrchu
Zimmych burk, makrofag, burek hladkého svalstva, monodyt
B-lymfocytia, ale i eozinofih. V praibéhu c¢asné alergické reakce
po premosEni dvou molekul IgE antigenem na povrchu Zirnycmehu
doch&zi k uvolani mediatol, nasleds i leukotriem, které se pak vazi
na CysLT receptor (autokrinni proces) na povrchu mastocyfento
autokrinni signal nasledrvede opt ke zvySené tvorbleukotrieri a jejich
uvolnéni, coz uzavira ,cysteinylovy circulus vitiosus nwayti“ v rdmci
alergické reakce a reguluje tak funkci masté@gasténe i bungk hladkého
svalstva parakrinhuvolnénymi leukotrieny.

4. Bureenou infiltraci — LTB, mé& silny chemotaktickydinek na neutrofily, ale

mensi na eozinofily. Leukotrieny dale zvysuji exgptachykinini na epitelu.
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DESTICKY AKTIVUJICI FAKTOR (PAF)

V pribéhu zawtlivé reakce zvySuje tvorbu IL-1, IL-2 a TMFv makrofazich,
aktivuje NK buiky, zvySuje fagocytdzu neutraiil vyvolava agregaci trombodyt
a stimuluje uvolani mediatoé z granul trombocyt, neutrofili a eozinofiti (LTC,
alLTDs). Vsowasné dob je povaZzovan za nejbZitejSi chemoatraktant

pro eozinofily. (16)

ADENOSIN

Je uvohovan z zirnych butk v pribéhu degranulace. Vyvolava vazokonstrikci

a zvysuje uvolani mediatoil z Zirnych budk zprostedkované imunoglobuliny E. (16)

KOMPLEMENTOVY SYSTEM

Slozky aktivovaného komplementu vyvolavaji kontiakisladké svaloviny,
degranulaci zirnych bk a bazofiti s naslednym uvolmim histaminu a vazoaktivnich
latek. (16)

SEROTONIN

Serotonin (5-hydroxytryptamin) se nachaziegevsim v trombocytech. ZvySuje

uvolnéni histaminu a permeabilitu kapilar a kontrakcidkého svalstva. (16)

2. Cytokiny

VétSina cytokiri  pasobi pleiotropts — na ®kolik druhi burgk, casto
kaskadovi¢ — jeden cytokin indukuje tvorbu druhého a celyo&ytovy systém je
do ukité miry redundantni — jednotlivé cytokiny mohout byahrazeny jinymi.
Cytokinova sf udrZuje buaéné funkce i organy ve vzajemné funk rovnovaze.
Cytokiny mohou fsobit navzajem synergicky, naplL-18 a IL-12 na tvorbu

interferonuy nebo antagonisticky — nagytokiny IL-4 a IL-12. (16)

TUMOR NEKROTIZUJICI FAKTOR ALFA

Pati mezi cytokiny akutni zalivé reakce a je ty@n bezprogedre po inicialni
stimulaci imunitniho systému fgvazi mononuklearnimi fagocyty (makrofagy,
Kupfferovymi buikami), ale i T a B lymfocyty, Zirnymi hikami ¢i bunkami

endokrinniho systému. (16)
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PRORJSTOVE CYTOKINY

a) Transformujici @stové faktory — do této kategorieuzeme z#adit TGFo
a TGP, ktery je v ptibéhu eozinofilniho zaktu u asthma bronchiale tken
prevazi zaretivymi bunkami v #sné blizkosti bazalni membrany
bronchialniho epitelu. Tyto latky se podileji i peocesu remodelace u asthma
bronchiale.

b) Polypeptidové tstove faktory — nap fibroblastové idstové faktory (FGF),
epidermalni #stovy faktor (EGF)¢i z destéek derivovany iistovy faktor
(PDGF). (16)

INTERLEUKINY

Interleukiny jsou skupinou cytokin které se vyznamnpodileji na patogenezi
Zaretu. Mezi ty nejdlezitejSi pati IL-4, IL-5 (ten je proliferénim a diferencienim
faktorem pro eozinofily, pottalje proces apoptézy a tim vyznamnymuspbem
ovliviiuje dynamiku i zavaznost chronického eozinofilnizéaretu), IL-6, IL-9
(podporuje diferenciaci zirnych b&ki sekreci hlenu v dychacich cestach), IL-10 (je
vyznamnym inhibitorem eozinofilniho z&n, nebd sniZzuje uvalovani eozinofilnich
chemotaktickych chemokin (eotaxinu a RANTES) a tvorbu IL-5, a tim zkracuje
prezivani eozinofil), IL-11 (vrédmci eozinofiiniho zatu se podili na rozvoji
subepitelialni fibrézy, obstrukci dychacich cesstapni bronchialni hyperreaktivity),
IL-12 (potlatuje vyvoj a tvorbu cytokith Th2 lymfocyty a hraje kéovou roli
pfi navozeni rovnovahy mezi Thl a Th2 lymfocyéymz potla&uje tvorbu IgE a dale
snizuje eozinofilii v periferni krvi i ve sputu),L413, IL-16 (je vyznamnym
chemotaktickym faktorem pro eozinofily, Th lymfogyta mastocyty a je twen
u astmatik epitelialnimi butkami bkthem zastlivé reakce), IL-17 a IL-18 (ten potiaje
tvorbu cytokini Th2 lymfocyty). (16)

CHEMOKINY

Aktivovany komplementovy systém (C5a) a TaNBtimuluji makrofagy k sekreci
chemokiri.

Interleukin 8 je nejlépe definovanynigalstavitelem této skupiny. Je chemotakticky

pro neutrofily, T-lymfocyty a bazofily a pottaje uvolréni histaminu z mastoayt
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Dale do této skupinyadime eotaxin, ktery je chemoatraktantem pro ediymno
zvySuje tvorbu reaktivnich kyslikovych radikalcoz gispiva téZ k rozvoji z&ftu
bronchialni sliznice, atrahuje i bazofily do mist@zinofilniho za#tu a je vyznamnym
aktivatorem T-lymfocyi.

RANTES je chemotaktickym faktorem pro monocyty, mudfigy, lymfocyty,
NK buiky a eozinofily. ZvySuje také uvadni histaminu. (16)

TRANSKRIPCNI FAKTORY

Transkrigni faktory jsou proteiny, které po navazani na ptam (regul&ni
jednotku) fiznych gei stimuluji nebo inhibuji jejich transkripci. &8ina gchto geri
kéduje molekuly, které se vyznamrpodileji v procesu zé&tivé odpowdi. Mezi
transkrigni faktory zéazujeme nuklearni faktor kappa B —#f; aktivaini protein-1 —
AP-1, transkrigni faktor aktivujici signalni transdukci — STAT glukokortikoidové
receptory v cytoplasén burek. Faktory, které zhorSuji fipéh asthma bronchiale,
vyvolavaji aktivaci NkB. TNF i IL-1 jsou samy schopny aktivovat NE, a to je

pravdEpodobr jeden z dvoda chronicity zagtu u asthma bronchiale. (16)

ADHEZIVNI MOLEKULY A MEZIBUN ECNE REAKCE

Adhezivni molekuly hraji vyznamnou Ulohuii pmeziburgénych interakcich
imunitniho  systému a vyznamn ovliviwuji dynamiku zas#tlivé odpowdi.
NejvyznamujSi je adhezivni molekula CD44. KdyZ je poSkozeitetmychacich cest,
doch&zi u astmatik k nadngérné expresi CD44. CD44 vyznamrovliviuje aktivitu
chemokiri a istovych fakto# v poSkozeném epitelu.

Adhezivni molekuly se spale¢ s chemokiny dastni procesu migrace leukogyt
z krevni periferie do loZiska zé&tu. (16)

INTEGRINY

Integriny jsou membranové glykoproteiny, jejichzzagmnym rysem je existence
v aktivnim i inaktivnim stavu. Klasickymiikladem je molekula CD14. Podskupina
B1 integrini zahrnujefadu receptdr, které vazi kolagen, laminin, fibronektin a js@ms
fazeny i tzv. VLA (very late activation) antigenyo[podskupinyB, integrini fadime
CD11/CD18 integriny. (16)
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MOLEKULY IMUNOGLOBULINOVE VELKORODINY

SlouZi jako ligandy pro integriny (ICAM-1, ICAM-2CAM-3, VCAM-1 atd.),
selektiny (MadCAM atd.), pro antigeny MHC (CD4, C2&d.) a jiné membranové
receptory (CD2, CD152 atd.). Na epiteliélnichikéch je u astmatikzvySené exprese
molekul ICAM-1.

SELEKTINY

Pro selektiny je charakteristickd vazba sacharidbvyligandi na povrchu
endotelovych bukk ¢i leukocyti. Zatim jsou definovany L-selektin, E-selektin
a P-selektin, které se podileji na interakcich espgh s migraci leukoaoyt

endotelem. (16)

Vyzkum zabyvajici se asthma bronchiale je &&mn gevazr na prozattlivé
mechanismy spou§ftci zaretlivy proces a protizasilivou l1é&bu. Méré pozornosti je
vénovano porozurni endogennim protizétlivym procesim, které by mohly ovlivnit
aktivitu zargtu u asthma bronchiale. Je mozné, Ze gtgto inhibiéni mechanismy jsou
nedostaujici, a proto dochazi krozvoji zé&tivé reakce nebo az kechodu
do chronického zatu a strukturalnim zgmdm v dychacich cestdch. Monitorovani
aktivity inhibi¢nich mechanisiin by mohlo byt pinosem pro hodnoceni z&vaznosti
asthma bronchial€i urceni odliSnosti probihajiciho onema&an mezi jednotlivymi
pacienty. Toto zji#ni by mohlo vést k novym &bnym postupm a k vyvoji Iéka
aktivujicich endogenni inhibitory z&m nebo napodobujicich jejich viastnosti. Tento
smer vyzkumu novych |ék je atraktivni, protoZe takové léky by mohly vést
k normalizaci aktivity protiz&tlivych mechanism organismu a @y by minimalni
vedlejSi @inky.

Zatim jsou znamy tyto protizétivé endogenni inhibitory u asthma bronchiale:
kortisol, prostaglandin £ vazoaktivni intestinalni peptid, adrenomedulircyaokiny
IL-10, IL-12, IL-13, IL-18, antagonista IL-1 recept, IFNy a TGH. Stale pibyvaji
poznatky, Ze u asthma bronchiale je sniZena preétirzd a imunomoduléni aktivita
nékterych cytokir ¢i snizena jejich tvorba. Nabizi se proto otdzka mddostata
aktivita protizastlivych cytokini vyvolava zavazgsi pribéh asthma bronchiale

a perzistenci chronického eozinofilniho #nv dychacich cestach? (16)
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2. Prehled sokasné antiastmatickeé &by

Lécba astmatu vychazi zipnaki a patofyziologie onemoéni. Jejim zakladem
jsou ti pristupy:

1. Zabranit expozici antigenu.

2. Dilatovat zGZené bronchy.

3. Potl&it zaret a hyperreaktivitu dychacich cest. (3)

Léciva pouzivanad # profylaxi a terapii asthma bronchiale se nazyvaji
antiastmatika. Podle mechanisméinku jde o bronchodilatancia, dale o latky, které
tlumi zarét a hyperreaktivitu bronch a o latky, které maji v podstatpomocny
vyznam. (17)

|. Bronchodilatancia

1. Bz-sympatomimetika

a) Kratkodol# U¢inna — jsou ufeny pro zvladnuti akutnichtignakii, nebo
jako profylaxe poz#&tPovych astmatickych ifznaki. Radime sem:
fenoterol, salbutamol, terbutalin, hexoprenalin*.

b) Dlouhodolg €inn& — pouZivaji seipvazre u nanich projewi astmatu
nebo vterapii perzistujiciho astmatu jako deéglindlouhodobé
protizarétlivé terapie. Do této skupiny gat salmeterol, formoterol,
klenbuterol, prokaterol, bambuterol*, salbutamaoktardovana forma.

c) Neselektivni sympatomimetika — tato skupina jiatta divejSi vyznam
v |écb¢ astmatu, Ize sem vSak fadit adrenalin, efedrin, isoprenalin

a orciprenalin*. (17)

2. Antagonisté muskarinovych recepior — parasympatolytika blokujici
M-receptory brani &nku acetylcholinu, ktery se Wie g zvySené
parasympatomimetické aktigipodilet na spazmu bronchialniho svalstvariPat
sem: ipratropium, oxitropium*, tiotropium a durmasopipravky*. K terapii
astmatu se dnes v3ak pouZiva pouze ipratropiutnopiom se uplatuje spise
pri 1é¢bé CHOPN. (17)
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3. Metylxantiny — mechanismwinku této skupiny neni zcela jasnyedpokladaji
se v8ak tyto mechanismy: inhibice fosfodiesteraziv la antagonistické
pusobeni na adenosinové receptory. Nejvice se pduzigafylin, aminofylin
a etofylin. (17)

[I. Latky snizujici zast a hyperreaktibilitu brongh

1. Kortikoidy — zasahuji do patogeneze vzniku a roevejsthma bronchiale,
resp. tlumi jeho dominantni, zéfivou slozku.
a) Inhalané podavané — nejsou demy ke zvladani akutnichripnaki, ale
k pravidelné dlouhodobé dké. Nejsou proto vhodné ip tézkych
formach perzistujiciho astmatu¢étne status asthmaticus), kdy jsou
potiebné velmi rychle isobici intenzivni l&ebné zasahykadime sem:
beklometazon, budesonid, flutikazon, triamcinolorflunisolid*,
mometazon.
b) Systémow¥ podavané — celkové podavani Kkortikostetoigiichazi
v Gvahu u &Zkych astmatickych stay kdy ke zvladnuti onemoéni
nepostauji inhalani kortikoidy a dalSi l&va. Vtomto gipad se

pouzivaji metylprednisolon a prednison. (17)

2. Imunoprofylaktika — jejich ¢&inek spdiva ve stabilizaci membran
senzibilizovanych Zirnych bgk. Tato I€iva jsou utena pro preventivni,
udrzovaci lébu lehkého a #edre téZkého perzistujiciho astmatu. Ch&
akutnich piznaki jsou nedinna. Mizeme sem zadit: kromolyn, nedokromil

a ketotifen (tato latka patzarove i do skupiny antihistaminik). (17)

[ll. DalSi farmaka- tyto skupiny pedstavuji nové moznosti velés astmatu.
1. Antileukotrieny — jsou to latky antagonizujici tbor nebo dinky leukotrieri,
z nichZ rkteré maji spazmogennéitiek a zvySuji vaskularni permeabilitu.
a) Antagonisté leukotrienovych recepicf nejvice se pouzivaji zafirlukast,
montelukast, pranlukast*, verlukast* a MK 571*,
b) Inhibitory 5-lipooxygenadzy - lze sem iaait latky docebenon*,

piriprost*, zileuton*. (17)
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2. Antagonisté Hreceptot — nagt. ketotifen (17)
3. Hyposenzibilizé&ni alergeny — jsou toffpravky obsahujici alergenové extrakty,

urcené k diagnostickym koZnim tést nebo ke specifické imunoterapii. (17)

V souwasné dob se zdéina objevovat také novy #pob |&by asthma bronchiale.
Vzhledem k tomu, Ze vyznamnou Ulohu v patogendmaisi hraji pomocné lymfocyty
Thl a zejména pak Th2, je proto logickou snahoit mpjisob, jak ovlivnit diferenciaci
ThO na Thl, resp. zamezit vzniku Th2. Na mySich elexh bylo dosti feswdcive
ukdzéno, Ze podtem k diferenciaci ThO na Th2 je interleukin IL-E2proto se ukazuje
praw tento mediator vaznym kandidatem na cilovou mdlek@cionalni terapie
astmatu. RestoZze jde o otazku budoucnostifiljp mnoho otazek zatimusgtava
nevyjasgno), jiz dnes se uvazuje o dvou strategiictbyé ProtoZze mnoho klinickych
poznatk ukazuje, Ze k deviaci imunitni odpal (z normélni na alergickou) dochazi
v raném dtstvi, uvaZzuje se o0 moznosti imunizovat rizikovéti ssmesi antigei,
0 jejichZ podilu na alergizaci se vi (& alergeny, alergeny roztd atd.), v kombinaci
s IL-12. Tim by ndlo byt dosaZeno trvalého posunu k Thl typu imunddpowdi.
Efektivnost ani bezpmost takové strategie vSak zatim nebyla zkoumanmahdy

mozZnosti je pak substitni I&ba astmatil interleukinem IL-12. (14)

Pozn.: L&ivé latky ozn&ené symbolemlnejsou zatim n&eském trhu dostupné Riné terapii.
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3. Hodnoceni funkci respir&niho systému

Hodnoceni funkci respiéaiho systému Ize provadriznymi metodami, mezi které
pati nag. spirometrie, pletysmografie (refetg metoda r&feni odpoi, ktera
umoziuje mefeni dechové prace a compliance), bronchomotoriesty,tbronchoskopie
atd. (7) Patf sem iradain vivo metod na laboratornich zatech. U experimentalnich

zviat je velmi oblibend a uznavana metodsgeni plicni rezistence.

3.1 Plicni rezistence

Sila, kterou v pibéhu aktivni ¢innosti vyvijeji dychaci svaly, se do zm& miry
spotebovavé na fgkonavaniiznych odpoi dychacich cest. Mezi¢npati elasticky
odpor tkag plic i hrudniku a neelasticky, tzv. dynamicky odpéci proudtni vzduchu
v pribéhu vdechu i vydechu. Sila, gebna k pekonani elastického odporu seiin
na vrcholu inspiria nebo exspiria, tj. v okamZzikdy ustava prouthi vzduchu, a tedy
za absence dynamického odporu. Elasticky odpornrny velikosti vdechnutého
objemu vzduchu (V) a konsta&mpoddajnosti (K): (22)

p=KxV

Pri vdechu tedy musi svalyigkonavat dynamicky odpor dychacich cest a plicni
tkans. Dynamicky odpor v sabzahrnujeit slozky:

1. Odpor zmisobeny setrvmosti hmoty (molekul vzduchu, tkani) proticasku

a ukorteni pohybu, respektive proti Zmam jeho srru. Za normalnich
okolnosti¢ini asi jen 2 % dynamického odporu. Ugilgie se zejménaipzmené
dechové faze, tj. inspiria ha exspirium a naop2R) (

2. Viskézni odpor, dany deformaci plic (pleuralnicstij plicnich laloki atd.), se

ZwtSuje se vdstajicim piétokem vzduchu jak vinspiriu, tak v exspiriu.
Pti klidném  dychéni ¢ini asi 18 % dynamického odporu. (22)
Soutem odpoi vzniklych tenim struktur plic a hrudniku a odporu setného
dostaneme odpor plicni tk&n ktery je zbytkem dynamickych odgor
(po odeéteni odporu dychacich cest od celkového odporu) gligtedstavuje
tedy zbyvajicich 20 %.

3. Odpor je dan odporem dychacich cest, kterymi praazduch. Vznika fenim

molekul vzduchu o sebe a @&y dychacich cest. Tento odpaefdstavuje asi
80 % celkového odporu a zvySuje se Zanych patologickych okolnosti,

zejména fi sten6ze a obstrukci. Odpor dychacich cest je mmen urcen
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prasvitem bronch a bronchiaol; méni se setvrtou mocninou jejich polosiu.
Ménre¢ pak zavisi na rychlosti proudu vzduchu. (22)
Prisvit dychacich cest ovliwje fada faktod:

a) Kromé sympatické a parasympatické inervace dsuhladké svaloviny
muze byt tonus hladké svaloviny brorich bronchiak ovlivnén mnoha
mediatory. Nap histamin, ktery se uvblije pi alergickych reakcich
ze Zirnych bugk plicniho intersticia, ma fimé bronchokonstriii
acinky.

b) Nekteré drazdivé latky, které jsouiginou reflexni bronchokonstrikce
zprostedkované parasympatikem (prach, ko®Q, Kkyselé c¢astice
smogu), mohou mit iffmé lokélni bronchokonstréki (inky.

c) Edematosni prosakovani sliznic dychacich cest anéraé mnoZstvi
hlenu vede ke zmenSeni jejichipvitu a tim ke zvySeni odporu.

d) UdrZovéani volného pisvitu priduSek napoméhéa elasticky tah tkani,
které se na &upinaji. Bi Ubytku €chto elastickych sil dochazi snaze
k zGZeni piisvitu.

e) Cizi tleso vdychacich cestach, obstrukce brdnclprocesem
pronikajicim do lumen¢i stlateni z okoli, nize byt dalSi ficinou
zmenseni @isvitu. (21)

Odpor dychacich cest (airway resistancg)Re primo ungrny alveolarnimu
tlaku (m) a nepimo anerny prtoku vzduchu v dychacich cestach (V).
Normalni hodnoty R, u clovéka v piibéhu klidného dychani jsou
0,1 a7 0,2 kPalls™. (22)

Plicni rezistenci Ize #fit experimentals i u zvirat pomoci speciélni aparatury,
kterd je napojena natiplusny vyhodnocovaci softwarefi Rratkodobych studiich je
anestezované 2@ umistno na operénim stolku, provedena tracheotomie a intubace
a zvie je napojeno na uftou ventilaci. Proud ventilovaného vzduchu (regpina
flow) je méten pneumotachometrem (ffapFleisch tube“) a diferamim tlakovym
transducerem. Krotntoho je sniman i ezofagedlni tlak pomoci tlakovélansduceru
(MPX nebo P75). Tyto dva signaly umingi vyposet respiranich parametr, z nichz
nejvyznamijSimi jsou plicni rezistence (kterou #oz 80 % odpor dychacich cest

az20% odpor plicni tk&ph a dynamickd compliance (= elasticita respifbo
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systému). Pro zaznamenavani a vyhodnoceni ziskamydhot se pouziva software,
nag. HSE-HA Pulmodyn. (9)

Obr. ¢&. 6 Pristroj na méreni plicni rezistence Prevzato z www.harvardapparatus.com
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4. Experimentalni prace

Experimentélni prace zalezi na mnolianych aspektech.r®devsim jde o vyir
odpovidajicich metod. Vyip metody a jeji vyhodnoceni musi byt pokud mozno
nejpresrEjSi. Mérené hodnoty by neéty byt ovlivnény dalSimi faktory a stefntak
musime vylodit systémové chyby. (10)

V mediciré a ve farmacii se provéf v zasad dva typy pokus: in vitro ain vivo.
Pokusyin vitro se neprovagi na Zivych zvfatech neb@lovéku, ale na organech nebo
tkanich, se kterymi se pracuje mimo organizmus) (10

Rychly rozvoj a roz$éni technologién vitro ve vyzkumu a testovani je zaloZen
na jejich ¥deckych a etickychipdnostech jako jsou niZSi naklady a rychlejsi tempo
vySetovani, nap pfi hodnoceni toxicity, moznost opakovani test samotna eticka

vyhoda nepouZzivani At in vivo. (6)

POKUSY IN VITRO

In vitro pokusy rozdlujeme na:

Pokusy na izolovanych organechizolovany organ je umi&t v roztoku s fesré
definovanym obsahem kysliku a Zivin a se stélolotep. Je to nap Ringefiv roztok,
Tyrodiv roztok atd. VSechny pokusy na izolovanych orgngsou modelem a jsou
pouzivany proto, Ze jsou jednodusSi nez experimientyvo. Umoziuji rychlé ziskani
vysledka, které se vzdy musi dale &it v pokusech na ziatech, protoze jim chybi
z&kladni ¥c — fyziologicka regulace v ramci celého organismiilezité je, Zen vitro
model je porarné velmi jasi definovany, pokusy jsoui@sné, nejsou drahé a jsou
relativré rychlé. Jsou vhodné nappro iizné farmakologické studie a pro demonstrace
nékterych funkci. (10)

Pokusy na tkaiovych kulturach: Jsou pokusy na Zivych tikéch, které rostou
v kultivacnim médiu. Jestlize lky, nag. neurony, nejsou schopné s#itdje mozno
uzivat nadorovou tka ktera roste zéthto bukk, anebo fetalni tkg ktera ma ¥tsi
schopnost sedtlt. Tkanové kultury jsou uZivany k experimént na bugéné drovni
zejména v molekulérni biologii. Ve fyziologii sexeni miZzeme setkatipstudiu funkce
receptoi @a membranovych kangl pri pouziti techniky tetikového zamku (patch-
clamp), @i imunohistochemii atd. Gp jsou detaild studovany jevy na butiné,

subburéné a molekularni drovni. (10)
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POKUSY IN VIVO

Jde o studie na zwtech, které mohou byt Hukratkodobé — akutni, nebo
dlouhodobé — chronické. Zakladnintegpokladem pro a@¥eni zkoumané hypotézy
jsou vhodg zvoleny model a uspadani pokusu, zaj&ti definovanych podminek
(v¢etrg zvirat ze standardniho chovu), pouZziti negativni a/nebaitivni kontroly
a spravné vyhodnoceni a interpretace vysie(Q)

Experimentyin vivo maji stale nezastupitelnou roli ve farmakologila’ patrny je
jejich vyznam pi ovéiovani ®&inku potencialnich lék K tomuto @&elu se uZziva
piedevsim mysi, ale i dalSich zididnych druli, nag. potkarii, morat, kraliki, opic,

psi, ovci atd. Ekonomicka n&roost £chto experimerit je vSak znéna. (10)

4.1 Etické zasady prace se zdty

Pri praci se zwviaty je nutno dodrZovat etiku experimentalni prée. zvieti
musime pistupovat jako k Zivému tvoru, ktery nadm slouzi gaomocnik p
odstraiovani potizi a bolestélovéka. Experiment musime volit a naplanovat tak,
abychom zwuieti pasobili co nejmensi bolest. &ova spolénost fyziologickych wd
(IUPS — International Union of Physiological Sciesf vydala k tomuto problému
zavazné fedpisy. V rkterych statech (Anglie, Francie) a iCeské republice existuji
spolky pro ochranu zkat, které velmi fisné kontroluji dodrZzovaniéchto edpisi
a zasad. Obeénpii praci se zwiaty je nutné dodrZovat Helsinskou a Edinburghskou
deklaraci, pedpisy Ministerstva ze#délstvi CR a zadkon na ochranu raf
246/1992 Sb., v platném &mi. (10)

Zasada 3R

KdyZ roku 1959 vyhlasil prof. Russel progranti "R" (Reduction,Replacement,
Refinement), netusil, Ze plného vyznamérenabyvat teprve o dudesetileti pozgi.
Dnesni dobou je tezeiltR" zakladni zasadou odpfiného pistupu v experimentalni

praci. Vyklad "t R" se stéle roz8ije a néni podle dosazenych pokrink(11)

1. Reduction

SniZzeni poétu (reduction) pokusnych zwet je dosahovanoiedevSim vlastnim
projektovanim pokusu, v¢pem vhodnych druina kmeri laboratornich zwat, uzitim

biomodeii, adekvatnich statistickych postua sdilenim pouzivanych pokusnychiati
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Z tohoto pohledu je navictgim& souvislost mezi etickymi poZadavky a usilim
o genetickou a mikrobiologickou specifikaci laboratich zvfat: sprdvné a obeé&n
platné vysledky se daji ziskat pouZitim maléh&tpspravnych zvat. P@et pouzitych
pokusnych zvat se také sniZzuje diky l&lmu a lepSimu iistupu k informacim,

nagiklad prostednictvim internetu. (11)

2. Replacement

V moZnych pipadech je padeba pokusné zké nahradit (replacement)&e se tak
vyuzitim metodikin vitro, kam fadime pedevsim praci s bédnymi a organovymi
kulturami, jak jsem jiz uvedla vySe. Organy pro tkuci se pochopitekh ziskavaji
z Zivého jedince, ale z¢kterych organ je mozné vytviit vice kultur a pedevSim je
mozno zuzitkovat vSechny organy pokusnéhoietgi které se uplatni praiané
experimenty, nap v ramci jednoho Ustavu. V ¢kterych pokusech mohou byt
obratlovci nahrazeni nizSimi organismy: bezobratlymmikroorganismy nebo
rostlinami. Také vyvoj technologii poskytuje cerntoje pro nahrazeni. Jdéegevsim
0 paitatové simulace a zdokonalovani imunologickych techkikdnotné informace
ve svéem dsledku nahrazujici pokusna tatia poskytuji epidemiologické studie

a mapovani. (11)

3. Refinement

Pokud je experiment na zeti wdecky nezbytny, musi byt dodrZzena zasada
"ziemreni" (refinement). Pod timto pojmem se skryvaji kdraa ustajeni zvat,
na zvykani si z¥ete natlovéka (handling) a na Setrné zachazeni. Pokusrté mva byt
chovano v takovych podminkach, kterégimevyvolavaji stres — zohlédje se velikost
klece, pdet zviat, s¥telny a krmny rezim atd. V ifpad oper&nich zakrok je
nevyhnutelné minimalizovat invazivnost, zajistit hewujici operani analgezii
a dostaténou pooperéni p&i. Neni-li to gredmétem schvaleného pokusu, nesmi byt
zvireti zpisobena bolestipd, hem ani po pokusu. Séasné moznosti analgetické
terapie jsou naprosto dost&até pro splani ttchto poZzadavk Rovrez v pipadech
studia bolesti je nutné dbat na analgedii pykonech, které nejsou spojeny se

zamernym vyvolanim bolesti. (11)
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(4. Responsibility)

Nékdy se ke item stavajicim R fidava ¢tvrté — responsibility. Je pod nim skryt
odpowdny pistup k pokusnym zvatim a pokudm wibec, odpowdny z pohledu
jednotlivce i spolénosti. Dale odpoxdnost kazdého experimentatora nejen za sebe
sama, ale rowf za druhé, a v neposlediiad jeho schopnost nést tihu této
odpowdnosti. (11)

4.2 Laboratorni zvirata

Cilem mé diplomové prace bylo testovani metodikydwau druzich laboratornich
zvifat — laboratornim potkanovR@ttus norvegicysa moeeti doméacim Cavia aperea
Vzhledem k tomu, Ze se tato diplomova prace Uzd®\zarespiranim traktem, fi

popisu obou pouzitych drilmu bude ¥novana ¥tSi pozornost.

Laboratorni potkan

(Rattus norvegicys

Zoologické z#azeni: Fida: Mammalia
Ré&d: Rodentia
Celed: Muridae

Rod: Rattus Obr. ¢&. 7Laboratorni potkan kmene

. Wistar a Long Evans.
Druh: Rattus norvegicus Prevzato : www.If3.cuni.c:

Laboratorni potkan byl ziskdn z divokého potkana. mdzdil od krysy se lépe
adaptuje na laboratorni podminky. Nejzr@hjsou ti kmeny, ze kterych byla ziskana
kiizenim «tSina dalSich kmen Kmen Wistar albino (Filadelfie), kmen Sprague
Dawley (Madison ve Wiskonsinu) a kmen Long-Evansykse liSicernym zbarvenim
hlavy, krku a dorzalnfasti €la, tzv. kapi. Mezi kmeny mohou byt podstatné ryzd5)

Laboratorni potkan ma protahkda s relativié malou rostralé zaSpéatelou hlavou.
T¢lo je pokryté delSi tuhou srsti kr@énienichu, ocasu a naslapnych padistkoncetin.
Kolem ust, na bragda nad wWKky jsou vyrazné hmatové chlupy. Nozdry jsoéri§inovité
a luzké. @i u albinotickych kmef maji duhovku itZové barvy, Wka jsou zetelr
vyvinuta. USni boltce jsou tenké azapvitné, malo ochlupené.&b je pi pohybu
protahlé, ale v klidové poloze shrbené. Ocas jaitgjo(piblizne 40-50 % délky dla),
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kryty zrohovaglymi Supinami, pod nimiZidce vyfstaji kratké nevyrazné chloupky.
Hrudni kortetiny jsou kratSi a slabSi neZ panevni. Jsou pan¥itez k hrabani, fixaci
potravy i otirdni chlup na &le. Panevni kotetiny jsou podstath vétSi nez hrudni

a uplatni se vicetppohybu. (1)

Obr. €. 8 Schematicky nakres s popisemiasti t&la samce laboratorniho potkanaPrevzato
z Cerveny, 1999.
1 —os 2 —nasus 3 —pili tactiles, 4 —oculus 5 —radix nasj 6 —frons 7 —auricula, 8 —nucha
9 —dorsum 10 —regio sacralis 11 —caudg 12 —membrum pelvinum1l3 — pes 14 —membrum
thoracicum 15 —manus 16 —abdomen17 —scrotum

Respirg&ni systém Apparatus respiratorius

Cavum nasizatina rostralg S€rbinovitou nozdrou. Nosni dichové skeéepy jsou
velké. Ve dg nosni dutiny, po obou stranach chrupavky nosepdzky, je funéni
organum vomeronasalél)

Tracheaje sloZena asi z 24-30 dorsoventéaloploStlych ne zcela uzaenych
prstérgitych chrupavek, které mohou u délh a starych jedinc vapenatt. Prvni
kranialni chrupavkou je chrupavka Stitnéartilago thyroided, pod ni se nachéazi
chrupavka prstencovécdrtilago cricoidea) Dorsal@ je na chrupavkach vytven
m. trachealis upinajici se naénzverti. Intrapulmonald nemaji bronchy chrupéitou
vyztuz. Trachea se kifurcatio tracheaedéli na pravou a levou pdusku pronchus
principalis dexter et sinistgr(1)

Pulmotvoii leva a prava plice. Prava pliqaumo dexterje tvaenactyimi laloky:
kranialnim, stednim, pidatnym a kaudalnimdbus superior et medius et accessorius et
inferior). Leva plice pulmo sinistey je ne&lenéna a celko¥ mensi. Plicni vény maji ve
své sEn¢ pricné pruhovand svalova vidkna, ktera kontingélpfechazeji do srdce.
Bronchidlni konstrikce je zaji&ta vagovou inervaci, neni ddéplana adrenegni
inervaci. Plice jsouipporodu nezralé a teprve po narozeni dochazi kojoalveols,
alveolarnich duktui a respiranich bronchial. Dokud nedojde kijestavié plicni tkarg,

37



vyména vzduchu probihdtes stny kanalki a sakul, coZ trvd aZz do 4. az 7. dne
po narozeni. Respitai bronchioly jsou u potka@npiitomny za 10 dni po narozeni. (23)

U potkana je nejmén deset morfologicky odliSnych bek identifikovanych
v dychacich cestach. Epitelialni sérozninkau vylwtuje produkt, ktery ma viskozitu
menSi neZ produkt hlenovité iiky a je odpowdna za nizkou viskozitu vrstvy ciliarni
tekutiny, nalézané ve vSech drovnich plic potk#p3)

Rizeni aktivity dychaciho Ustroji je zajiib pomoci tkAové vyneny CO
v dychacim centru medulla oblongata s @asti karotickychdisek. Karoticka dliska
reaguji na nizkou tenzi kysliku v krvi. (23)

Cévni stny jsou nejtetii u potkana v plicni tegma nejtlustsi jsou v plicni Zile. Tato
skut&nost je zpisobena fe¢né pruhovanymi svalovymi vliakny (jsou podobna
srde&nim), ktera jsou nalézana veérsich intrapulmonalnich cév. Toto ugadani
snadno umatuje infelkénimu agens roz8f se ze srdce,ips plicni Zily, do plic. (23)

Podobr jako u¢lovéka, prekapilarni spoje v plicich se vyskytuji jerhlovych
oblastech plic. Plicni cévy se zuZujfi pdpowdi na acetylcholin. (23)

Potkani maji v plicich bohatou inervaci, vysokoutidtu serotoninu a naopak
nizkou aktivitu histaminu. (23)

Stenovy Zlazy lezi v maxilarnich sinusech a jsotoZeé se solnymi Zlazami
morskych ptak. Zlazy reguluji viskozitu mucinu a vlhkost vdecho¢ho
vzduchu. (23)

Obr. ¢&. 9Plice potkana z pravé (A) a levé (B) stranyPrevzato z Popesko, Rajtova, Horék, 2. dil, 1990.
1 —tracheg 2 —margo dorsalis obtusy$ —lobus caudalis pulmonis dextd —lobus cranialis pulmonis
dextri, 5 —lobus medius pulmonis dext —pulmo sinister 7 —incisura interlobaris 8 —margo ventralis
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Obr. ¢. 10Leva (A) a prava (B) polovina plic potkana i pohledu na mediastinaini plochu.
Prevzato z Popesko, Rajtova, Horak, 2. dil, 1990.

1 - trache¢, 2 - bronchus principalis dext, 3 — bronchus principalis sinter, 4 — v. pulmonalis dexti,

5 —a. et v. pulmonalis sinistra —margo dorsalis obtusys’ —margo ventralis acutys8 —margo
basalis 9 — facies diaphragmatica pulmonis sinistrl0 — impressio cardiaca pulmonis sinistri
11 —lobus cranialispulmonis dextri12 —lobus medius pulmonis dextfi3 —lobus accessorius pulmonis
dextri, 14 —incisuracardiaca pulmonis dextril5 —insertio mediastinil6, 17 -lobus caudalis pulmonis
dextri, 16 —faciesdiaphragmatica pulmonis dextri

Obr. &. 11Plice a srdce potkana pi pohledu
na branicovou plochu Prevzato z Popesko,
Rajtova, Horak, 2. dil, 1990.

1 - tracheg, 2 - lobus cranialis pulmonis dex,
3 — lobus medius pulmonis dextrd — lobus
caudalis pulmonis dextri 5 — pulmo sinister
6 — lobus accessorius7 —cor, 8 —pericardium
9 —lig. sternopericardiacum10 —mediastinum
caudale 11 - n. phrenicus sinister
12 —n. phrenicus dexterl3 —truncus vagalis
ventralis 14 —esophagus15 —insertio pleurae

mediastinalis 16 —aorta, 17 —v. cava caudalis

Hodnoty respiréniho systému(23)

Hmotnost plic 1,5 g/250 g hmotnostia potkana
Objem plic 2,1 ml/250 g hmotnostia potkana
Dechovy objem 1,6 (0,6 —2,0) ml

Dechova frekvence 90 (70 — 150) déaa minutu

Praimér pridusnice 1,6 -7,7mm

Minutova ventilace 0,22 (0,16 — 0,24) I/minutu

Pramér alveolu (pfimérng) 57 — 112 (70um

Celkovy povrch alvedl 7,5 nf/400 g &lesné hmotnosti potkana
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Tlou&’ka alveolo-kapilarni bariéry 1,5um

Vétveni alveolarnich duktil
Pramer atrii

Celkova plicni kapacita
Vitalni kapacita

Funikeni reziduélni kapacita

Rezidualni objem

2 — 5 \tvi

15 — 262um

99-12,7ml
6,7 —10,1 ml
3,1-4,7ml*
1,9-39ml*

* 60-84 dni sté anestezovani potkani.

DalSi paimérné hodnoty népsgji sledovanych parametiadultnich zwviat (1)

Hmotnost samce

Hmotnost samice

Primérna délka zivota samce
Primérna délka zivota samice
Normalni teplotadia

Srdeni frekvence

Mnozstvi krve

Arterialni krevni tlak systolicky
Arterialni krevni tlak diastolicky
Pccet erytrocyi

Pcatet leukocyt

-neutrofilni granulocyty
-eozinofilni granulocyty
-bazofilni granulocyty
-lymfocyty

-monocyty

Patet trombocyt

200-500 g
250-350 g
2-3 roky (max. 4 roky)
2-3 roky (max. 4 roky)
37,3°C
260-600 mih
5-8 %desné hmotnosti
12,67 kPa
12,13 kPa
5,5-10 mil . mri?
cca 12,5 tis . mm
18-36 %
1-4%
0-1%
62-75 %
1-6 %
cca 600 tis . mi
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Mor e domaci

(Cavia aperea varietas porcellus

Zoologické z#azeni: TFida: Mammalia
Ré&d: Rodentia
Celed: Caviidae

Rod: Cavia

Druh: Cavia aperea Obr. &. 12Mor &e domaci.Prevzato
z Mettler, 1997.

Télo je valcovité, kryté dznobarevnou srsti. Hlava je Siroka a ovalna. Usta j
mala, horni pysk je mohu}j$i nez dolni a jeho ventrélni polovina je zcelaSkpena.
Nos je kratsi, tupy, ale vyrazmostralé presahuje dolnéelist. Géi jsou relativié velke,
cerné, u albifh ¢ervené. USi ma& moe ponérn¢é velké, posazené daleko od sebe
po stranach hlavy. Jsou po obou stranditite ochlupené. Krk je kratky, silny
a nevyrazny. Trup je Siroce valcovity, hrudnik EjroHibet je v klidu mirg dorsalg
prohnuty, bez ietelné hrudni kyfézy. \kiselné krajig je u samé i samic na kazdé
straré patrnd jedna méda bradavka. Panev je SirSi, obdélnikovithd. Ocagcgla
rudimentarni, tvieny maximalg 5-6 obratli. Hrudni kotetiny jsou #etelre kratSi nez

panevni a maji pétyiech prstech. Panevni kaaiiny jsou delSi a maji 3 prsty. (1)

Respirg&ni systém Apparatus respiratorius

Cavum nasi— v nosni dutid je vedle dorsalni nosni siapy vyrazg clenéna
ventralni nosni skepa. V kaudaln¢asti dutiny jsou uloZzeny dalsi 3 velké kornoutévit
statené cichové skaepy, které pokryva ¢Asti membrana olfactoriaOrganum
vomeronasalge funkéni a dolse vyvinuté. (1)

Tracheaje dlouha piblizn¢ 3 cm o vgjSim ptiméru asi 0,5 cm. Je tvena
chrupavkami ve tvaru podkovy, které verstialcifikuji. Dorsal® ji uzavird vazivo
am. trachealis ktery giléh& na sliznicitrachey V arovni ¢tvrtého hrudniho obratle se
déli na dva hlavni bronchy. (1)

Pulmo — leva plice je tviena 2 zakladnimi laloky 4obus cranialiset lobus
caudalis Lobus cranialisse je&t ckli napars cranialisa pars caudalis Na levé plici je

z medialni strany napojen na levy hlavni bronchie tnaly lalok Hobus accessorius
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sinister Prava plice je roztkna ve 4 laloky Hobus cranialis lobus mediuslobus
caudalis a lobus accessorius dexteZ&ezy mezi jednotlivymi laloky jsou velmi

hluboké a dosahuiji zpravidla aZ k brofuch (1)

Obr. ¢&. 13Plice morete pri pohledu na levou (A) a pravou (B) plochuPrevzato z Popesko, Rajtova,
Horak, 1. dil, 1990.

1,2,3- pulmo siniste, facies costali, 1 — pars cranialis lobi craniali, 2 — pars caudalis lobi cranial,

3,4 —lobus caudalis5 —incisura cardiaca pulmonis sinisfré —fissura interlobaris 7 —margo dorsalis

obtusus 8,9 —margo acutus8 —margo basalis9 —margo ventralis 10, 11, 12 pulmo dexterfacies

costalis 10 —lobus cranialis 11 —lobus medius12,13 —lobus caudalis 14 —fissura interlobaris

15 —incisura cardiaca pulmonis dextri6 —trachea

Obr. ¢&. 14Prava (A) a leva (B) polovina plic mokete pri pohledu na mediastinalni plochu.
Prevzato z Popesko, Rajtova, Horék, 1. dil, 1990.

1 - tracheg 2 - bronchus principalis dext, 3— a. pulmonalis detra, 4 — bronchus principalis sinist,
5 — a.pulmonalis sinistra6 —vv. pulmonales7 —lobus cranialis pulmonis dex{r8 —Ilobus medius
pulmonis dextrsi 9 — lobus caudalis pulmonis dextrlO —incisura v. cavae caudalisll — lobus
accessoriuglexter 12 —pars cranialis lobi cranialis pulmonis sinistri3 —pars caudalis lobi cranialis
pulmonis sinistri 14 —lobus caudalis pulmonis sinistrl5 —lobus accessorius sinistet6 —impressio
cardiacg 17 —facies diaphragmatical8 —insertio mediastini
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Obr. ¢. 15Plice a srdce mokete (i
pohledu na branicovou plochu.
Prevzato z Popesko, Rajtova, Horak,
1. dil, 1990.
1 - lobus medius pulmonis dextri
2 — lobus caudalis pulmonis dextri
3 —parscaudalis lobi cranialis pulmonis
sinistri, 4 — lobus caudalis pulmonis
sinistri, 5 — lobus accessorius dexter
6 —lobus accessorius sinistef —v. cava
caudalis n. phrenicus dexter8 — plica
v. cavae caudalis 9 - mediastinum
caudale 10 — n. phrenicus sinister
11 - esophagus truncus vagalis
ventralis 12 —truncusvagalis dorsalis
13 - apex cordis 14 — pericardium

Neékteré piimérné hodnoty n€pstji sledovanych parameéimadultnich zviat (1)

15 —aorta descendens

Hmotnost samce
Hmotnost samice
Praimérna délka Zivota samce

Praimérna délka Zivota samice

900-1500 g
700-1300 g
az 8 let (max. 15 let)
2-3 roky (max. 8 let)

Normalni teplotada 38,3°C
Srdeni frekvence 150-300 mih
Dechové frekvence 70-150 rifin
MnoZstvi krve 5,8 %etesné hmotnosti
Arterialni krevni tlak systolicky 13,2 kPa
Arterialni krevni tlak diastolicky 5,87 kPa
Paset erytrocyt 4,5 mil . mm®
Patet leukocyt 8-10 tis . mnit
-neutrofilni granulocyty 18-35 %
-eozinofilni granulocyty 1-5%
-bazofilni granulocyty 3%
-lymfocyty 55-80 %
-monocyty 3-12 %
Paset trombocyl 115 tis . mrit
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I1l. EXPERIMENTALNI CAST
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1. Pouzity material

a) Chemikélie

Acetylcholin, Fluka, 01030, LOT 367037/1 597
Fyziologicky roztok

Heparin, LECIVA, 4050702

Histamin, Sigma — Aldrich, H-7250, LOT127H1167
Hydroxid hlinity, Sigma — Aldrich, 11033 LOT20320
Ovalbumin, Sigma — Aldrich, A-5503, LOT71K7028
Pentobarbital, SPOFA, 41050590

Propranolol, Sigma — Aldrich, P-0884, LOT 02K1489
Sukcinylcholin, Sigma — Aldrich, S-8251, LOT 21K165
Serotonin, Sigma — Aldrich, H-9523, LOT121K7059
Urethan, Sigma — Aldrich, U-2500, LOT 22K1248

b) Poniicky

Cévni svorky (tzv. ,buldeky*)
Injekeni stikacky

Jehly

Laboratorni sklo

Ligatury

NuZky: rovné, zahnuté cai

Operani stolek

Peén

Pinzety: rovné anatomické (bez zoibka konci), chirurgické (tkéové) se zoubky
na konci, zahnuté bez zoubka konci
Pipety

Polyethylenové kanyla

Sklergéna tracheélni kanyla
c) Histroje

Aparatura pro réreni plicni rezistence Hugo Sachs Elektronik &tadovym vystupem

Laboratorni vahy Kern

45



d) Zvirata

Laboratorni potkan, kmen Wistargpnérna hmotnost 310 g, dodavatel Biotest
Konarovice Ceska republika

Laboratorni potkan, kmen Brown Norwaypp®rna hmotnost 210 g, dodavatel Anlab
PrahaCeska republika

Laboratorni mate, pfimérna hmotnost 290 g, dodavatel Biotest Konarouiteska
republika

Zvitata byla umisina ve vivariu FaF UK a chovéna za standardnichrébmich

podminek. Projekt pokusu byl schvalen etickou korrgd= UK.
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2. Metodika

a) Uspdadani pokusu

Po podéani serotoninu, acetylcholinu a histaminwa hylzvfat méfena bronchialni
reaktivita, pomoci parametru plicni rezistence.Xgeximentu byly pouzity 3 druhy
zvirat — potkan Wistar, potkan Brown Norway a t&r jejich rozdleni uvadi

nasledujici tabulka:

Nesenzibilizovan (NS) - kontrolni kupina zvfat,
ktera nebyla senzibilizovana ovalbuminem; n = 3
Senzibilizovan (S)- skupina z\iat
senzibilizovanych ovalbuminem; n =4

POTKANI WISTAR

Nesenzibilizovan (NS) — kontrolni skupina zk4t,
ktera nebyla senzibilizovana ovalbuminem; n = 3
Senzibilizovan (S) — skupina zvat

senzibilizovanych ovalbuminem; n =7

POTKANI BROWN NORWAY

Nesenzibilizovan (NS) — kontrolni skupina zkat,
kterd nebyla senzibilizovana ovalbuminem; n = 4
Senzibilizovan (S) — skupina zvat

senzibilizovanych ovalbuminem; n =4

MORCATA

Tabulka €. 2 Rozctleni zviat do skupin

b) Senzibilizace

Navozeni modelu alergického astmatu uravibylo provedeno metodou podle
Elwooda (2), kterd navozuje zvySeni protilatek tygk. Zvireti byla intraperitonean
podéna davka 1 mg ovalbuminu (OA) a 100 mg hydwwtiinitého AI(OHY v 1 ml
fyziologického roztoku. Tato aplikace byla opakozare tech po sob nasledujicich
dnech. Vlastni pokus pak nasledoval v rozmezi 2th800d podani prvni davky OA.
Béhem této doby bylo kazdy tyden pro¥ad vazeni zwat a jejich hmotnosti
zaznamenavany. Cilem bylo zjistit, zdataté prospivaji aifbyvaji na hmotnosti.

Vlastnimu pokusu (za 21 dni po i.p. senzibilizach)Opiedchézela antigen
challenge — inhalace aerosolu ovalbuminu (100 malbaxminu/2 ml fyziologického
roztoku u potkafi; 2 mg ovalbuminu/2 ml fyziologického roztoku u rsar) 24 hodin
pied experimentem. Systém pouzivany k inhalaci bgtasen z prhledné plastové
komory (o giblizném objemu 4 1), kter4 byla napojena na try$kBE nebulizatoru.

Castice aerosolu vyt¥ené nebulizatorem byly mensi nez i a 60 % &chto ¢astic
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bylo menSich nez 2m (deklarovano vyrobcem). Vykon nebulizatoru byibpzné
18-20 ml/h.

Zvitata byla po ufitou dobu umisina do komory vypléné aerosolem. Potkani byli
vystaveni inhalaci do \Werpani roztoku ovalbuminu, mi@ta, ktera jsou citlijsi,

po dobu 0,5-2 min v zavislosti na reakciieté.

Obr. ¢. 16 HSE nebulizator. Prevzato z www.harvardapparatus.com

c) Anestezie

Anestezie byla vSem Zwdtim navozena intraperitoneélnJ potkarm kmene Wistar
a Brown Norway byl pouZit pentobarbital v davce 48mg/kg. U matat byl pouZzit
30 % urethan v davce 1,5 g/kg. Mipghu celého experimentu (cca 30 min) bylaratd

v chirurgické anestezii.

d) Kanylacev. jugularis externa

Zvite v celkové anestezii bylo fixovano na opian stolku v poloze na zadech,
pomoci ligatur upewnych na konetindch a zachycenim hornitdzaki. Ligatury byly
upevreny tak, aby bylo z¥e bezpeéné fixovano, ale zarove nebyly distalg

ischemizovany kotetiny.

Obr. &. 17 Potkan fixovany na opera&nim stolku. Pfevzato z Zivna, 2001

Pro zvySeni Zilni ndpihbylo zvile na operénim stolku mirg sklontno hlavou

dofi. Chirurgickou pinzetou jsme nadzvedést Kize v oblasti budouciho opeérdho

48



pole a provedli rovnymi izkami nastih kize. Nastih byl veden sagitathv oblasti
v. jugularis externav délce asi 2-3 cm. Pinzetami jsme &updpreparovali ¥Zi
od podkoZzniho vaziva¢imz se nadm obnaZilo podkoZi krku, pod kterym pradai
v. jugularis externaPomoci zahnutych pinzet jsme Zilu jenuypreparovali a &stili

od vaziva. Poté jsmefipravili spodni a horni ligaturu. Horni ligaturosnje Zilu
podvazali, na spodni jsme pouzé&ppavili smycku. Ostrymi @nimi niZzkami byl
proveden nagih asi do tetiny v. jugularisa do vzniklého otvoru v Zile byla zasunuta
kanyla naplana heparinizovanym fyziologickym roztokem (k zakr&aemokoagulace).
Kanylu v Zile jsme upevniliipravenou spodni ligaturou a horni ligaturou zafdo
Zkontrolovali jsme, zda je mozZné provdntraven6zni podani, zejména zda v #ist
kanylace neuniké krev a nebo podavany roztok.

Obr. & 18-21Preparacev. jugularis externa u potkana. Prevzato z Zivna, 2001

e) Trachealni kanylace

Pod slinnymi Zlazami je uloZzen neparawmasculus digastricystery jsme rozsihli
ve stednicére a odtahli do stran. Pad. digastricusse nachdzirachea Tracheujsme
opatrre vypreparovali, fipravili pod ni d¥ ligatury a v prostoru mezi nintracheu
horizontali nastihli. Rez byl veden skrligamentum tracheale (anulare)ezi druhou
a treti trachealni chrupavkoedrtilago tracheali$. Do vzniklého otvoru jsme zasunuli
centralnim srérem sklegnou kanylu. OB ligatury jsme utahli. Centralni ligatura fixuje
kanylu v padusnici, periferni pak Upéuzavira dychaci cesty. Zei tedy ventiluje

pouze kanylou. # spravném provedeni je po kanylaci zachovana nioindechova
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frekvence (u potkana 90-100 dédmin, u motat 60 dech/min) i normalni hloubka
dychani.

Pres trachealni kanylu bylo nasleédzvire napojeno na dychacfigtroj Hugo Sachs
(u potkar byla nastavena dechova frekvence 90 déuomm, u motat 60 dectymin
a objem ventilovaného vzduchu 10 ml/kg hmotnosfijastni respirace zigte byla
utlumena i.v. podanim sukcinylcholinu (2 mg/kg)emt depolarizuje nervosvalovou
ploténku na dobu &kolika minut. Jeho podani bylo provazensedovitymi stahy
svalstva celého ¢la (fascikulace) postupujicimi od hlavy k dolnim nketinam.
Po prokghnuti této viny staln nasledovala relaxace svalstva, a proto byla vdétali

dilezita untla plicni ventilace z evodu paralyzy dychacich sval

Obr. ¢&. 22 Vypreparovanatrachea (A) a zavedena trachealni kanyla (B)Prevzato
z www.If3.cuni.cz
1 - rozstizenym. digastricus2 —cartilago thyroidea 3 —trachea

f) Aplikované latky

Prehled aplikovanych latek a jejich koncentrace wnglivych druhi zvifat uvadi

nasledujici tabulka:

Zvire Latka Podavané koncentrace
POTKAN WISTAR serotonin 5, 10, 20, 5@/kg
POTKAN BROWN NORWAY | serotonil 5, 10, 20, 5Qug/kg
serotonin 5, 10, 20, 5@y/kg
MORCE acetylcholit | 1, 5, 10, 20, 5Qg/kg
histamin 0,1, 0,5, 1, 2, mgy/kg

Tabulka €. 3 Piehled aplikovanych latek a jejich koncentrace unglivych druti zvirat

Kromé vySe uvedenych latek jsme u potkana jednorépetiili, Ze nereaguje

na histamin.
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g) Méteni bronchiélni reaktivity

Bronchidlni reaktivita byla hodnocena pomociéiemi plicni rezistence
pneumotachometrem ,Fleisch tube* a zaznamenavansgiodiferegniho tlakového
transduceru a softwaru HSE Pulmodyn. Wé#r plicni rezistence byl znamkou
bronchokonstrikce. Aby se zvySila zaznamenana agdfyobyl 5 min ged prvnim
podanim zkoumané bronchokonstrik latky zvieti podan i.v. propranolol (1 mg/kg).
Ze zadznamu plicni rezistence byla po podani kazuticdntrace naslednodetena
maximalni dosazena hodnota. Mezi podanim jednatfivgavek byl ponechan odstup
3 min. Tento interval st k tomu, aby se hodnota plicni rezistence vratdabazalni

hodnotu. Po pokusu bylo zeiusmrcenoigdavkovanim anestezie.
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V. VYSLEDKY
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Vysledky byly vyhodnoceny pomoci t-testu a &m povazovany za signifikantni
pri p < 0,05. VSechny hodnoty jsou vyja&ahy jako pémérnd hodnota + SEM.

1. Sledovani hmotnosti z\Aat

Béhem pokusu vSechna tafa prospivala a vykazovala odpovidajici vahaigaptek.

2. Sledovani bronchialni reaktivity

POTKANI KMENE WISTAR

Zvifata byla rozélena do dvou skupin — skupina nesenzibilizovanantfiodni
skupina), ve které byla celkem 3 iata o pimérné hmotnosti m = 275 g a skupina

senzibilizovana, ve které byla 4 gafia o pdmérné hmotnosti m = 330 g.

Ucinky intravenézi podavaného serotoninu na bronchidlni reaktivittkammi kmene

Wistar

Intravendzni podani serotoninu (5-p8Ykg) vyvolalo u potkai bronchokonstriéni
odpowd zavislou na podané davce. Bronchospazmus tatz\enzibilizovanych
ovalbuminem a po challenge antigenem byl vyégimez u zviat z kontrolni skupiny,
ktera senzibilizovana nebyla. Po podani poslednkyl&erotoninu byl ndist plicni
rezistence u nesenzibilizovanych iati312,35+43,31 % (n = 3) a u senzibilizovanych
zvirat 392,58+48,95 % (n = 4) vzhledem k bazalni ho#itabulka¢. 4B a grak. 1).

A.
i.v. podana koncentrace serotoning/kg)
cmH,0/ml/sec Bazalni 5 10 20 50
hodnota
NS 0,27+0,04 0,31+0,04 0,36+0,06 0,47+0,10 0,8620)2
S 0,42+0,06 0,54+0,09 0,64+0,10 0,94+0,20 1,74+0}49
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i.v. podana koncentrace serotoning/kg)

% Bazalni

hodnota 5 10 20 50
NS | 10¢,00+0,0( | 114,04+2,5 | 133,97+11,6 | 173,94+23,4 | 312,35+43,3
S 100,00+0,00 126,44+5,254 150,09+3,78| 219,00+17,56 392,58+48,

D5

Tabulka €. 4 Primérné hodnoty plicni rezistence (cr®fml/sec) naréiené po intravenéznim podani

vzestupné koncentrace serotoninu potikafWistar (A). TytéZ hodnoty vyj&dné v procentech vzhledem

k bazalni hodnet plicni rezistence (B). Ret zviat n=7; NS = skupina nesenzibilizovanychiayi

S = skupina senzibilizovanych zat

A.
emiomiisee | Zvite Bazalni 5 pg/kg 10 pg/k_g 20 pg/k_g 50 pg/k_g
hodnota| serotoninu | serotoninu| serotoninu | serotoninu
Wi1-1 0,29 0,34 0,45 0,64 1,15
NS W1-2 0,19 0,22 0,25 0,29 0,48
W1-3 0,3¢ 0,3¢ 0,3¢ 0,4¢ 0,9t
W2-1 0,42 0,48 0,60 0,81 1,32
S wW2-2 0,36 0,50 0,52 0,67 1,40
W2-3 0,31 0,3¢ 0,4¢ 0,74 1,04
W2-4 0,60 0,78 0,93 1,55 3,19
B.
" Bazalni 5 ug/kg 10 ug/kg 20 ug/kg 50 pg/kg
% Zvire - . . .
hodnota | serotoninu| serotoninu| serotoninu| serotoninu
W1-1 100,00 117,24 155,17 220,69 396,5b
NS W1-2 100,0( 115,7¢ 131,5¢ 152,6: 252,6:
wW1-3 100,00 109,09 115,15 148,48 287,88
W2-1 100,00 114,29 142,86 192,86 314,29
S W2-2 100,0( 138,8¢ 144,4. 186,1: 388,8¢
W2-3 100,00 122,58 158,06 238,71 335,48
W2-4 100,00 130,00 155,00 258,33 531,6¥

Tabulka €. 5 Hodnoty plicni rezistence (cmB/ml/sec) naréené po intravenéznim podani vzestupné

koncentrace serotoninu jednotlivym potken Wistar (A). TytéZz hodnoty vyj&dné v procentech

vzhledem k bazalni hodrioplicni rezistence (B). NS = skupina nesenzibilenojch zvfat, S = skupina

senzibilizovanych zvat
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Hodnoty plicni rezistence u potkan G kmene Wistar po i.v.
podani serotoninu
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Graf €. 1 Hodnoty plicni rezistence v % u potkakmene Wistar po i.v. podani serotoninu
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POTKANI KMENE BROWN NORWAY

Zvifata byla rozélena do dvou skupin — skupina nesenzibilizovanantfiodni
skupina), ve které byla celkem 3 ifata o pimérné hmotnosti m = 193 g a skupina

senzibilizovand, ve které bylo 7 af o piimérné hmotnosti m = 217 g.

Utinky intravenézi podavaného serotoninu na bronchidlni reaktivittkammi kmene

Brown Norway
Intenzita bronchokonstréki odpovdi se zvySovala s postupnse zvySujicimi

koncentracemi podavaného serotoninu (5:8&g). Bronchospazmus u zat
senzibilizovanych ovalbuminem a po challenge antge byl vyrazgjSi nez u zwat

z kontrolni skupiny, ktera senzibilizovana nebya. podani posledni davky serotoninu
byl narist plicni rezistence u nesenzibilizovanych favi283,97+67,31 % (n = 3)
a u senzibilizovanych zkdt 491,29+42,51 % (n=7) vzhledem k bazalni hoginot
(tabulka¢. 6B a grak. 2). Mezi hodnotami byl signifikantni rozdil.

A.
i.v. podana koncentrace serotoning/kg)
cmH,O/ml/sec Bazalni 5 10 20 50
hodnota
NS 0,43+0,02 0,47+0,01 0,61+0,01 0,78+0,09 1,1430/)2
S 0,52+0,01 0,66+0,04 0,80+0,08 1,31+0,23 2,58+0)22
B.
i.v. podana koncentrace serotonipug/kg)
% Bazalni
hodnota 5 10 20 50

NS ]100,00+0,0 | 111,35+4,5 | 144,79+10,1 | 186,12+30,0 | 283,97+67,3
S 100,00+£0,00 125,63+7,93 153,33+15,36| 249,26+44,91491,29+42,5]

Tabulka €. 6 Primérné hodnoty plicni rezistence (cr®fml/sec) naréiené po intravenéznim podani
vzestupné koncentrace serotoninu potikarBrown Norway (A). TytéZz hodnoty vyjéehé v procentech
vzhledem k bazalni hodrtoplicni rezistence (B). Ret zviat n = 10; NS = skupina nesenzibilizovanych

zvitat, S = skupina senzibilizovanych tati
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A.

WU

emiomisee | Zvive Bazélni| 5 pg/kg 10 pg/k_g 20 pg/k_g 50 pg/k_g
hodnota | serotoninu| serotoninu| serotoninu | serotoninu
B1-1 0,3¢ 0,47 0,64 0,9¢ 1,37
NS B1-2 0,47 0,50 0,61 0,74
B1-3 0,42 0,45 0,59 0,65 0,91
B2-1 0,5¢ 0,6t 0,7¢ 0,91 3,1z
B2-2 0,56 0,57 0,58 1,19 2,53
B2-3 0,53 0,54 0,54 0,51 2,29
S B2-4 0,5C 0,7¢ 0,8t 1,41 1,94
B2-5 0,50 0,65 0,90
B2-6 0,54 0,87 1,16 1,95 ---
B2-7 0,5C 0,61 0,71 1,8¢ 2,91
B.
" Bazalni 5 ug/kg 10 ug/kg 20 ug/kg 50 pg/kg
% Zvite : : : ;
hodnota | serotoninu| serotoninu| serotoninu| serotoninu
Bl-1 100,00 120,51 164,10 246,15 351,2
NS B1-2 100,00 106,38 129,79 157,45
B1-3 100,0( 107,1« 140,4¢ 154,7¢ 216,6"
B2-1 100,00 122,64 149,06 171,70 590,5
B2-2 100,00 101,79 103,57 212,50 451,7
B2-3 100,00 101,89 101,89 96,23 432,0
S B2-4 100,00 140,00 170,00 282,00 388,0
B2-5 100,0( 130,0( 180,0(
B2-6 100,00 161,11 214,81 361,11
B2-7 100,00 122,00 154,00 372,00 594,0

D

Tabulka €. 7 Hodnoty plicni rezistence (cmB/ml/sec) naréirené po intravenéznim podani vzestupné

koncentrace serotoninu jednotlivym potkem Brown Norway (A). TytéZz hodnoty vyjéeiné

v procentech vzhledem k bazalni hodnplicni rezistence (B). NS = skupina nesenzibileoych zviat,

S = skupina senzibilizovanych zat
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Hodnoty plicni rezistence u potkan & kmene Brown Norway
po i.v. podani serotoninu
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Graf €. 2 Hodnoty plicni rezistence v % u potkakmene Brown Norway po i.v. podani serotoninu
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MORCATA

Zvifata byla rozélena do dvou skupin — skupina nesenzibilizovanantfiodni
skupina), ve které byla celkem 4 iata o paimérné hmotnosti m = 300 g a skupina

senzibilizovand, ve které byla také 4iat& o pamérné hmotnosti m = 275 g.

Ucinky intravendzi podavaného serotoninu na bronchidlni reaktivitucaio

Intravenozni podani serotoninu (5-45Ykg) vyvolalo u motat bronchokonstrigni
odpowd zavislou na podané davce. Bronchospazmus tatz\enzibilizovanych
ovalbuminem a po challenge antigenem byl vSak mes&il zviat z kontrolni skupiny,
kterd senzibilizovana nebyla. Po podani poslednky&erotoninu byl ndist plicni
rezistence u nesenzibilizovanychiati994,76+179,62 % (n = 3) a u senzibilizovanych
zvirat 709,90£2,12 % (n = 3) vzhledem k bazalni hodl(atbulkac. 8B a gratk. 3).

A.
i.v. podana koncentrace serotoning/kg)
cmH,0/ml/sec Bazalni 5 10 20 50
hodnota
NS 0,68+0,11 1,62+0,45 3,50+0,46 5,35+0,21 6,6031J0
S 0,67+0,0¢ 1,15+0,3 1,63+0,8! 2,38+0,9: 4,78+0,5
B.
i.v. podana koncentrace serotoning/kg)
% Bazalni
hodnota 5 10 20 50
NS | 100,00+0,00 230,59+28,83 518,84+20,07| 816,71+102,2%94,76+179,62
S | 100,00+0,00 190,06+86,7(Q 282,38+179,01 394,55+200,61 709,90+2,12

Tabulka €. 8 Prim&rné hodnoty plicni rezistence (crg®fml/sec) naréirené po intraven6znim podani
vzestupné koncentrace serotoninu &a@im (A). TytéZz hodnoty vyjé@né v procentech vzhledem
k bazalni hodnet plicni rezistence (B). Ret zviat n = 6; NS = skupina nesenzibilizovanychiayi

S = skupina senzibilizovanych zat

A.
emiomiisee | Zvite Bazalni 5 ug/kg 10 ug/k_g 20 ug/k_g 50 ug/k_g
hodnota | serotoninu| serotoninu| serotoninu | serotoninu
M1-1 0,58 1,05 3,24 4,94 7,85
NS M1-2 0,89 2,50 4,40 5,56 7,41
M1-3 0,57 1,31 2,81 5,5t 4 5k
M2-1 0,52 1,89 3,33 4,07 3,67
S M2-2 0,78 0,80 0,80 2,25 5,56
M2-3 0,72 0,7t 0,7t 0,81 5,12
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» Bazalni 5 ug/kg 10 ug/kg 20 ug/kg 50 pg/kg
% Zvire : : : :
hodnota | serotoninu| serotoninu| serotoninu| serotoninu
M1-1 100,00 181,03 558,62 851,72 1353,45
NS M1-2 100,0( 280,9( 494, 3¢ 624,7: 832,5¢
M1-3 100,00 229,82 503,51 973,68 798,2%
M2-1 100,00 363,46 640,38 782,69 705,77
S M2-2 100,0( 102,5¢ 102,5¢ 288,4¢ 712,8:
M2-3 100,00 104,17 104,17 112,50 711,11

Tabulka €. 9 Hodnoty plicni rezistence (cmB/ml/sec) naréirené po intravendznim podani vzestupné

koncentrace serotoninu jednotlivym rsatim (A). TytéZ hodnoty vyjéigené v procentech vzhledem

k bazalni hodnet plicni rezistence (B). NS =skupina nesenzibilmogch zvfat, S = skupina

senzibilizovanych zvat

Hodnoty plicni rezistence u mor  €at po i.v. podani serotoninu
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Graf €. 3 Hodnoty plicni rezistence v % u n#at po i.v. podani serotoninu
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Ucinky intraven6zi podavaného acetylcholinu na bronchialni reaktimitucat

Intraven6zni  podani  acetylcholinu  (1-pf/kg) vyvolalo u motat
bronchokonstrikni odpovd, jejiz intenzita se zvySovala s postépse zvySujicimi
koncentracemi podavaného acetylcholinu. Bronchaspazu zvfat senzibilizovanych
ovalbuminem a po challenge antigenem byl vyégimez u zviat z kontrolni skupiny,
ktera senzibilizovana nebyla. Po podani posledukydacetylcholinu byl nérst plicni
rezistence u nesenzibilizovanych iati447,74+89,27 % (n = 3) a u senzibilizovanych
zvirat 746,58+43,98% (n = 4) vzhledem k bazélni hodifiatbulkac. 10B a grafc. 4).

Rozdil mezi hodnotami byl vyznamny.

A.

i.v. podana koncentrace acetylcholipg/kg)
cmHO/mlisec| Bazalni 1 5 10 20 50
hodnota

NS 0,62+0,1: | 0,65+0,4 | 0,82+0,2( | 1,02+0,4( | 2,02+0,7" | 2,89+0,9:

S 0,53+0,03 0,58+0,06 1,04+0,28 1,93+10,63,37+0,78| 4,01+0,44

w—

)
1 5 10 20 50

Q

i.v. podana koncentrace acetylcholimg/k

% Bazalni
hodnota

NS 100,00+0,00 103,53+3,53 125,98+15,33 152,13+30(78 04,9+64,16 447,74+89,27

S 100,00+0,00 107,77+4,59 189,74+44 .97 349,08+99/6015,/%+121,59| 746,58+43,94

Tabulka €. 10 Pramérné hodnoty plicni rezistence (crs®/ml/sec) naréirené po intravendéznim podani
vzestupné koncentrace acetylcholinu #atim (A). TytéZz hodnoty vyjéigné v procentech vzhledem
k bazalni hodnét plicni rezistence (B). Ret zviat n=7; NS = skupina nesenzibilizovanychiayi

S = skupina senzibilizovanych zat

A.
— [ Bazaini| Lno/kg | 5no/kg | 10 ma/kg | 20 ng/kg | 50 ng/k
emiomisec | Zvife | (o0 RS L PRSI RO T Ach | Aeh
M1l | 085 | 094 | 133| 181| 354 459
NS | M1z 0f0 | 020 | 05. | 068 | 157 2.67
Mi3 | 052 | 052 | 059| 059| 101 1.4
M21 | 046 | 046 | 051 062| 146 3.17
s | M22] 051 [ o5 | o7 | 147 | 29 347
M23 | 059 | 071 | 116| 213| 394 5.14
M24 | 057 | 062 | 178| 349| 516 4.25
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% Zvite Bazalni | 1 pg/kg 5ug/kg | 10ug/kg | 20ug/kg | 50 ng/kg
hodnota Ach Ach Ach Ach Ach
M1-1 | 100,00 110,59 156,47 212,94 416,47 54000
NS | M1-2 | 100,0( 100,0( 108,0( 130,0( 304,0( 534,0(
M1-3 | 100,00 100,00 113,46 113,46 194,23 2693
M2-1 | 100,00 100,00 110,87 134,78 317,39 68913
S M2-2 | 100,0( 101,9¢ 139,2: 288,2¢ 572,5¢ 680,3¢
M2-3 | 100,00 120,34 196,61 361,02 667,80 87119
M2-4 | 100,00 108,77 312,28 612,28 905,26 74561

Tabulka €. 11 Hodnoty plicni rezistence (cmB/ml/sec) narérené po intravendznim podani vzestupné

koncentrace acetylcholinu jednotlivym niatim (A). TytéZ hodnoty vyjéi@né v procentech vzhledem

k bazalni

senzibilizovanych zvat

hodnét plicni rezistence (B).

NS =skupina nesenzibileojch z\fat,

S = skupina

Plicni rezistence (%)
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Graf ¢. 4 Hodnoty plicni rezistence v % u ngat po i.v. podani acetylcholinu
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Ucinky intravendzi podavaného histaminu na bronchidlni reaktivitudabr

Intenzita bronchokonstréki odpowdi u mokat se zvySovala s postuprse
zvysujicimi  koncentracemi podavaného histaminu -Bu@i/kg). Bronchospazmus
u zvitat senzibilizovanych ovalbuminem a po challengéganem byl ¥tSi nez u zvhat
z kontrolni skupiny, kter4d nebyla senzibilizovardo podani fedposledni davky
histaminu (2 pg/kg) byl néafist plicni rezistence u nesenzibilizovanych favi
238,39+35,78 % (n = 4) a u senzibilizovanychiavR67,59+63,44 % (n = 4) vzhledem
k bazalni hodneét Po podani posledni davky histaminupy@kg) byla vS8ak hodnota
plicni rezistence u nesenzibilizovanych iativySSi nez u ziat senzibilizovanych
(tabulka¢. 12B a grat. 5).

A.
i.v. podan& koncentrace histamiiug/kg)
cmHO/ml/sec Bazalni 01 05 1 5 5
hodnota
NS 0,44+0,0" | 0,51+0,0¢ | 0,52+0,1( | 0,59+0,1( | 1,18+0,3{ | 4,0940,41
S 0,40+0,03 0,42+0,04 0,46+0,05 0,60+0{12 1,12+(),3265+0,34
B.
i.v. podana koncentrace histamingikg)
% Bazalni
hodnota 0.1 0.5 1 2 5

NS 100,00+0,00 116,12+9,7 110,99+1,2 132,35+4,/0  ,3BB5,78 961,02+107,54

S 100,00+0,00 104,68+1,91 114,75+5,23  146,69+22/52 7,58563,44 914,05+47,50

Tabulka €. 12 Pramérné hodnoty plicni rezistence (crs®¥ml/sec) naréirené po intravendznim podani
vzestupné koncentrace histaminu dadkm (A). TytéZz hodnoty vyjaiené v procentech vzhledem
k bazalni hodnet plicni rezistence (B). Ret zviat n = 8; NS = skupina nesenzibilizovanychiayi

S = skupina senzibilizovanych zat

A.

» Bazalni| 0,1 ug/kg | 0,5ug/kg | 1 ng/k 2 ng/k 5 ng/k

emiOlmisec | ZVIEe | s dnota I—L|l|gs ° I—L|l|gs ° LI£|g|s ° LI£|g|s k LIiﬁs °
M1-1 0,3t 0,3¢ --- 0,50 --- 2,90

NS M1-2 0,64 0,69 0,72 0,88 1,88 4,82

M1-3 0,35 0,36 0,38 0,43 0,60 4,31
M1-4 0,4z 0,61 0,47 0,55 1,0t 4,35

M2-1 0,31 0,32 0,34 0,38 0,44 3,10

S M2-2 0,39 0,39 0,40 0,46 0,85 3,16
M2-3 0,4¢ 0,50 0,5¢ 0,61 1,24 4,5t

M2-4 0,44 0,47 0,55 0,94 1,94 3,77
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% Zvite Bazalni | 0,1 p_g/kg 0,5 p_g/kg 1 pg/kg 2 pg/kg 5 pg/kg
hodnota His His His His His

M1-1 | 100,00 108,57 142,86 828,51

NS M1-2 | 100,0( 107,8: 112,5( 137,5C | 293,7* 753, 1
M1-3 | 100,00 102,86 108,57 122,86 171,43 1231
M1-4 100,00 145,24 111,90 126,19 250,00 1030
M2-1 | 100,0( 103,2: 109, 6¢ 122,5¢ | 141,9¢ 1000,0(

S M2-2 | 100,00 100,00 102,56 117,95 217,95 810,
M2-3 | 100,00 108,70 121,74 132,61 269,57 989,1
M2-4 | 100,00 106,82 125,00 213,64 440,91 856,82

Tabulka €. 13 Hodnoty plicni rezistence (cmB/ml/sec) narérené po intravendznim podani vzestupné
koncentrace histaminu jednotlivym ntattim (A). TytéZz hodnoty vyjéitné v procentech vzhledem

k bazalni hodnét plicni rezistence (B). NS =skupina nesenzibilmojch zvfat, S =

senzibilizovanych zvat

skupina

Plicni rezistence (%)

Hodnoty plicni rezistence u mor
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Graf €. 5 Hodnoty plicni rezistence v % u n#at po i.v. podani histaminu
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V. DISKUZE
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Asthma bronchiale je chronické zdlivé onemocani dychacich cest, kde hraji roli
mnohé biiky, zejména mastocyty, eozinofily a T-lymfocyty. rGhicky zart je spojen
s pfiduskovou hyperreaktivitou a vede k opakujicim deagfam piskat, dusnosti, tize
na hrudi a kaSle, zvlaSt noci nebocasré rano. Tyto epizody jsou obvykle spojeny
s variabilni obstrukci, kterd jeéasto reverzibilni bdi spontan& nebo vlivem |éby
(definice dle GINA = Global Initiative for AsthmalpalSimi typickymi projevy astmatu
jsou pedevSim zvySena vaskularni permeabilita doprovazedédmem, zvySena
muko6zni sekrece a infiltrace plicni tkararétlivymi bunkami.

Ackoliv se na patofyziologii astmatu podili céida zastlivych burgk, hlavni roli
zde hraje fedevSim zvySeny vyskyt eozindiiV dychacich cestach. Ostatniiky, jako
nag. neutrofily, bazofily, T-lymfocyty a Zirné liky se na rozvoji zattu v dychacich
cestach podili také, nicmé&fejich tloha neni rozhodujici.

VSechny biiky, které se €astni rozvoje zaitlivé reakce, uvaluji v misg infekce
nebo poskozené tkdmnoZstvi meditdrregulujicich pestup a aktivitu dalSich bék
Z mastocyt se degranulaci uvalje histamin, spazmogetipasobici peptidy, dochéazi
k rychlé tvorld spazmogenn pasobicich leukotrieln LTC, a LTDs, PAF (platelet
activating factor), prostaglandina LTB,, pasobiciho chemotakticky redevsim
na eozinofily a mononukleary; posléze svou roli atipljii i o- a B-chemokiny,
tromboxany, serotonin a mnoho dalSich. VSechny tapekty byly jiz mnohokréat
popsany a zkoumany na mnoha modelech experimembéisimatu. (17)

Cilem této prace bylo optimalizovat model alerglokéastmatu a ispst k jeho
zavedeni na Farmaceutické fakultPouZzity protokol fitom vychazel z modél
popsanych v odborné literd&u Soustdili jsme se na vybrani vhodného iadiho
druhu a déale pak na zvoleni vhodné bronchokorstrikatky, ktera po kumulativnim
i.v. podani vyvola r&itelné zngény plicni rezistence a tak umozni hodnoceni redtiv
dychacich cest. Kro&toho jsme vzdy a#ili i G¢innost zvoleného modelu porovnanim

s kontrolni skupinou.

1. Urdeni nejvhodyjSiho zvfeciho druhu.

V diplomové praci jsme srovnavali potkany Wistamthany Brown Norway
a moeata. Jejich volba nebyla nahodnéa. V3ectingruhy jsou experimentatnbézng
pouZivané, a to i v experimentech na dychacim syst€htli jsme proto o¥fit, ktery

znich je nejvyhod¥Si pro zvoleny experimentalni model alergickéhdmasu.
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Porovnavali jsme potkany a ndata a dale jsme srovnavali oba typy potkanezi
sebou.

Nejprve jsme porovnavali potkany a mata. Mezi ZiveiSnymi druhy existuj¢ada
rozdili, mimo jiné je to i variabilni citlivost naizné mediatory. Q¥ili jsme, Ze
respir&ni systém potkanaubec nereaguje na i.v. podani histaminu, naprotiutom
morée je waci nému velmi citlive. Ri pokusech, kde by bylo cilem &t vliv
na H-receptory, by byla zcela gstlana pednost mateti. U pokus, kde by reagovaly
oba druhy, se ndm jevi jako vyhagii potkan. Hlavni nevyhodou prace s taiy byly
nekonzistentni vysledky v porovnani s potkany. Tohiy byt zpisobeny pozorovanou
velmi vysokou a zarowe znané variabilni citlivosti respiréniho systému mdaat.
Respir&ni systém matete silit reaguje na alergické potty, které mohou vyvolat az
letalni bronchokonstrikci (o challenge alergenem nam&moriata uhynula). Citlivost
kaZzdého zuete gitom nelze pedvidat. Challenge alergenem proto musela byt
u jednotlivych zufat provddna na zakladl individualni reakce zwéte Gzné velkymi
davkami ovalbuminu. DalSi nevyhodou prace sdatyr byla obtizgjSi preparace
v. jugularis externa kter4d snadno kontrahovala a prace tak kladi&sivnaroky
na gesnost a jemnost nez u potkan

Dale jsme srovnavali oba kmeny potikanWistar a Brown Norway. Ukazalo se, Ze
bronchokonstrikce po podani serotoninu u alergibkyotkari kmene Brown Norway
byla mnohem vySSi nez u potkalVistar — potkani Brown Norway byli v pouzitém
modelu alergického astmatu vnindgi. Toto zjiSéni miZe souviset se skuteosti, Ze
potkani Brown Norway majiifrozere zvySené mnozstvi eozinafila vyrazsji proto
reaguji na alergické podty. Navic rozptyl ziskanych hodnot plicni rezistenc
u potkari Brown Norway byl mnohem menSi a vysledky byly vibemogenni.
Do budoucna by proto bylo mozné v experimentechZziwati mensi mnozstvi A,
coz by bylo pijatelngjSi i z hlediska etického. Kro¥ntoho @i porovnani etologie obou
druhi jsme zjistili, Ze potkani Brown Norway jsou kligj&i a Iépe se s nimi pracuje nez
S potkany Wistar.

Pri vybéru vhodného druhu zkdt je teba vzit do Gvahy i ekonomické hledisko.
Vysledky ziskané z experiménha potkanech Brown Norway jsou sice nejlepsi, ale
velkou nevyhodougthto zviat je jejich vy3Si nakupni cena. Tu by mohla konzpeat
dobra konzistentnost vysletila z toho plynouci pouZiti mensiho¢po potkari, coz by
v kong&ném disledku mohlo snizit celkové naklady. Mata jsou sice lewjsi, ale

prace s nimi byla spojena s vySe uvedenymi nevymaddezastupitelnou tlohu budou
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mit vSak v pokusech, které principi&lneni mozné provétl na potkanech (ndpjiz
zmingné reakce na histamin). Potkani Wistar jsou ze tvd#cdruhi zvirat finargné
nejmér nara@ni, ale pro ziskani&vohodnych vysledk je poteba pouZzit &Si skupiny
zvirat nez pi praci s potkany Brown Norway a navic zvoleny mido@ navozen fie

nezZ u motat a potkath Brown Norway.

2. Volba mediatoru.

Z ptedchozich pokus jsme néli vyzkouSeno, Ze nejvhodjsim mediatorem
ve zvoleném modelu astmatu je u potkaserotonin a proto jsme se sdesili jen
na porovnani obou drih(Wistar a Brown Norway). Serotonin v obodigadech
vyvolaval poZzadovany na davce zavislytustmplicni rezistence, srovnani obou dryitt
bylo uvedeno vysSe.

Naproti tomu u mafat jsme vyzkouSelift mediatory — serotonin, acetylcholin
a histamin. Je obe&érzndmo, Ze meéata jsou velmi citlivy ZivéiSny druh a zvlast
jejich dychaci systém je extréreaktivni.Proto jsme pedpokladali, Zze budou vhodna
pro testovany model astmatu. Prvni zvoleny media®erotonin — vSak v naSem
pokusu selhal v mnoha ohledech. Paradaxiskupiny nesenzibilizovanych zat jsme
nameéfili mnohem vy3Si hodnoty plicni rezistence neZ iiatv senzibilizovanych.
Moznym vys¥tlenim je, Ze vyvolana alergicka reakce byidip bouliva, a tim se
setel rozdil mezi senzibilizovanymi a nesenzibilizoyam zvitaty. DalSim problémem
mohlo byt menSi mnozZstvi zat ve skupit. Ziskané vysledky byly nehomogenni
a bylo by poteba ¥tSi mnoZstvi zvat, aby bylo moZzné vyvodit objektivni zfy.

V literatire  jsme nenalezli Zadny model popisujici podani teamou
u senzibilizovanych me¢at. Domnivame se, ZefipdalSim testovani tohoto modelu
alergické reakce by bylo vhoggi pouzit nizSi davky serotoninu.

Druhy u motat zkoumany mediator — acetylcholin — se nam jaké jnejvyhodsjsi
Z testovanych latek. Reakce respmi&o systému meoat byla gimérena, zvySovala se
amérné s podanou davkou acetylcholinu a po podani posldéaky (50 pg/kg) byl
rozdil v hodnotach plicni rezistence mezi kontrokni senzibilizovanou skupinou
signifikantni. Takto vyvolana bronchokonstrikcegjgtimalni a zvoleny model by bylo
moZné pouZit nappro testovani bronchoprotektivnich latek.

Na teti mediator — histamin — miata reagovala podlefgdpokladu velmi citli¢
a odpo¥d byla unérnd podané davce.rékvapiw se nam ale nepotild pii Zadné

z davek prokazat signifikantni rozdil mezi sendovanymi a nesenzibilizovanymi
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zviraty. Mozné vysstleni je podobné jako u podani serotoninu — regpiraiakt motat

je k histaminu velmi vnimavy a reakce na histamjlalttak botiliva, Ze se ztratil rozdil
mezi kontrolni a senzibilizovanou skupinou. | kgyddané davky vychazely z odborné
literatury, je mozné, Ze pro tento model by byloodhejSi zvolit nizSi. Rozptyl
nantienych hodnot sice nebyl extrémni, ale i zde by hyloZné pouzit skupiny

0 WtSim p@tu zvirat.

3. Owfeni zvoleného modelu.

Navozeni zkoumaného modelu jsme ukazdého druhéroeali srovnanim
s kontrolni skupinou nealergickych . Téngi ve vSech fipadech byl v nagtenych
hodnotéch plicni rezistence patrny rozdil mezi gBliwovanymi a nesenzibilizovanymi
zviraty s tim, Ze alergicka zwita byla na podavanou bronchokonsmikiatku citlivejsi
nez zvfata kontrolni. Po podani nejvyssi davky serotoriiyg/kg potkaiim Brown
Norway byl prokazan signifikantni rozdil mezi skopi kontrolni a skupinou
senzibilizovanou. Obdolrtomu bylo @i podani acetylcholinu méatim — po aplikaci
davky 50 pg/kg byl pozorovan signifikantni rozdiem skupinou senzibilizovanych
a nesenzibilizovanych zwt. Tyto dva modely proto povaZzujeme za nejlepSi

a pouzitelné do budoucna.
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VI. ZAV ER
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Vybér nejvhodrjSiho zvfeciho druhu a bronchokonsttik latky pro realizaci
modelu alergického astmatu zaleZi feak faktori. Pro optimalizaci zkoumaného
modelu jsme zjistili:

1. Po zhodnoceni vSech hledisek (ekonomické hlediskagnost prace se ztty,
eticky aspekt, kvalita ziskanych vysléjlse nam jevi jako nejvhodisi pouzit
senzibilizované potkany kmene Brown Norway a semoto jako
bronchokonstrikni mediator. Vtomto usgédani pokusu jsme ziskali
homogenni vysledky a po podani davky serotoninud®g byl prokazan
signifikantni rozdil mezi senzibilizovanymi a neg#ilizovanymi zviaty.

2. Pokud bychom model realizovali na msatech, bylo by nejvyhodysi zvolit
jako latku vyvolavajici bronchokonstrikci acetyldino S nim ziskané vysledky
jsou homogenni a po podani davky 50 pg/kg byl ema$pokusu prokazan
signifikantni rozdil mezi skupinou senzibilizovaty@ nesenzibilizovanych
zvirat.

3. Pro testovani vlivu latek na H-receptory, kdy by pgkus spojeny s podavanim
histaminu, by bylo lepSi pouZit ntata, kter4 na tento mediator velmi cigliv
reaguji. Potkani jsou pro tento typ pokusevhodni.

4. Pouzity model alergického astmatu byl #®lrzvolen — jak u potkdn tak
u mokat vedl k senzibilizaci a po challenge antigeneodpovidajici alergické
reakci. Reaktivita dychacich cest byla u senzibianych zuiat zvySena oproti
kontrole a rozdil v odpadi zavisel na pouzité bronchokonstk latce
(jedinou vyjimkou bylo podani serotoninu u rsar). Reakce respikaiho

systému se ve vSechiipadech zvySovala s podanou davkou.
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