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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralove
Katedra farmakologie a toxikologie
Kandidat: Mgr. Sandra Vratna

Skolitel: PharmDr. Marie Voprsalova, CSc.

Nazev rigorézni prace: Porovnani ucinku latek ( VN 004 a VN 009) ze skupiny

derivatl vasicinu na modelu izolované prudus$nice.

Cilem rigordzni prace bylo in vitro stanovit relaxacni aktivitu dvou strukturalnich
obmén chinazolinovych alkaloidd VN 004 a VN 009 na hladké svaloviné izolované
priduSnice potkana. Nami testované syntetické latky byly odvozeny z alkaloidu
vasicinu a vasicinonu, které jsou obsazeny v kefi Adhatoda vasica. Na izolované
prudusnici potkana jsme pozorovali kumulativni relaxaéni uc¢inek jednotlivych davek
vySe uvedenych sloucenin.

Z naméfenych hodnot je patrné, Ze tyto syntetické derivaty chinazolinu maji na
izolované pridusnici potkana relaxacni u€inek. Derivat s ethylaminovym fragmentem
VN 009 byl méné ucinnym derivatem, nicméné i tak vykazoval vétSi aktivitu nez v
pfipadé standardu theofylinu. Naopak silngjSi relaxacni ucinek vykazal druhy z
derivatl s ethylsulfanylovym fragmentem VN 004, jehoz hodnota EDsg byla 32,5 krat

nizsi nez hodnota EDso theofylinu.



ABSTRAKT

Charles University in Prague

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralove
Department of Pharmacology and Toxicology
Candidate: Mgr. Sandra Vratna

Supervisor: PharmDr. Marie Voprsalova, Csc.

Name thesis: Comparison of the effects of substances (VN 004 and VN 009) from

derivative of vasicin on model of isolated trachea

The aim of the thesis was to determine the in vitro activity of relaxing two
structural modifications guinazoline alkaloids VN 004 (4-
dimetylaminoetylsulfanylchinazolin) and VN 009 (N- [2- (piperidin-1-yl) ethyl]
guinazolin-4-amine) on smooth muscle isolated rat trachea. They tested synthetic
materials were derived from alkaloids vasicin and vasicinone contained in bushes
Adhatoda vasica. On isolated rat trachea we were observed cumulative relaxation
effect of single doses of the aforementioned compounds.

From the measured values it was clearly evident that these synthetic quinazoline
derivatives demonstrated on isolated rat trachea relaxing effect. Derivates with
ethylaminfragment VN 009 was less effective derivative, but even so, demonstrated a
greater activity than the standard theophylline. Conversely, stronger relaxation effect
reported from the second derivatives with ethylsulfanyl fragment VN 004, the value of

EDso was 32.5 times lower than the EDsg of theophylline.
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1 POUZITE ZKRATKY

CAMP cyklicky adenosinmonofosfat

CIPA Ceska iniciativa pro astma

CO2 oxid uhlicity

EDso stfedni efektivni davka

FEV 1 forced expiratory volume (jednosekundova vitalni kapacita plic)
GINA Global Initiave for asthma

Granulocyte-makrophage colony-stimulating factor (faktor

GM-CSF
stimulujici kolonie granulocytt a makrofagl)
CHOPN chronicka obstrukéni plicni nemoc
IgE imunoglobulin E
IL 13 interleukin 13
NO oxid dusnaty
02 kyslik
PEV peak expiratory flow (vrcholova vydechova rychlost)
TNFa tumor nekrotizujici faktor a
WHO World health organization (Svétova zdravotnicka organizace)



2 UVOoD

Astma bronchiale je pomérné ¢asté onemocnéni, které si zaslouzi nasi zvySenou
pozornost nejen proto, Ze jeho vyskyt v poslednich 50 letech celosvétové dramaticky
stoupa. Nemoc postihuje osoby vSech vékovych kategorii, nelze ji vyléCit a velkym
problémem je, Ze ji nelze ani Uc¢inné predchazet 19, Pokud jsou pacienti v pédéi lékare,
Zije drtiva vétSina z nich bez vétSich potizi, podstatna ¢ast pacientu ale o své nemoci
nevi a tudiz je ohroZzena do budoucna velkymi problémy, které vedou k omezeni
kazdodenniho Zivota a které mohou v krajnim pfipadé skoncit i smrti. Pfesto doznala
[éEba a vyzkum v poslednich nékolika letech vyrazného pokroku a intenzivné se
zkoumaji nové moznosti a latky, které by nemoc mohly ovlivnit a umoznit tak pacientiim
s touto diagnézou vést co mozna nejplnohodnotnéjsi zZivot.

Cilem této prace bylo stanovit relaxacni aktivitu dvou nové syntetizovanych latek
VN 004 (4-dimetylaminoetylsulfanylchinazolin) a VN 009 (N-[2-(piperidin-1-
yl)ethyl]chinazolin-4-amin), které vznikly oboménou struktury chinazolinovych alkaloidu
(vasicinu a vasicinonu), jez jsou soucasti kefe Adhatoda vasica. PFi syntéze nami
testovanych latek na Katedfe organické a anorganické chemie Farmaceutické fakulty
v Hradci Kralové se vychazelo pravé z téchto chinazolinovych alkaloidu. Aktivita téchto
syntetizovanych latek byla stanovena in vitro na hladké svaloviné izolované pridusnice
potkana a dosazené vysledky byly porovnany s teofylinem, ktery je povazovan za

standard.



3 TEORETICKA CAST

3.1 ASTMA BRONCHIALE A JEHO LECBA

Toto onemocnéni predstavuje zavazny problém vefejného =zdravi a
v celosvétovém méfitku predstavuje i vyznamnou zatéz pro zdravotné- socialni systém
a systém politicky. Primyslové vyspélé zemé na lécbu astmatu vynakladaji 1-2 % ze
svych celkovych vydaju na zdravotni péci - v Evropé €inila tato ¢astka za rok 2003 17,7
miliard eur 19,

Astma bronchiale je onemocnéni, které vyzaduje zvySenou pozornost kvuli své
prevalenci, ktera v poslednich 50 letech stoupa v rozvojovych i rozvinutych zemich.
Pokud neni nemoc pod kontrolou, ma za nasledek zavazné omezeni kazdodenniho
Zivota a nékdy i smrt ®). Postihuje osoby vSech vékovych kategorii, nelze ji vylécit a
ani ji nelze Uginné predchazet (10,

Nové poznatky o etiopatogenezi sice pomohly pochopit prabéh nemoci, stale
vSak trvaji urcité rezervy v prevenci, diagnostice i IéCbé tohoto onemocnéni. Navzdory
vSemu doznala Ié¢ba v poslednich letech vyrazného pokroku a bezpochyby vede ke

sniZzeni po¢tu hospitalizaci pro toto onemocnéni @,

3.1.1 Definice onemocnéni

Astma bronchiale muzeme definovat jako chronické zanétlivé onemocnéni
dychacich cest, pficemz patogeneze se uCastni mnoho bunécCnych populaci a
produktd. Hlavni roli v rozvoji zanétu maji pfedevsim eozinofily a jejich cytotoxicky
ucinné proteiny, ale podileji se na ném i neurogenni mechanizmy. Zanét je spojen
s pruduskovou hyperreaktivitou, ktera vede ke stale se opakujicim epizodam
obtizného hvizdavého dychani nebo dusnosti, dale k pocitim kratkého dechu, tihy na
hrudi a k atakim drazdivého kasle. Tyto stavy byvaiji spojeny s variabilni bronchialni
obstrukci- ta byva reverzibilni spontanné, popfipadé po IéCebném zasahu. Astmatu

vétsinou pfedchazi nebo ho doprovazi alergicka rhinitida 4,

3.1.2 Epidemiologie a prevalence

Celosvétové prevalence astmatu za poslednich 20 let dramaticky stoupa-

v jednotlivych regionech se pohybuje mezi 1- 18%. Nyni se odhaduje, Ze astmatem
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trpi celosvétové 300 milionU osob, pfiCemz 250 tisic roéné na astma umira. Odhaduje

se, ze vroce 2025 bude trpét astmatem jiz 400 miliond osob. U nas je prevalence

astmatu odhadovana na 8%, mortalita je ve srovnani s CHOPN tradicné nizka-

poslednich 6 let se pohybuje kolem 100 osob za rok ©),

3.1.3 Klasifikace onemocnéni

Abychom mohli stanovit diagnézu astmatu a rozhodnout tak o zpisobu jeho IéCby, je

nutno pouzit klasifikaci astmatu podle tize priznaku. Tato klasifikace ma 4 zakladni

stupn

1)

2)

3)

4)

é:

Intermitentni astma - pfiznaky se vyskytuji nepravidelné- denni maximalné 1x

tydné, nocCni nejvySe 2x mési¢né, choroba neovliviiuje kvalitu Zivota ani
pacienta nijak neomezuje, plicni funkce jsou v normé, variabilita PEF je nizSi
nez 20%

Lehké perzistujici astma - denni pfiznaky se vyskytuji Castéji nez 1x tydné, ale

jsou méné Casté nez 1xdenné&, noc¢ni pfiznaky jsou CastéjSi nez 2x mésicné,
hodnota FEV je vétSi nez 80%, variabilita PEF je 20- 30%, ulevova léciva jsou

aplikovana méné nez 1x denné

Stfedné tézké perzistujici astma - pfiznaky se objevuji kazdodenné, avSak

nemaji trvaly charakter, no¢ni pfiznaky jsou CastéjSi nez 1x tydné, choroba
naruSuje bézné aktivity pacienta i jeho spanek, hodnota FEV/PEF je 60-80%,

aplikace ulevovych I€Civ je jiz kazdodenni

Tézké perzistujici_astma - pfiznaky se objevuji kazdodenné a maji jiz trvaly

charakter, Casté jsou i pfiznaky v noci, nemoc omezuje bézné Cinnosti Clovéka
a zhorSuje jeho kvalitu Zivota, hodnota PEF/FEV je menS$i nez 60%, variabilita
PEF je vétsi nez 30%

3.1.4 Pfiznaky onemocneéni

Jednim z typickych pfiznakd astmatu je bronchialni hyperreaktivita na Siroké

spektrum inhalaénich alergent rdzného fyzikalniho a chemického slozeni. Tato

hyperreaktivita je charakterizovana pfechodnym zuzenim dychacich cest, omezenim

jejich

pruchodnosti a zvySenim odporu v dychacich cestach. Astma byva vétSinou
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snadno diagnostikovano diky typickym pfiznakim, ovSem v nékterych pfipadech muze
byt prib&éh onemocnéni atypicky- jde pfedevSim o neurcité pocity tisné na hrudi, ataky
kasle bez doprovazejicich piskotlu. Pravé v téchto pfipadech byvaji pacienti |éCeni
chybné antibiotiky, antitusiky Ci jinymi preparaty- vétSinou vSak bez zadouciho efektu
@

3.1.5 Diagnostika onemocnéni

Pro stanoveni diagnézy astmatu se pouziva mimo anamnestickych udaji a
fyzikalniho vySetfeni také vySetfeni spirometrické a bronchodilatacni test s rychle
pusobicim B2-mimetikem, po kterém dochazi ke zvySeni usilovné vydechnutého
objemu vzduchu za jednu vtefinu- FEV o0 12 a vice procent a zaroveh minimalné o
200 ml. Pfi podezfeni na astma bronchiale pfi typickych anamnestickych udajich,
absenci fyzikalniho nalezu a normalnich hodnotach ventilaéniho vySetfeni je provadén
bronchokonstrikéni test s metacholinem nebo histaminem. Pokles FEV o 20 a vice
procent oproti vychozi hodnoté pfi koncentraci provokacni latky méné nez 4 mg/ml je
pro uvedenou diagndzu typicky. ZatéZzove vySetieni bicykloergometrie, které patfi mezi
nepfrimé bronchoprovokacéni testy, se pouziva k priukazu bronchialni hyperreaktivity
hlavné u malych déti. Nezbytnou soucasti vySetfovaciho programu je alergologické
vySetieni k zjiSténi atopie a prikazu alergen(, které mohou pusobit jako spoustéci
astmatickych projevl. V poslednich letech se pouziva rovnéz méfeni hodnoty
vydechovaného oxidu dusnatého (NO) jako detektoru eozinofilniho zanétu dychacich
cest. Jedna se o biomarker (neurotransmiter), ktery ma nizkou senzitivitu a dobrou
specifitu. “Nadbytek NO u astmatikl vznikd konverzi L-argininu na NO a citrat
pusobenim enzymd, tzv. syntaz oxidu dusnatého. Tento izotop (radioaktivné znaceny
L-arginin) je pak pfitomen v dychacich cestach astmatiki (u osob zdravych se
vyskytuje vyjimecné). Nékdy muize dojit ke zkresleni méfené hodnoty NO- muze ji
zvysit atopie, infekce hornich cest dychacich, naopak ji snizuje koufeni a IéCba
kortikosteroidy. V posledni dobé se do popfedi dostava rovnéz uloha atypické
bakterialni infekce pfi astmatu. Patogeny jako Mycoplazma pneumoniae nebo
Chlamydia pneumoniae predstavuji dulezity faktor v patogenezi a klinickém obrazu
astmatu. Momentalné je feSena otazka, zda Ié€ba makrolidy u téchto pacientd mize

ovlivnit chronické zanétlivé onemocnéni dychacich cest @,
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3.1.6 Rizikové faktory

PfiCiny vzniku astma bronchiale nejsou pfesné urCeny, nicméné pfi vzniku
onemocnéni hraje roli jak expozice zevnim faktorlm, tak genetické predpoklady.
Polovina astmatik(l v dospélosti zaCina s projevy astmatu jiz v détstvi, nejCastgji
pfiznaky zacinaji do 5 let véku ditéte. Také alergicka ryma je zavaznym rizikovym
faktorem pro rozvoj bronchialniho astmatu, pfestoZze byva Casto povaZovana za
banalni onemocnéni. Je znamo také mnozstvi rizikovych faktorl jedince, ale i
prostfedi, které podporuji domnénku o soucasném pusobeni vSech téchto vlivu.
Velkou roli bezesporu hraje expozice Skodlivym latkdm v fadé povolani. Profesni
astma predstavuje ve vyspélych zemich zhruba 10% pfipadli- jedna se tak o
nejCastéjsSi respiratni onemocnéni z povolani. Roli zde hraje expozice pesticidim,

parfémim, enzymm, ale i aromatickym latkdm nebo pryzim @.

3.1.7 Patofyziologie

PFi vzniku onemocnéni hraji roli jak genetické, tak vnéjsi faktory. Jeho vznik
souvisi velmi pravdépodobné se zvySenym kontaktem s alergeny v novorozeneckém
a kojeneckém véku- toto riziko se navic stupriuje spolu s rodinou predispozici ),

Alergie je pfemrsténa reakce imunitniho systému na zevni antigeny (alergeny).
Jedna se o imunopatologickou reakci |. typu zprostfedkovanou protilatkou
imunoglobulinem E (IgE) u jedincu s genetickou dispozici (atopikll). Alergeny jsou
nejCastéji malé proteiny, které jsou soucasti pylu rostlin a stroma, roztocu, domaciho
prachu, pefi, plisni, srsti a exkrementl zvifat, jedu blanokfidlého hmyzu a potravin.
Organicky prach, pryskyfice a latex se mohou vyskytovat v ur€itych pracovnich
procesech ©),

Zakladni podminkou vedouci ke vzniku alergického (extrinsic) astmatu je
opakovany kontakt s alergenem, ktery zpuUsobi proces senzibilizace organismu
pacienta. Aktivuji se T a B lymfocyty a spusti se kaskadova reakce vedouci k expresi
receptorl pro IgE, a to pfedevS§im na mastocytech, bazofilech a eozinofilech. Rovnéz
dochazi ke zvySeni syntézy IgE - po jeho navazani na receptory je organizmus
pfipraven na dalSi setkani s alergenem. Tato nova expozice alergenu vyvola u
organizmu odpovéd, ktera mize vyustit az v astmaticky zachvat. Z asového hlediska

muzeme tuto odpovéd rozdélit do dvou fazi:
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1) Casna faze- jejim zakladem je navazani antigenu na IgE na povrchu mastocyt
a dalSich bunék, coz vede k uvolnéni nitrobunéénych zasob mediatora a tvorbé
dalSich- napf. histaminu, leukotrienl, prostaglandin, tromboxanl. Tyto
pusobky maji u€inky vazogenni, spasmogenni a prozanétlivé a okamzité tak
zpusobi kontrakci hladkého svalstva dychacich cest- tedy bronchokonstrikci.

2) Pozdni faze- nebyva pfimo zavisla na expozici antigenu a vyskytuje se
pfedevS§im v noci v raznych intervalech. Je sloZzena z mnoha navzajem
propojenych déju, pficemz jejich postaveni neni dosud zcela objasnéno. Vznik
pozdni faze je spojen hlavné s eozinofily, které jsou zodpovédné za vznik
alergického zanétu. Uvolfuji nadale velké mnozstvi prozanétlivych mediatord,
které nasledné zplsobi odlu¢ovani a poskozovani epitelu bronchu. Epitel se
proto stava vice prostupny pro bronchokonstrikéni latky, méné chrani proti nové
expozici antigenu a je i citlivgjsi k fyzikalnim podnétdm. Konecnym disledkem
téchto déju je remodelace prudusek, jez je zodpovédna za klinicky pribéh

perzistujicich forem astmatu ©.

Tzv. nealergické (intrinsic) astma vznikne i bez pfitomnosti alergenu. Ddvodem
vzniku muze byt stres, chlad, viry, namaha nebo polutanty. Mechanismus spusténi
neni zatim pfili§ znam, ale zfejmé budou stimulovany drazdiveé receptory senzorickych
nervl a bude tak dochazet k uvolnéni neuropeptidovych mediatoru, které nasledné
aktivuji mastocyty a dalSi buriky. DalSi prubéh je pak obdobny jako u alergického

astmatu ©,

3.1.8 Lécba

V poslednich letech doznala IéCba tohoto onemocnéni vyraznych zmén a jejim
dUsledkem je proto snizeni poctu hospitalizaci. Za hlavni milnik v terapii Ize povazovat
rok 1975, kdy byly do praxe zavedeny inhala¢ni kortikosteroidy a rovnéz vstup fixnich
kombinaci do Iécby v roce 1999. Prvni narodni |léCebna a diagnosticka doporuceni se
objevila prfed 20 lety. Tzv. Globalni iniciativa pro astma (GINA), ktera byla zaloZena
pod patronaci WHO v roce 1993, vydala svUj zakladni dokument v roce 1995. Ten je
pravidelné jednou ro¢né novelizovan na zakladé mediciny zalozené na dukazech.
V Ceské republice je narodni sesterskou organizaci GINA Ceska iniciativa pro astma

(CIPA), ktera byla zalozena 3 odbornymi lékafskymi spoleénostmi v roce 1996 19,
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Hlavnim cilem léCby je dosahnout pokud mozno plné kontroly nad astmatem tak,
aby u pacienta zustaly zachovany normailni plicni funkce, mohl vykonavat bézné
fyzické aktivity a aby byl minimalizovan vyskyt typickych pfiznakd a frekvence
exacerbaci. Na misté je také vyloucit nezadouci u€inky pfedepisovanych IéCiv. Pfesto
je sestaveni léCebného planu vzdy individualni pro kazdého pacienta. LécZebny
program je vzdy proces dynamicky, vychazejici z komplexniho posouzeni stavu
pacienta a je veden stupfiovité s ohledem na frekvenci a ¢etnost pfiznaku. Velkou roli
hraje i dobra spoluprace pacienta- pro efektivni I1éCbu je tfeba zvolit i optimalni
inhala¢ni pomulcky spolu s nazornou inhala¢ni technikou. Pravé zde totiz mizeme
v pfipadé nepochopeni naijit pFi¢inu nedostateéného udinku léciv @,

Vysvétleni pfiCin, pfiznakd a komplikaci nemoci, zdlraznéni nutnosti
dlouhodobé |1éCby a dodrzovani reZzimu alergika by mélo byt zakladni zasadou IéCby.
Alergie je celozivotni stav vyzadujici pozornost pacienta i lékafe ©). Preparaty
vyuzivané v |éCbé astmatu Ize rozdélit do dvou skupin:

1) Preventivni antiastmatika (tzv. udrZzovaci neboli dlouhodoba medikace) - léky

dlouhodobé pusobici, hlavni je protizanétlivy uc€inek- jedna se o nejdllezitéjsi
slozku v 1éCbé perzistujiciho astmatu

2) Rychle a kratce pusobici bronchodilatancia (Ulevova ¢&i zachranna medikace) -

odstranuji akutni potize (pfedevSim bronchokonstrikci), ovliviiuji pfiznaky a
exacerbaci choroby, jejich vliv z dlouhodobého hlediska je nepodstatny, protoze

nemaiji protizanétlivy uéinek )
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3.1.8.1 Preventivni antiastmatika

Jejich podani je kazdodenni a dlouhodobé a zahrnuje protizanétlivé Iéky a
bronchodilatancia s dlouhodobym ucinkem, tedy:
1) Inhalacni a systémové kortikosteroidy

2) Inhalacni a peroralni B2 mimetika s dlouhodobym uéinkem
3) Antileukotrieny

4) Retardované methylxantiny, kromony

5) DalSi latky (antihistaminika 2. generace nebo omalizumab)

Vy8e zminéna léCiva predstavuji hlavni terapeutické prostfedky k dosazeni
kontroly nad astmatem. K monoterapii se pouZzivaji inhalacni kortikosteroidy, které jsou
povazovany za zakladni a nejucinnéjsi skupinu IéC€iv kontrolujicich astma a peroralni
leukotrieny. Mnohem Castéji se vSak IéCiva kombinuji a to v zavislosti na stupni kontroly
astmatu, pficemz se voli nasledujici kombinace:

1) Inhalacni glukokortikoid+ LABA (samostatné nebo ve fixni kombinaci)
2) Inhalacni glukokortikoid+ peroralni antileukotrien
3) Inhalaéni glukokortikoid+ peroralni xantin v retardované Iékové formé

4) Inhalaéni glukokortikoid+ LABA+ peroralni antileukotrien nebo peroralni

xantin v retardované lékové formé

5) Inhalaéni  glukokortikoid+ Siroké kombinace vCetné peroralnich

kortikosteroidd a omalizumabu
Diky kombinacim dosahneme vySSi ucinnosti a zaroven je mozno snizit davky
inhala¢nich kortikosteroidu .
Lécba muze byt vedena v 5 stupnich:

1. Stupeni (tj. astma pod kontrolou)- B2 sympatomimetika s rychlym nastupem

ucinku jsou aplikovana podle potreby
2. Stupen (tj. astma pod &astecnou kontrolou) na vybér je:

-monoterapie nizkou davkou inhalaéniho kortikosteroidu nebo peroralné

podanym antileukotrienem
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3. Stupen (ij. astma pod ¢aste€nou kontrolou/nedostate¢nou kontrolou) na vybér

je terapie:
a) inhalacnim glukokortikoidem v nizké davce+ dlouhodobé plsobicim
B2 sympatomimetikem

b) inhala¢nim kortikosteroidem ve stfedni nebo vysoké davce

c) inhalaénim kortikosteroidem v nizké davce+ peroralné podavanym

antileukotrienem

d) inhalaénim kortikosteroidem v nizké davce+ peroralné podavanym

xantinem v retardované Iékové formé
4. Stupen (tj. astma pod nedostatecnou kontrolou) na vybér je terapie

a) inhalacnim kortikosteroidem ve stfedni nebo vysoké davce+

dlouhodobé plsobicim B2 sympatomimetikem

b) inhalaénim Kkortikosteroidem ve stfedni nebo vysoké davce+
dlouhodobé pusobicim B2 sympatomimetikem+  peroralné

podavanym antileukotrienem

c) inhalaénim kortikosteroidem ve stfedni nebo vysoké davce
+dlouhodobé plsobicim B2 sympatomimetikem+ peroralné

podavanym xantinem v retardované Iékové formé

5. Stupen (tj. obtizné |éCitelné astma), kdy se k trojkombinaci uvedené v bodé

(pfipadné i dalSi antiastmatika) nebo podkozné aplikovany omalizumab.

Prevalence tohoto typu astmatu v CR je 5% ()

Jednotlivé skupiny IéCiv:

1) Inhalaéni__kortikosteroidy (beclomethason, budesonid, ciclesonid,
fluticason)- momentalné skupina nejucinnéjsich protizanétlivych latek pisobi
na celou fadu faktort jako je zlepSeni plicnich funkci, snizeni bronchialni
hyperreaktivity, zmirnéni pfiznaku, redukce frekvence a tize exacerbaci nebo
zlepSeni kvality zivota. Indikaci je u vSech pacientl s perzistujicim astmatem.
Bylo prokazano, Ze dlouhodobé uzivani i malych davek téchto latek snizuje
mortalitu astmatu, ovSem pokud je IéCba prerusena, dochazi naopak k jeho

zhordeni @,
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2)

3)

Jejich uc€inek spocCiva v pfestupu pres cytoplazmatickou membranu a
nasledném navazani na specifické ,rozpustné“ receptory umisténé
v cytoplazmé. Takto vytvofeny komplex je pfenesen do jadra bunky, zde se
navaze na specificka mista nékterych genl v oblasti regulujici transkripci.
Dochazi tak ke stimulaci exprese nékterych genl a nasledné syntéze
pfislusnych bilkovin, nékteré geny jsou naopak potlacovany, a to predevsim
ty, které umoznuji rozvoj zanétlivé reakce. Kortikoidy inhibuji pronikani bunék
zanétu do tkani postizenych zanétem a také inhibuji aktivaci a tvorbu
komplexu antigen-protilatka, ¢imz je utlumena pozdni faze alergické reakce
.

Pfed ¢asem bylo prokazano, Ze je velmi prospésna kombinace téchto latek
s B2 mimetiky s dlouhym ucinkem. Jejich vzajemné pozitivni pfinos spocCiva
predevsim v procesu, kdy kortikosteroidy zvysuji expresi B2 receptort (tim se
brani rozvoji tolerance, ktera by vznikla pfi dlouhodobém podavani téchto
latek). LABA naopak pfipravuji receptor pro kortikosteroidy, ktery je
v cytosolu vazan v neaktivni formé, ¢imz se zjednoduS$i vznik aktivniho
komplexu kortikosteroid-receptor. Tyto poznatky pak vedly k zavedeni fixnich
kombinaci téchto latek, které se aplikuji pomoci jednoho inhalatoru a vedou
ke zlepSeni compliance pacienta.

V soucCasné dobé se jedna o kombinace budesonid/formoterol (SYMBICORT
TURBUHALER) beclomethason/formoterol (COMBAIR, FORMODUAL) nebo
fluticason/ salmeterol (DUASPIR DISKUS, SERETIDE INHALER, SERETIDE
DISKUS). Uginek je synergicky, tudiz je mozno podavat niz&i koncentrace
obou zminénych latek. Jedna se o nejucinnéjSi kombinaci preventivnich |&Civ,

s nimiz Ize u nékterych pacientt dosahnout Uplné kontroly astmatu ©.

Systémové kortikosteroidy (methylprednisolon, prednison, triamcinolon)-

mechanismus ucinku je stejny jako u inhalacné podavanych IéCiv, nicméné
mnozstvi nezadoucich ucinkd je podstatné vysSi. Neni zadouci jejich
dlouhodobé uzivani, proto jsou podavany pouze u tézkého perzistujiciho

astmatu. Podani mize byt v peroralni, injekéni ¢i rektalni formé ©).

B2_mimetika s dlouhym udinkem (LABA)- latky pusobici relaxaci hladkého

svalstva bronchu bud peroralni (clenbuterol, procaterol) nebo mnohem
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4)

5)

vyhodnéjsi inhalaéni cestou (formoterol, salmeterol). ZlepSuji mukociliarni
clearance, snizuji vaskularni propustnost nebo mohou upravovat uvolnéni
mediatort z mastocytl a bazofilh. Jejich protizanétlivy ucinek je minimalni,
pusobi nejméné 12 hodin ©). Jejich plsobeni je zalozeno na kompetitivnim
selektivnim agonismu na adrenernich (2 receptorech. Jejich stimulaci dojde
ke zvySeni koncentrace cAMP, dale pak k aktivaci proteinkinazy, fosforylaci
cilovych bilkovin a vysledkem je pak relaxace hladké svaloviny bronchu (ale
téZ svaloviny délohy a cév po systémovém podani). Timto zplsobem lIze
zabranit bronchokonstrikci navozené napf. metacholinem, histaminem,

inhalaci studeného vzduchu nebo alergenem ).

Kromony (nedokromil)- mechanismus ucinku je postaven na stabilizaci

membran mastocytl, bazofill a dalSich bunék zanétu (snizuje schopnost
jejich chemotaxe), coz vede k inhibici uvolnéni histaminu, leukotrient a
ostatnich mediatord zanétu. Obnovuji uzavér chloridovych kanald v bunééné
membrané a brani odtoku chloridovych iontli z aktivované buriky @. Tlumi i
neurogenni drazdéni, takze potlacuji kasel a bronchokonstrikci zpisobené
télesnou zatézi, vzdudnymi polutanty nebo inhalaci studeného vzduchu.
Uginek na rozsifeni bronchti je minimalni, uzivany jsou hlavné jako
udrzovaci lé¢ba u lehkého a stfedné téZzkého astmatu. Vyhodou nedokromilu
je jeho inhala¢ni aplikace a minimum nezadoucich ucinkd. Uzivan je i do

kombinaci M. Nastup ucinku trva vétsinou tydny ©).

Antileukotrieny (montelukast, zafirlukast)- jejich cilem je kompetitivné

antagonizovat uginek leukotrienovych mediator( zanétu. Uginek leukotrient
Ize inhibovat i zasahem na urovni 5- lipooxygenazy, ovSem inhibitorem tohoto
enzymu je pouze v CR neregistrovany zileuton . Leukotrieny maiji
pfedevsim vazoaktivni, prozanétlivou a bronchokonstrikéni aktivitou. Vznikaji
plusobenim 5- lipooxygenazy na kyselinu arachidonovou uvolnénou
Z bunéné membrany pusobenim fosfolipazy A2, a to hlavné v zirnych
burikach, monocytech, eozinofilech ale také v burikach cévniho endotelu @.
Uzivany jsou hlavné v terapii ponamahového astmatu nebo astmatu
navozeného kyselinou acetylsalicylovou. U tézce nemocnych pacientl mohou

snizit davku podavanych kortikosteroidi @). Jejich vyznam v posledni dobé
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stoupa predevsSim proto, ze mohou byt vyuzity v monoterapii. PouZiti je

samoziejmé mozné také do kombinace .

6) DalSimi pouzivanymi latkami mohou byt antihistaminika 2. generace

(desloratadin, levocetirizin nebo rupatadin), které maji vyznam spiSe

v terapii sezénniho pylového astmatu.

V posledni dobé je rovnéz velmi oblibena terapie pomoci monoklonalnich
protilatek, kde je hlavnim zastupcem omalizumab jako rekombinantni monoklonalni
protilatka proti imunoglobulinu Ig E @. Tato latka inhibuje ¢asnou i pozdni alergickou
reakci jesté pred jejim spusténim. Vaze se na volné cirkulujici molekuly IgE, se kterymi
tvofi solubilni trimerické komplexy, které jsou pak vychytavany retikuloendoteliarnim
systémem a vyluCovany ledvinami. Latka se také vaze na molekuly IgE exprimované
na B- lymfocytech a tim sniZuje uvolfiovani jejich mediatort do cirkulace a inhibuje
tvorbu novych molekul IgE. Vyhodou je nemoznost vazby na IgE protilatky na povrchu
mastocytl, ¢imz se minimalizuje riziko anafylaktické reakce, ktera by mohla nastat po
premosténi dvou IgE molekul a nasledné degranulaci mastocytu. Vysledkem vSech
téchto procesu je snizeni hladiny IgE o 96-99% pUvodnich hodnot a rovnéz snizeni
bronchialni hyperreaktivity. Jedna se o IéCbu velmi u€innou a bezpecnou, s minimem
nezadoucich ucinka 9. Podkozni aplikace se provadi jednou za 2-4 tydny podle vahy
nemocného a celkového IgE (Ul/ml). LéEba omalizumabem je dlouhodoba, prvni
ucinky se dostavuji za 12-16 tydnu. Vazba této latky na Ig E zabrani vazbé komponent
spojenych s rozvojem zanétu. Podavan je u tézkych stavl, kdy nezabiraji ani vysoké
davky kortikosteroidd- dokaze redukovat tézké zachvaty, zlepSuje dlouhodobou
kontrolu nad astmatem. LéCeni jsou pouze dospéli a dospivajici pacienti, jejichz astma
je prokazatelné zprostfedkovano imunoglobulinem E. LéCba ovSem neni dosud pfilis

rozSifena z dlivodu velmi vysokych nakladl s ni spojenych.
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3.1.8.2 Ulevova antiastmatika

Patii zde latky, které velmi rychle uvolfiuji konstrikci broncha pfi exacerbaci
astmatu (tzv. astmaticky zachvat). Jsou podavany podle potieby k potlaceni akutni
dusnosti a jsou rovnéz indikovana u pozatézového bronchospasmu @.

Radime zde:

1) Inhalacni a peroralni 32 mimetika s rychlym nastupem ucinku a formoterol
2) Inhalaéni anticholinergika

3) Systémové kortikosteroidy

4) Methylxantiny s kratkym u€inkem

Astmatickym zachvatem neboli exacerbaci astmatu je mySlen stav postupného
narlUstani dusnosti, kasle, hvizdavého dychani, pocitt tihy na hrudi a jejich kombinaci,
které mohou vyustit az v ohrozZeni Zivota (Y. Exacerbace mohou mit rychly zagatek
(minuty aZ hodiny) nebo pomaly zagatek (az 2 tydny). Navrat do stavu pfed exacerbaci
trva 5-14 dni ©. Pokud k exacerbaci astmatu dojde, znamena to, ze astma neni pod
dostate¢nou kontrolou (9,

RozliSujeme 3 formy exacerbace:

1) Lehka forma- projevi se zrychlenym dychanim, prodlouzenim vydechu, nékdy

i podrazdénosti, neklidem nebo pocitem uzkosti

2) Stfredné téZka forma- pacient vyhledava polohu vsedé, vyjadfuje se pouze

v kratkych vétach, pfi delSi feci se zadychava, hrudnik je v inspiracni poloze,

objevuji se hlasité piskoty a hvizdavé projevy, dité je neklidné a odmita stravu

3) Tézka forma exacerbace- objevuji se pfiznaky jako neschopnost dokoncit

vétu na jeden dech, tachykardie nad 110/min, tachypnoe nad 25/min, pfi

progresi piskavé dychani mizi a dychani je tiché @,

Domaci |écba téchto stavu obnaSi sebekontrolu pacienta, kdy si pomoci
vydechoméru zkontroluje stav bronchialni obstrukce, dale se vétSinou postupuje podle
instrukci, které pacient od |ékare individualné dostava. VétSinou je nutno aplikovat
inhalacné rychle pusobici B.. sympatomimetikum (napf. salbutamol), jehoz aplikace se

opakuje v pribéhu prvni hodiny co 20 minut a dale podle uc€inku kazdé 4 hodiny. Podle
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potfeby |ze uzit peroralné prednison - tento postup je upfednostnovan spis nez zvyseni

davky inhala¢nich kortikosteroid(, které se mohou zvysit az na 4- nasobek ™,

Zakladem lékarské péce je podani kysliku, opakovana aplikace inhalacnich [32-

sympatomimetik s rychlym nastupem ucinku (mozna je i kombinace s ipratropiem) a

systémové podani kortikosteroidl, vétSinou peroralné (injekéni aplikace je nutna

pouze u tézkych stavl). V pfipadé problematického inhalaéniho podani f2

sympatomimetik je mozno podat latky peroralné. V IéEbé pouZité pro zviadnuti

zachvatu by se mélo pokracovat jesté po dobu 5-10 dni @.

Jednotlivé skupiny IéCiv:

1)

2)

3)

Inhalaéni sympatomimetika s rychlym nastupem ucéinku (salbutamol,

terbutalin, fenoterol)- jejich mechanismus uc€inku byl zminén jiz v kapitole
dlouhodobé plisobicich sympatomimetik. U&inek nastupuje do né&kolika minut
a pretrvava 4-6 hodin a dokaze kratkodobé zlepsSit bronchokonstrikci a
ventilacni funkce. Do této skupiny byva zafazen i formoterol, ktery i pfes svj

dlouhodoby ucinek ma velmi rychly nastup ©.

Inhalaéni anticholinergika (ipratropium)- podstatou pusobeni je kompetitivni

antagonismus acetylcholinu na muskarinovych receptorech M1, M2, M3.
Blokuji postgangliovou eferentni vagovou cestu, ¢imz dojde k bronchodilataci
a zaroven je zabranéno bronchokonstrikci zpusobené acetylcholinem.
Neovliviuji mukociliarni motilitu, jejich vliv na tvorbu sputa a viskozitu je
minimalni, ale dlouhodoba aplikace sniZuje jeho objem .Opét nemaiji vliv na
zanét, jejich ucinek oproti B> mimetikim je pomalejsi a bronchodilatace menSi.
Jedna se o alternativu pro pacienty, ktefi nemohou uzivat B2- mimetika
z davodu nezadoucich ucinkd jako je tfes nebo tachykardie. Ipratropium je
latka obsahuijici kvarterni dusik a tudiz Spatné prochazi pres bariery- proto se

aplikuje pouze inhala¢né. Vyuziva se rovnéz jeho kombinace s B2 mimetiky
©)

Systémové kortikosteroidy se jako rychle plsobici |&€Civa podavaji peroralné

(vétSina pripadu) nebo parenteralné. Jsou dulezitymi Iéky v terapii, prestoze
nastup jejich uc€inku je pozvolny. Uzivat by se méli kratkodobé&, maximalné 10

dni @M. Pasobi preventivné proti progresi exacerbace, snizuji navstévy

22



4)

ambulanci i hospitalizace. Po vymizeni pfiznakl je mozno léky vysadit nebo

snizit za predpokladu, Ze pokracuje l1é¢ba inhala¢nimi kortikosteroidy ©).

Methylxantiny s kratkym ufinkem- jedna se o inhibitory fosfodiesterazy typu

1-4 (nejvice ovSem typu 3), v disledku toho dochazi ke zvyseni hladiny cAMP
a tim je vyvolana relaxace hladké svaloviny dychacich cest (bronchodilataéni
ucinek) a plicnich cév. Jejich vliv na imunitni systém spociva predevsim
v potlaceni uvolfovani IL-4 a IL-5, snizuji také hladiny eozinofilniho
kationového proteinu ve sputu a snizuji tvorbu prozanétlivych cytoking.
Stimuluji dechové centrum, zvySuji plicni vydej a cévni plicni rezistenci,
podporuji perfuzi ischemického myokardu, zfejmy je jejich mirné diureticky
ucinek a dilatacni efekt na hladké svaly traviciho ustroji, Zlu€ovych cest a
snizuji kontraktilitu délohy. Lehce snizuji degranulaci zirnych bunék a
antagonizuji plsobeni prostaglandind. Podporuji mukociliarni  motilitu,
stimuluji sekreci kyseliny chlorovodikové v Zaludku a vylu€ovani
katecholaminud z nadledvin (). Tyto latky byly dfive pfedepisovany hojné, nyni
jsou jiz preferovany jiné skupiny latek. Theofylin proto byva indukovan jako
doplrikova Ié€ba u pacientl s téZko kontrolovatelnym astmatem. Nehodi se
pro inhala¢ni aplikaci, musi byt proto podavan celkové, peroralné se podava
jako profylaxe zachvatu (napf. vec€er pro eliminaci no¢nich zachvatt) nebo
intravendzné pii akutni exacerbaci. InjekCné je u nas registrovan pouze

aminofylin ©).

Astma bronchiale je doposud klasifikovano jako nevylécitelné onemocnéni, které

je ale mozno udrzet pod kontrolou. Cilem je nastavit takovou Ié€bu, aby pfi co nejmensi
ucinné davce IéCivého pfipravku byl nemocny bez typickych pfiznakl a omezeni
v kazdodennim zivoté.Je-li tomu naopak, je tfeba |éCebny pfistup pfehodnotit a upravit
(). Nabizeji se nové 1é6ebné moznosti véetné protizanétlivé profylaxe, nové aplikaéni
systémy, objasnéni genetické ulohy, otazka vylécitelnosti onemocnéni. Velka nadéje
se rovnéz upina k moznostem prenatalniho ovlivnéni choroby. Momentalné vsak
zUstava nepodcenitelnym zakladem pfi diagnostice a vedeni IéCby vytvoreni optimalni,
fungujici, pro vSechny zucastnéné pfinosné a nékdy tézko dosazitelné vzajemné

spoluprace mezi pacientem, praktickym lékafem a odbornym Iékafem .
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3.1.8.3 Novinky v lé€bé astmatu

V soucasné dobé je v rizné fazi vyzkumu na 160 latek, které by mohly pfispét

k rozSifeni stavajici palety antiastmatik. NejCastéji se jedna o nové fixni kombinace

latek nebo o latky ze skupiny inhibitoru fosfodiesterazy 4, ktera byla popsana teprve

nedavno. Inovaci pfedstavuji molekuly s dualnim mechanismem ucinku- tzv. M3

antagonisté/ B2-agonisté (MABA). Z téchto novych latek byla v nedavné dobé na trh
uvedena fixni kombinace fluticason propionat + formoterol fumarat (FLUTIFORM)
nebo je mozno se setkat s novou latkou roflumilastem (DAXAS). Novou kombinaci
latek pfinasi také pfipravek RELVAR ELLIPTA, kde se jedna o kombinaci inhalacniho
kortikosteroidu (fluticason furoat) a ultradlouhodobé pusobiciho B antagonisty
(vilanterolu). Jeho vyhodou je synergické pusobeni obou molekul a 24hodinovy ucinek
29,V klinickém vyvoji se také naléza mometason furoat v kombinaci s indacaterolem-
latkou, ktera je zastupcem ultradlouze plsobicich B2 mimetik, které byly do klinické
praxe uvedeny teprve nedavno. Do této skupiny latek muzeme dale zaradit i dalSi
nadéjné molekuly- carmoterol, milveterol, GSK-642444, BI-1744-CL, LAS-100977
nebo PF-00610355.

Vyzkum je veden i smérem Kk ovlivnéni imunokompetentnich bunék. Jako
vyznamné se jevi ovlivnéni aktivity mastocytd, inhibice ucinku imunoglobulinu IgE a
TNFa. Nedavno byla do praxe s nadéji uvedena humanizovana monoklonalni
protilatka proti IgE — omalizumab. Pfestoze se jedna o velmi nadéjnou latku v terapii,

stavajici vysoka cena léku neumoznuje jeho SirSi vyuziti. Na trh se nové dostalo i viibec

prvni non-inhalacni IéCivo k IéCbé tézké formy astmatu mepolizumab (u nas dosud
neregistrovany |ék NUCALA nebo MEPOLIZUMAB), coz je rovnéZz humanizovana
monoklonalni protilatka IgG proti interleukinu IL- 5, ktery ma hlavni u€inek v stimulaci
dozravani, diferenciace, mobilizace, aktivace a zivotnosti eozinofill. Proto se pocita
s jeho vyuzitim i v Ié¢bé& hypereozinofiiniho syndromu @9, Na interleukiny rovnéz
pusobi antagonisticky rekombinantni protein pitrakinra, jehoz ucinkem je dualni
antagonismus interleukinu IL- 4 a IL- 13, coZz ma za nasledek omezeni €innosti Th2
lymfoctl. Antagonisticky proti IL- 9 pusobi i dal§i humanizovana monoklonalni
protilatka MEDI-528, jejiz profil je analogicky jako pitrakinra. Studie probihaji i s dalSi

monoklonalni protilatkou a zaroven inhibitorem IL 13 lebrikizumabem ©9.
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Pozitivni informace se objevuji také o molekule tranilastu, ktera byla popsana jiz
v 80. letech a ktera také inhibuje aktivaci mastocytt a pusobi rovnéz proti fibrotizaci
tkané.

| ve skupiné methylxantinl, kde je hlavni zastupce teofylin s velkym mnozstvim
nezadoucich ucinku, se objevuji novinky. Nadéji skyta doxofylin, ktery ma s teofylinem
srovnatelny uCinek a zaroven daleko lepSi bezpecnostni profil. Mezi antagonisty
leukotrienovych receptort nachazime pranlukast nebo novy inhibitor 5- lipooxygenazy,

kterym je vedle zileutonu také latka s oznatenim PF-4191834 ®).
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3.2 ADHATODA

Obrazek 1: Justicia adhatoda

CELED - Acanthaceae- pryskyfnikovité
ROD - Adhatoda (nesména)
DRUH - Adhatoda vasica (nesména IécCiva)

SYNONYMUM - Justicia adhatoda, Adhatoda zeylanica

ALTERNATIVNiIi CESKA JMENA - nesména cévnatd, adhatoda vasica, adathoda

|édiva, vasaka, adhatoda, vasa, adulsa

JAZYKOVA VARIANTA - Malabar nut (2

3.2.1 Popis rostliny

Kef muze dorast vySky od 1 do 2,5 metru. Listy jsou dlouhé 10-16 cm, drobné
pyfité a Siroce kopinaté. Po usuSeni chutnaji nahofkle, maji nahnédle zelenou barvu a
voni po Caji. Kvétenstvi je husté, stopkaté, koruna je velka a bila s fialovym pruhovanim

na spodnim okraji. Plodem jsou malé tobolky se 4 semeny. (18:27:28.22)

3.2.2 Vyskyt

Tento divoce rostouci stalezeleny kef je mozno nalézt v tropickych oblastech
jihovychodni Asie ). Objevuje se tak predevsim v oblasti Sri Lanky, Nepalu, Indie,
Pakistanu, Indonésie, Malajsie, Ciny nebo Panamy 7
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3.2.3 Rostlinné drogy

K 1é€ebnym ucelim se pouzivaji zejména kofeny, plody a kvéty.

3.2.4 Obsahové latky

Biologicky aktivnimi a nejdulezitéjSimi latkami jsou hlavné alkaloidy, z nichz
nejvyznamnéjSi je vasicin (ziskany z listl), dale rostlina obsahuje 2- hydroxy- 4-
glukosyloxychalcon, vasicol (z listd), oxidacni produkt vasicinu vasicinon (z listd,
stonkl a kofenu), vasicinol (ve stoncich a kofenech) a deoxyvasicinon (v listech), dale
pak rostlina obsahuje vitamin C, karotenoidy a silice ¥. V pfirodé existuje vétsi
mnozstvi morfotypl této rostliny, které se mimo jiné liSi i obsahem vasicinu. Bylo
zjisténo, Ze obsah ucinnych latek v rostliné kolisa v prabé&hu roku. Pfestoze je tato
rostlina pouzivana jiz tisice let, stale neni pfesné znam molekularni mechanismus
pusobeni v lidském téle (13.28.22),

Molekula vasicinu byla poprvé izolovana v roce 1924 Senem a Ghosem a velka
pozornost ji byla vénovana hlavné v letech 1960-1980. Ve svém pfirozeném stavu je
molekula opticky aktivni, pfi extrakci dostaneme racemické formy (3. Vasicin je
totozny s alkaloidem peganinem ziskanym z Peganum harmala (syrska routa
vytrvald), ktera je zdrojem halucinogennich harmalinovych alkaloidd. Strukturou se

jedna o tricyklické derivaty chinazolinu. 3

3.2.5 Vyuziti

Zejména v Indii je tato rostlina pouzivana v lidovém I|éCitelstvi jiz pfes 2000 let
jako bronchodilatacni a expektoracni prostfedek pfi respiracnich onemocnénich.
Farmaceuticky pramysl uziva tuto rostlinu pro vyrobu pfipravku, které pfiznivé ovliviuiji
fyziologické funkce plic a dychacich cest, chrani plice pfed nepfiznivym vlivem
znecCisténého vnéjSiho prostfedi a pfed alergeny, pfi rymé a nachlazeni pomaha
uvolhovat dychaci cesty, snizuje viskozitu bronchialniho hlenu a usnadruje

vykaslavani 27, Vasicin dale vykazuje antioxidaéni, hepatoprotektivni,

antidiabetickou a_protizanétlivou aktivitu (32822, Viastni mechanismus pfiznivého

ucinku na respiracni trakt spoCiva v tom, ze ucinné latky funguji jako kompetitivni
antagonisté inhibujici uCinky acetylcholinu na presynaptické membrané nervovych
zakonceni vlaken bloudivého nervu v dychacich cestach. Tim dochazi k relaxaci

hladké svaloviny dychacich cest, k jejich uvolnéni a ke zvySeni sekrece hlenu ©,
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Vasicin je rovnéz silnym stimulantem respirace, ma trombopoetické a uterotonické

ucinky a vykazuje stfedné silnou_hypotenzni aktivitu. Uterotonicka aktivita je vyvolana

predevsim potenciaci prostaglandinu.??

Tato rostlina byla rovnéz zkoumana jako antitusikum na morcatech a kralicich.
Kasel byl u zvifat vyvolan mechanicky, chemicky a elektricky. Po i. v. podani byl u€inek
na kasel zplsobeny mechanicky a elektricky nizs§i nez u kodeinu, po p. 0. podani u
elektricky navozeného kasle byl Géinek obou latek srovnatelny ). Adhatoda byla
rovnéz zahrnuta do vyzkumu bylinné smési, skladajici se ze ¢tyf dalSich rostlin, ktera
dostala nazev Pentapala 04. Jeji ucinky byly zkouSeny na potkanech kmene Wistar a
potvrdily mozny antioxidaéni potencial v plicich a tudiz i mozny efekt v Ié€bé astmatu.
(29)

Latky s podobnou strukturou jsou ovéem také ambroxol a bromhexin, tedy latky,

které nasly uplatnéni v humanni mediciné jako u¢inna mukolytika ©).
LD
N
OH

Obrazek 2: Vasicin

[ﬁ“ﬁ NHL
ey

Br

Obrazek 3: Bromhexin

O .
®

Br

Obrazek 4. Ambroxol

3.2.6 Slouceniny

Slouceniny, které jsou pfipraveny chemickou modifikaci molekuly vasicinu
rovnéz inhibuji degranulaci zirnych bunék a maji tudiz silny bronchodilatacni a
antialergicky ucinek. V poslednich letech probéhly studie zkoumajici vyuziti nejen

samostatné rostliny (popfipadé jejich izolovanych frakci), ale také modifikovanych
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ucinnych latek. Jiz zminéné alkaloidy pfi nich vykazovaly protizanétlivy ucinek, ktery je
srovnatelny s u€inkem hydrokortizonu.

6,7,8,9,10,12 - hexahydroazepin - [2, 1-b] - chinazolin - 12 - on (oznacovany

jako RLX) je slou€enina, ktera byla ziskana chemickou modifikaci vasicinu a u niz byly
zkoumany bronchodilata¢ni ucinky. Tato latka inhibuje degranulaci zirnych bunék a
tedy uvolfiovani histaminu, snizuje aktivitu cCAMP fosfodiesterazy a lipooxygenazy a
inhibuje vychytavani vapniku. Uginky dokazuji, Ze ptisobi dlouhodobé a srovnatelné
s kromoglykatem sodnym a aminofylinem.

Dalsi modifikaci je 2,4-diethoxy-6,7,8,9,10,12-hexahydroazepino[2,1-

b]lchinazolin-12-on, znamy jako 95-4. SlouCenina opét vykazuje bronchodilatacni

ucinky. Zjistilo se, Ze ma silnéjSi relaxacni ucinek na hladky sval nez teofylin, ale slabsi

udinek nez salbutamol v zakladni davce (1629
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4 CiL PRACE

In vitro stanovit relaxacni aktivitu dvou strukturalnich obmén chinazolinovych

alkaloidu (VN 004 a VN 009) na hladké svaloviné izolované prudusnice potkana.
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5 EXPERIMENTALNI CAST

5.1 POUZITY MATERIAL

5.1.1 Chemikalie

Tabulka 1: Pouzité chemikalie

Nazev Vzorec Vyrobce MwW
Theophylline, anhydrosus, Sigma-Aldrich
Neuveden na obalu 180,17
minimum 99% chemie Germany
Carbamoylcholine chloride, Sigma-Aldrich
Neuveden na obalu 182,65
99% chemie Germany
Penta Chrudim,
Chlorid sodny p.a. NaCl . . 58,44
Ceska republika
Penta
Chlorid draselny p.a. KCI Chrudim,Ceska 74,56
republika
Penta
Hydrogenuhli¢itan sodny .
NaHCOs Chrudim,Ceska 84,01
p.a.
republika
Dihydrogenfosforecnan .
KH2PO4 RNDr. Jan Kulich 136,09
draselny p.a.
Penta
Siran hofeCnaty o
MgSO4 . 7H20 Chrudim,Ceska 246,47
heptahydrat p.a. .
republika
Penta
Chlorid vapenaty bezvody .
L CaCl Chrudim,Ceska 110,99
praskovy p.a.
republika
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Penta
D- glukosa monohydrat p.a. | C1eH1206 . H20 Chrudim,Ceska 198,17
republika
Carbamoylcholine chloride, Sigma-Aldrich
Neuveden na obalu 182,65
99% chemie Germany

5.1.2 Pristroje a pomucky

laboratorni vahy Kern

termostat

plynova bomba s pneumoxidem — smés 95% 02 a 5% CO: (Linde gas)
laboratorni sklo

operacéni nastroje ( pean, nlizky, pinzety)

aparatura na izolované organy ( Multi chamber tissue bath system, Experimetria Ltd.,
Budapest, Madarsko) s vyhodnocovacim Software (S.P.E.L. Advanced Kymograph

Software, Experimetria Ltd., Budapest, Madarsko)

Obrazek 5: Aparatura na izolované organy spolu s vyhodnocovacim softwarem
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5.1.3 Pokusna zvirata

Experimenty byly provadény na potkanech kmenu Wistar, samcich o hmotnosti
250 — 300 g, ktefi pochazeli z BioTestu s.r.o. Konarovice a ktefi byli rozdéleni do
nahodnych skupin. Zvifata byla pfed pokusem adaptovana nejméné 7 dni ve vivariu
FaF UK. Zde byla chovana za standardnich laboratornich podminek - krmena
standardni peletizovanou potravou s pfistupem k pithé vodé ad libitum. Pfed
experimentem byla zvifata vzdy ponechana 24 hodin nalac¢no.

Pokusy byly provadény v souladu se zakonem €. 246/1992 Sb. O ochrané zvifat
proti tyrani a se souhlasem Etické komise Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy

v Hradci Kralové.

5.1.4 Testované latky

Testované latky byly syntetizovany na Katedfe anorganické a organické chemie
Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové a jako vychozi struktura byl pouzit 4-
hydroxychinazolin. %

Testovali jsme latky odvozené od vasicinu s vasicinonu:

(LR

OH

Obrazek 6: Vasicin

Obrazek 7: Vasicinon
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Nami testované latky:

DERIVAT CHINAZOLINU S etylsulfanylovym FRAGMEMNTEM
VN 004 M = 233,33
s
4-dimetylaminoetylsulfanylchinazolin N
v etyl v 5 e ey
Ry
o
N,J
DERIVAT CHINAZOLINU S ETYLAMINOVYM FRAGMENTEM
VN 000 My = 256,35
(N-[2-(piperidin-1-yl)etyl]chinazolin-4-amin) wa“
TN
HF-A

5.2 METODIKA

5.2.1 Priprava Krebs-Henseleitova roztoku:

Navazené substance (viz tabulka 2) jsme oddélené rozpustili v destilované vodé
a nasledné smichali. Nakonec jsme do témér hotového roztoku pfidali chlorid
vapenaty, abychom zabranili vysrazeni slabé nerozpustnych vapenatych soli. Roztok

jsme pak doplnili destilovanou vodou na pozadovany objem.
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Tabulka 2: SloZeni Krebs-Henseleitova roztoku (g/l)

Latka Mnozstvi [g/l]
NaCl 6,8

KCI 0,35

CaCl; bezvody 0,28

NaHCO3 2,1

KH2PO4 0,14
MgSO4.7H20 0,29

Glukoza 2,0

5.2.2 Provedeni pokusu

Vybraného jedince potkana, kterého jsme kratce pfed pokusem usmrtili
exsanguinaci, jsme fixovali na operacni stolek a po odstfihnuti kozni fasy v oblasti krku
jsme zapocali s preparaci trachey. Tu jsem obnazili a oddélili ji od pfilehlych Casti
dychaci soustavy v oblasti bifurkace. Nasledné jsme ji vertikalné rozstfihli stfedem
podkovovitych chrupavek. Timto zplsobem jsme ziskali asi dvoucentimetrovy usek
trachey, ktery jsme ihned po preparaci urychlené pfemistili do Krebs-Henseleitova
roztoku.

V roztoku jsme prudusnici ocistili od zbyvajici pojivové tkané a nasledné jsme
tracheu upravili tak, aby byla hladka svalovina ve stfedu preparatu. Bylo nutno tracheu
rozstfihnout tak, abychom ziskali 4 testovaci prouzky. Zavésné ligatury jsme umistili
na protilehlych stranach trachealniho prouzku a takto preparat zaveésili do lazné na
izolovany organ. Nadobka obsahovala 5 ml Krebs-Henseleitova roztoku, zahrfatého na
37 °c a pro dodrzeni fyziologickych podminek byl do nadobky vhanén pneumoxid (95%
0, a 5% CO,).

Cely pribéh experimentu od kalibrace (byla provedena pfed umisténim
preparatu do nadobky) az po vysledny graficky vystup fidil pocital se specialnim
softwarem (S.P.E.L. Advanced Kymograph Software), ktery je vystupnim zafizenim

aparatury (Multi chamber tissue bath system).
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Pfed samotnym méfenim bylo tfeba provést stabilizaci preparatu. Ten jsme
nejprve zatizili 2,5 g a nechali 30 minut stabilizovat, pfi¢emz bylo dilezité provadét co
10 minut vyplach Zivného roztoku. Po dané dobé jsme snizili zatéz na 1 g a vyckali,
dokud se kfivka neustalila.

Pfed samotnym testovanim bylo nejprve potfeba vyvolat kontrakci potkani
trachey a poté sledovat, do jaké miry maji nami testované latky schopnost jeji hladkou
svalovinu relaxovat. Kontrakci jsme vyvolali pfidavanim 50 ul roztoku carbacholu (10 -
3 M), takZe vysledna koncentrace v roztoku byla 10 > M.

Druha aplikace carbacholu byva zpravidla vyraznéjsi, proto jsme po aplikaci prvni
davky provedli vyplach a po stabilizaci kfivky jsme aplikovali davku druhou. Po
maximalni kontrakci preparatu (ktera se v zaznamu projevi vodorovnou linii) jsme
zacali aplikovat jednotlivé kumulativni davky nami testovanych latek. Vzdy bylo ale
tfeba pocCkat, az se kfivka po predeslé aplikaci dané koncentrace ustali. Aplikace
probihala pomoci mikropipet v davkach : 10" M, 10®M, 10°M, 5x10°M, 7,5x
10°M, 10%M, 2,5x10%M, 5x10*M, 7,5x10%M.

Po podani v8ech davek jsme navodili maximalni relaxaci hladké trachealni
svaloviny theofylinem v davce 102 M.

Relaxa¢ni ucinek kazdé koncentrace testované latky jsme vyjadfili jako
procentualni zménu v poméru k maximalni relaxaci navozené teofylinem. Ziskané
hodnoty jsme zpracovali v programu GraphPad Prism 5. Metodou nelinearni regrese
byly ziskany DRC kfivky a hodnoty EDso pro latky VN 004 a VN 009. Kfivku pro
theofylin véetné hodnoty EDso jsme prevzali z diplomové prace. % Hodnotou EDsy,
ktera je oznaCovana nékdy také jako tzv. “stfedni uc€inna davka“, rozumime davku,ktera
vyvola |é€ebny ucinek u 50 % populace.

Ziskané hodnoty byly analyzovany pomoci one-way ANOVA testu. Rozdily byly

povazovany za signifikantni, pokud p<0,05.

36



6 VYSLEDKY

U testovanych latek VN 004 a VN 009 jsme zjiStovali jejich schopnost in vitro
relaxovat hladkou svalovinu potkani trachey. Relaxacni u€inek kazdé davky jsme
vyjadfili jako procento z maximalni relaxace, kterou navodil theofylin. K porovnani
ucinnosti novych latek se jako standard zpravidla pouziva theofylin, ktery ma vyrazny

bronchodilataéni efekt. Pokud jsou kfivky posunuty vice doleva, vykazuje testovana

latky vétsi relaxacni ucinek nez theofylin.

Obé zkoumané substance VN 004 a VN 009 relaxovaly hladkou svalovinu
pradusnice prekontrahovanou karbacholem (10 M). Po kumulativnim davkovani latky
VN 009 byl zaznamenan relaxaCni potencial na izolovanou potkani tracheu oproti
standardni latce theofylinu (obrazek 9). Z prabéhu DRC kfivky pro dalSi testovanou

latku VN 004 je patrny jesté vyraznéjsi relaxacni ucinek oproti standardu (obrazek 8).
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Obrazek 8. Relaxacni ucinek derivatu chinazolinu s ethylsulfanylovym fragmentem v porovnani

s theofylinem
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Obréazek 9: Relaxacni ucinek derivatu chinazolinu s etylaminovym fragmentem v porovnani s

theofylinem

Obé hodnoty EDso testovanych latek byly signifikatné rozdilné od standardu
theofylinu (tabulka 3). Na zakladé porovnani hodnot EDso vyplyva, Ze derivat s
ethylaminovym fragmentem VN 009 byl méné u€innym derivatem, nicméné i tak
vykazoval vétsi aktivitu ve srovnani s theofylinem (tabulka 4). Naopak silngjSi relaxacni
ucinek vykazal druhy z derivatl s ethylsulfanylovym fragmentem VN 004, jehoz
hodnota EDsp byla 32,5 krat nizSi nez hodnota EDsg theofylinu (tabulka 5).

Tabulka 3: hodnota ED 50 standardni latky-theofylin

Theofylin ED50 + SEM

n =24 [umol/l] 1888 + 72
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Tabulka 4: hodnota ED 50 testované latky VN 009

Derivat chinazolinu s etylaminovym EDso 2 SEM | EDsg je
fragmentem [umol/l] signifikantni
vugci teofylinu
P<0,05
VN 009 N-[2-(piperidin-1-
(N (p? _ _ 186 £ 18 ano
n=8 yl)etyl]chinazolin-4-amin)

Tabulka 5: Hodnota EDS0 testované latky VN 004

fragmentem

Derivat chinazolinus etylsulfanylovym

[umol/l]

EDso £ SEM EDso je

vuci
teofylinu
P<0,05

4 - dimetylaminoetylsulfanylchinazolin

58+ 2,7 ano

39

signifikantni




7 DISKUZE

Justicia adhatoda je divoce rostouci stalezeleny kef, ktery nalezneme
v tropickych oblastech jihovychodni Asie . V ayjurvédské mediciné je vyuzivan uz
nékolik stovek let jako bronchodilatacni a expektoracni prostfedek pfi respiracnich
onemocnénich.

Soucasny farmaceuticky pramysl uziva tuto rostlinu pro vyrobu pfipravk, které
priznivé ovliviiuji fyziologické funkce plic a dychacich cest, chrani plice pfed
nepriznivym vlivem znecisténého vnéjSiho prostiedi a pfed alergeny, pfi rymé a
nachlazeni pomaha uvolfovat dychaci cesty, sniZuje viskozitu bronchialniho hlenu a
usnadriuje vykaslavani ©). Za nejvyznamnéjsi Gcéinnou latku je povazovan
chinazolinovy alkaloid vasicin 4

Na zakladé toho, Ze jsou nami testované latky odvozeny od derivatd vasicinu,
coz je jeden z hlavnich alkaloidd vySe zminéné rostliny, jsme predpokladali, ze by i
tyto latky mohly vykazovat bronchodilatacni uc€inek. Tyto latky byly testovany na
izolované pradusnici potkana, ktera byla pfed samotnym méfenim kontrahovana
roztokem karbacholu. Ziskané hodnoty byly porovnany se standardem, kterym je v
tomto pfipadé theofylin. Nami testované syntetické derivaty chinazolinu vykazovaly
na izolované prudusnici potkana relaxacni efekt. Derivat s ethylaminovym fragmentem
VN 009 byl méné ucinnym derivatem, nicméné i tak vykazoval vétSi aktivitu nez v
pfipadé standardu theofylinu. Naopak silngjSi relaxacni ucinek vykazal druhy z
derivati s ethylsulfanylovym fragmentem VN 004, kdy zavedeni ethylsulfanylové
skupiny do molekuly vedlo k posileni relaxaCni aktivity. Pravé intenzivnim zkoumanim
strukturalnich obmén bylo zjisténo, Ze pro posileni relaxacniho efektu je u 5-alkyl
substituovanych sloucenin vhodna substituce halogenem popfipadé dalSim alkylovym
fetézcem (20,

Na zakladé bronchodilatacniho potencialu Adhatody se védci snazi syntetizovat
molekuly podobné vasicinu a ukazuje se, ze pravé touto cestou by se mohly do
budoucna ubirat dalSi kroky odborniku a néktera z téchto latek by snad mohla najit v
terapii astmatu trvalé uplatnéni. %% Stale je v8ak nutno také zpfesnit mechanismus
pusobeni v organismu, protoze stale neni pfesné jasné, zda se na ucinku podili jen

muskarinovy efekt nebo zda do procesu zasahuji i B receptory 9,
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Dosud se povedlo nasyntetizovat mnoho jinych derivatd chinazolinovych
derivatd- podobnost s vasicinem vykazuje v souc€asnosti jedno z nejpouzivanéjSich
expetorancii bromhexin a jeho metabolit ambroxol, ktery byl do praxe zaveden v
poloviné 60 let. ** Ambroxol v respira¢nim traktu podporuje sekreci hlenu, zvysuje
tvorbu plicniho surfaktantu a stimuluje €innost fasinek, ¢imz zlepSuje mukociliarni
clearance. Ambroxol rovnéz podporuje penetraci antibiotik do plicni tkané, podili se na
snizovani bronchialni hyperreaktivity a zvySuje sekreci IgA do bronchialniho sekretu
(15).

VN 004 a VN 009 patfi do skupiny latek (derivaty chinazolinu a chinaxolinu)
pfipravenych na Katedfe anorganické a organické chemie. Z nich mnohé byly jiz
otestovany na modelu izolované prudusnice a vykazuji vétsi aktivitu nez matefsky
alkaloid vasicin a standardni 1éCivo theofylin. Kromé toho provedené in vitro a in vivo
toxicitni studie naznacluji, Zze se jedna o perspektivni skupinu potencialnich

bronchodilatancii @Y.
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8 ZAVER

V predkladané rigorozni praci jsme in vitro metodou izolované prudusnice
stanovovali relaxaCni  aktivitu dvou syntetickych Ilatek VN 004 (4-
dimetylaminoetylsulfanylchinazolin) a VN 009 (N-[2-(piperidin-1-yl)ethyl]chinazolin-4-
amin).

Ziskana data jsme porovnali s relaxacnim potencialem theofylinu, ktery se
pouziva pro svuj bronchodilataéni efekt jako standard.

Z dosazenych vysledkl vyplyva:

1) Obé testované latky VN 004 a VN 009 odvozené od alkaloidu vasicinu

navozuji relaxaci hladké svaloviny pradu$nice z potkana in vitro

2) Derivat VN 004 (s ethylsulfanylovym fragmentem) je u€innéjSi nez derivat

VN 009 ( s ethylaminovym fragmentem)
3) Obé latky maiji statisticky vyznamny siln&jSi relaxacni ucinek v porovnani se

standardni latkou — theofylinem

42



9 SEZNAM POUZITE LITERATURY

1. Remedia compendium. 4. vyd. Praha: Panax, 2009:157-171

2. Bartd, V. Novinky a trendy v lé¢bé asthma bronchiale. Lékarskeé listy
2010;16:24-26

3. Kottova, M.,VoprSalova, M.,Pourova, J. Farmakoterapie asthma bronchiale.
Praktické lékarenstvi 2008;4:116-122

4. www.avicenna.cz/item/adhatoda-vasica/category/rostliny [cit. 2012-05-16]

5. www.toxicology.cz/modules.php?name=News&file=article&sid=369 [cit. 2012-
05-16]
6. Kasak, V. Kontrola astmatu a exacerbaci. Lékarske listy 2010;1:6-9

7. Vratna Sandra. Chronicka obstrukéni plicni nemoc a jeji lécba. Diplomova
prace. Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta, Hradec Kralové,
2011:47 s.,51 s.,55 s.

8. Sliva, J. Nova image antiastmatik. Edukafarm-Farmi news 2010;2:6

9. Mazakova, H. Lécba alergii a astmatu. Jaro a léto v ordinaci a Iékarné (pfiloha
Casopisu Praktické Iékarenstvi) ;2010,11-21

10.Sedlak, V. Nové Kklinické zkuSenosti s lécbou tézkého astmatu anti-IgE
protilatkou (omalizumabem). Farmakoterapie 2009;1:59-64

11.Kasak, V. Klinicky vyznam konceptu tize a kontroly astmatu. Farmakoterapie
2009;1:47-53

12.http://botany.cz/cs/justicia-adhatoda/ [ cit. 2012-05-16]

13.Rachana, Basu Sujata, Pant Mamta, Kumar Manoj Priyanka and Saluja Sonam.

Rewiev & Future Perspectives of Using Vasicine, and Related Compounds.
Indo-Global Journal of Pharmaceutical Sciences 2011;Vol 1.,Issue 1:85-98

14. www.edukafarm.cz/data/soubory/casopisy/20/07-pohled farmakologa.pdf [cit.
2013-03-21]

15. www.tribune.cz/clanek/25939-ambroxol-nejen-u€inné-mukolytikum [cit. 2013-
03-21]

16.Pramukova Zuzana. Porovnanie ucinku latok (VN 008 a VN 014) zo skupiny

derivatov chinazolinu na modeli izolovanej priedu$nice. Diplomova prace.

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta, Hradec Kralové, 2013:51 s.

43


http://www.avicenna.cz/item/adhatoda-vasica/category/rostliny
http://www.toxicology.cz/modules.php?name=News&file=article&sid=369
http://botany.cz/cs/justicia-adhatoda/
http://www.edukafarm.cz/data/soubory/casopisy/20/07-pohled_farmakologa.pdf
http://www.tribune.cz/clanek/25939-ambroxol-nejen-účinné-mukolytikum

17.www.celostnimedicina.cz/adhatoda-vasica.htm [citovano 2012-05-16]

18.www.iloveindia.com/indian-herbs/adhatoda-vasica.html [cit. 2012-05-16]

19. Schmidtova Barbora. Hodnoceni ucinkt bronchoprotektivnich latek. Diplomova
prace, Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta, Hradec Kralové,
2009:70 s.

20.Bahekar RH, Rao AR. Bronchodilation and structure-activity relationship studies
on new 6-substituted benzimidazol [1,2-c] quinazolines. Arzneimittel-Forschung
2000;50(8):712-716

21.Spuldk, M.,Pourova, J.,Voprsalova, M., Mikusek, J.,Kune$, J.,Vacek, J. Novel
bronchodilatory quinazolines and quinoxalines: Synthesis and biological
evaluation. European Journal of Medicinal Chemistry 2014;74:65-72

22.Sayeed Ahmad,Madhukar Garg,Maksood Ali,Mhaveer Singh,Md Tanwir Athar
and Shadid Husain Ansari. A phyto-pharmakological overwiev on Adhatoda
zeylanica Medic. syn A. vasica (Linn.)Ness. Natural Product Radiance
2009;Vol. 8 (5):549-554

23.Kunal Nepali,Sahil Sharma,Ritu Ojha,Kanaya Lal Dhar. Vasicine and
structurally related quinazolines. Medicinal Chemisty Research 2013;22:1-15

24.Srinivasa Rao.D, Indira A. Jayaaraj and R.Jayaaraj. Antiasthmatic Role of
“Pentapala -04” A Herbal Formulation Against Ova Albumin and Aluminium
Hydroxide Induced Lung Damage in Rats. Ancient Science of Life 2005;Vol:
XXI1V:134-142

25.Zabeer A. et al. Synthesis and bronchodilator activity of new quinazolin
derivative. European Journal of Medicinal Chemistry 2006;41:429-434

26.Rajan Subramanian Kombu at al. Synthesis and Bronchodilator Studies of
Some Novel 6-Alkyl/Aryl-1,2,4- Triazino[4,3-c]Quinazolines.  The Open
Medicinal Chemistry Journal 2008;2:101-111

27. http://www.herbal-supplement-resource.com/adhatoda-vasica.html [cit. 2012-
05-16]

28. http://www.ecoplanet.in/herbalextracts/Adhatodavasica.htm [cit. 2012-05-16]

29.www.prolekare.cz/lecba-astmatu-novinky/relvar-ellipta-dve-nove-molekuly-v-
lecbe-astmatu-bronchiale-a-chopn-4962 [cit. 2016-01-23]

30.www.aifp.cz/cs/o-nas/napsali-0-nas/aktuality-v-lecbe-astmatu-co-rikaji-
soucasne-klinicke-studie/ [cit. 2016-01-23]

44


http://www.celostnimedicina.cz/adhatoda-vasica.htm
http://www.iloveindia.com/indian-herbs/adhatoda-vasica.html
http://www.herbal-supplement-resource.com/adhatoda-vasica.html
http://www.ecoplanet.in/herbalextracts/Adhatodavasica.htm
http://www.prolekare.cz/lecba-astmatu-novinky/relvar-ellipta-dve-nove-molekuly-v-lecbe-astmatu-bronchiale-a-chopn-4962
http://www.prolekare.cz/lecba-astmatu-novinky/relvar-ellipta-dve-nove-molekuly-v-lecbe-astmatu-bronchiale-a-chopn-4962
http://www.aifp.cz/cs/o-nas/napsali-o-nas/aktuality-v-lecbe-astmatu-co-rikaji-soucasne-klinicke-studie/
http://www.aifp.cz/cs/o-nas/napsali-o-nas/aktuality-v-lecbe-astmatu-co-rikaji-soucasne-klinicke-studie/

