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Seznam pouzitych zkratek

ATP
S5-HT
CAMP
CcC
CCR1
CD

cGMP
DRC
EDso
FceRl
FEV:

GM-CSF

GPCR
CHOPN

IgG
IKS

LABA
LAMA
LTB4
LTC,
LTD,4
LTE,
M,
NF-xB

adenozintrifosfat

5-hydroxytryptamin, serotonin

cyklicky adenosinmonofosféat

chemokin

receptor pro CC chemokin

cluster of differentiation (soubor povrchovyateki na
bunkach)

cyklicky guanosinmonofosfat

dose-response curvéigka zavislosti dinku na davce)
dosis effectiva media {stdni &inna davka)
vysokoafinni receptor pro IgE

forced expiratory flow (usilowhvydechnuty objem za 1
sekundu)

granulocyte macrophage colony-stimulatiregdia(faktor
stimulujici tast kolonii granulocyt a makrofag)
receptory spojené s G-proteiny

chronickéa obstrghi plicni nemoc

imunoglobulin E

imunoglobulin G

inhal&ni kortikosteroidy

interleukin

B2-agonisté s dlouhodobyngiakem
anticholinergikum s dlouhodobyntinkem

leukotrien B

leukotrien G

leukotrien

leukotrien &

molekulovd hmotnost

nuklearni faktor kappa B



PAF platelet activating factor (faktor aktivujobésteky)

PDE4 inhibitory fosfodiesterazy 4

PEF peak expiratory flow (vrcholovy vydechovyijmk)
RABA Bo-agonisté s rychlym nastupertiriku

RANTES regulated upon activated normal T expressed

presumably excreted chemokine (cytokin uioelany

cytotoxickymi T lymfocyty)

SABA Bo-agonisté s kratkodobyntimkem

SAMA anticholinergikum s kratkodobyntikem

sGC solubilni guanylatcyklaza

Th pomocné lymfocyty

TNF tumor necrosis factor (tumor nekrotizujidittar)

Ultra-LABA Bo-agonisté s ultra-dlouhodobyndigkem
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Studium mechanismwinku chinoxalinového
derivatu VN-034 na respiai systém in vitro
Cilem této prace bylo zkoumat in vitro
mechanismus dilataiho (&inku chinoxalinového
derivatu VN-034 a o¥it, zda by testovana latka
mohla bytp-agonista nebo M-antagonista. PouZili
jsme klasickou in vitro metodu izolované trachey
morcete nebo potkana. V nasi experimentalni praci
se latka VN-034 nechovala jako kompetitivni
B-agonista, nicmé&hjeji pisobeni bylo ovlivnitelné
propranololem. BlizSi mechanismusinku nebylo
z vysledki mozné wit. Pri testovani dinku na
M-receptory se latka VN-034 chovala jako
kompetitivni M-antagonista.
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Abstract: The aim of this thesis was to invesggahe
mechanism of relaxation effect of quinoxaline
derivative VN-034 in vitro, and to evaluate the
potential of the substance to act ag-agonist or
M-antagonist. The classical in vitro method of
isolated trachea was applied. In our experimental
work VN-034 did not behave as a competitive
B-agonist, however propranolol had an influence on
its effect. Onp-receptors, detailed mechanism of
action could not be determined. On M-receptors, the
substance behaved as a competitive antagonist.



1. Uvod

Chronické zaéty dychacich cest jsowiznorodou skupinou onemasni,
kterd gedstavuji v sotasnosti celosstovy problém. Jejich nést souvisi
s nafistem automobilové dopravy, rostouci gpbbu tabakovych vyrolik
a s dalSimi civilizanimi jevy, které jsou charakteristické pro &asnost. Podle
poslednich odhad trpi astmatem ve &t 300 milioni lidi a chronickou
obstrukéni plicni nemoci (CHOPN) dokonce 600 milionsob. Pedpoklada se,
Ze v roce 2020 bude CHOPN ¢&egejSi pricinou umrti ve skupi® respir&nich
onemoceni.

Pri 1&é¢bé astmatu a CHOPN dnes mame k dispozici velké mmblek,

I presto nedokazeme tato onemétinzcela zvladnout. Neustale proto pakie
hledani novych I&v. Mezi zkoumané latky p#t také rekteré derivaty
chinazolinu a chinoxalinu, u kterych byl z{igt bronchodilaténi (inek. Tato

prace je ¥novana mechanismuinku jednoho z chinoxalinovych deriviat
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2. Teoretickaéast

Astma bronchiale a CHOPN jsou sice¢dwzdilné nemoci, ale jejich
spole&énym jmenovatelem je ifiomnost obstrukce dychacich cest a maji také
shodné wkteré dalSi fiznaky. V patogenezi obou chorob hraje hlavni zélit,
ktery je u astmatu eozinofiini a u CHOPN neutrdfiliPatofyziologickym
projevem zaétlivych zmén je u obou nemoci obstrukceadusek, ktera je
u astmatu variabilni a reverzibilni a u CHOPN nelacreverzibilni a je
progredujici. Astma bronchiale je nemoci farmakukyg doke ovlivnitelnou,
nemoc lze ¢asto prodednictvim protizaétlivych Iéki zastavit, u CHOPN

muzeme progresi onemo&m pouze zpomalit.

2.1. Astma bronchiale
2.1.1. Definice

Astma je chronicka z&tliva choroba dychacich cest, charakterizovana
zvySenou reaktivitou nadzné stimuly vedouci kvariabilni a bronchiélni

obstrukci, ktera je reverzibilni duspontans, nebo vlivem terapig.

2.1.2. Etiopatogeneze
Na vzniku astmatu se podileji:

a) Geneticka dispozice (uplaiji se geny v 5. a 11. chromosomu)¢essy
vnimavosti hostitele (atopie).

b) Mechanismy imunologické ipcitlivélosti 1. typu zprosedkované
protilatkami IgE, ale i lll. a IV. typu s jejich ffjpadnou kombinaci.
Vlastni podstatou atopie jefgvaha podskupiny lymfocytTh,, které
produkuji zvySené mnozstvi cytokimaktivujicich B-lymfocyty (z toho
nasleds vyplyva zvyseni tvorby a uvisbvani protilatekiidy IgE) nebo
(jako IL-5) podporuji diferenciaci a aktivaci eoafitd, indukuji expresi

IgE na mastocytech.
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c) Neimunologické mechanismy, kde bronchospasmus jevozesm
chronickou iritaci, nAmahou, infekci (zejména vooy, pog. psychickou

alteract® ®

Imunologické i neimunologické mechanismy vyvolafng#livy proces
s kumulaci buék rizného typu (eozinofily, polymorfonukleary, bazofily
lymfocyty, alveolarni makrofagy) v bronchialni slizi. Vzajemnou bu&nou
interakci dochazi k uvbvani mediatar, které svym tinkem jednak atrahuji
dalSi buiky (chemotaktické faktory z neutrafila eozinofiti), jednak poSkozuji
epitelovou bariéru, zvySuji sekrd aktivitu a permeabilitu kapilar (hlavni
bazicky protein, faktor aktivujici desky, lyzosomové enzymy). Dale déchto
dé¢jt zasahuji neuralni mechanismy (neuropeptidy, neamsinitery), které
zvySuji prozattlivy ucinek, a metabolity kyseliny arachidonové (prostadlay,
leukotrieny). Bronchospasmus vznika tedy jako kampl & s ¢asnou a pozdni
fazi, na #mz se podileji buigné, humoraini a nervové mechanisty.

Casna faze nastupuje do 30 minut a jésabena mediatory ze Zirnych
burék. F¥i interakci alergenu s IgE na povrchu Zirnych &duse degranulaci
uvoliuje histamin, spazmoge&npasobici peptidy, dochazi krychlé tverb
leukotriei LTC, a LTD,, PAF, prostaglandin a LTB,;, piasobiciho
chemotakticky pedevSim na eoziofily a mononukleary. Dochazi kesspa
hladkych sval bronchi.?°

Pozdni faze je vysledkem uvéhych mediatakr z neutrofili a eozinofii.
Projevuje se po 4-6 hodinach sligmim zagtem s moznym poskozenim
a odlupovanim bronchialniho epitelu. Dochazi k rdetaci dychacich cest
s nezvratnymi projevy obstrukce, s hypertrofii @énplazii hladkého svalstva, se
subepitelialni fibrozou, ztlu&im bazalni membrany a zmnoZenim pohéarkovych

bursk.>*°
2.1.3. Klinicky obraz

Astma miZe vzniknout v kterémkoliv &ku. Typické jsou opakované

stavy dusnosti, provazené piskoty na hrudniku, tpseieni ¢i tihy na hrudi,
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drazdivy kasel, ktery ¢kdy maze byt dominujicim nebo i jedinymiigpnakem.
Tyto obtize secasto objevuji nebo zhorSujitipvirové infekci, kontaktu se
spouskci nebo chemickymi parami a aerosoly, po namatesiimych emocich.
Pro astma je charakteristicka velka interindividdial individualni ¢asova
variabilita. Casté komorbidity astmatu jsou alergicka ryma, it atopicka
dermatitidat°

2.1.4. Klasifikace astmatu

Podle tize fiznalka je astma &eno na:

a) Intermitentni astma:ijfznaky se vyskytuji nepravideindenni maximalka
1x tydrg, nani nejvySe 2x mésicné, nemoc neovliiuje kvalitu Zivota,
pacienta neomezuje, plicni funkce jsou v ngrvariabilita PEF je nizsi
nez 20%.

b) Lehké perzistujici astma: denriiznaky se objevujtastji nez 1x tyds,
ale mér casto nez 1x dern nani priznaky ¢asgji nez 2x mEsicng,
hodnota FEY je wtSi nez 80%, variabilita PEF je 20-30%, aplikace
tlevovych I€iv je mére casta nez 1x dern

c) Stredre téZké perzistujici astma: dennfiznaky se objevuji kazdodefin
(nemaji vSak trvaly charakter), ¢d priznaky casgji nez 1x tyde,
nemoc narusuje denginnost pacienta i jeho spanek, hodnota FP¥F
je 60-80%, aplikace ulevovycheig je kazdodenni.

d) Tezké perzistujici astma: dennfiznaky se objevuji kazdodehia maji
trvaly charakter,éasté jsou i néni piéiznaky, nemoc omezujeé¢né
aktivity pacienta a zhorSuje kvalitu jeho zivotaydhota FEV/PEF je
niz&i nez 60%, variabilita PEF j&t$i nez 309%.

2.1.5. Terapie astma bronchiale

Lécba paduskoveho astmatu ve vSeckkovych kategoriich je zaloZzena
piedevsim na farmakologickém ovliemi alergického zanu
a bronchokonstrikce. Nedilnou s@sti |€ebného rezimu je sami@gn¢ také
snaha o eliminaci vyvolavajiciho agenblavre domacich alergeén (srst
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domécich zvht, alergeny roztth domaciho prachu, ale podle stavu
I potravinové alergeny). Sami@gmosti ma byt striktni zakaz kimni v domacim
prostedi®® Antiastmatika lze podavat cestou peroraini, paréirte nebo
negasgji pouzivanou cestou inhalai. Fi inhalatnim podani psobi I&ivo
piimo na dychaci cesty, kde takibe mit vysokou koncentraci, ktera dasto
nedosazitelnaipjinych aplikatnich cestach. Do systémoveé cirkulace se dostava
jen malé mnozstvi podanéhociléa, ¢imZ jsou vyrazé omezeny mozné
nezadouci &nky vyplyvajici z ovlivréni dalsich systém®°°

V sowasné dob je k dispozici celdada @&innych a bezpaych I&ivych
latek. Preparaty pouzivané i€ astma bronchiale segld na dw zakladni
skupiny. Léky dlouhodabpuasobici (udrZzovaci) zajigji kontrolu nad astmatem.
Léky rychle a kratkodab pasobici (Ulevové) napomahaji ovlem piiznaki
a exacerbaci choroby. Cilem¢hy je dosazeni tzv. plné kontroly astmatu, aby
pacient mohl vést plnohodnotnyigob Zivota bez podstatného omezeni svych
aktivit. Dale je teba pedejit exacerbaci onemagn, zhorSovani stavu a zabranit
amrti na toto onemoeni. PIné kontroly astmatu Ize spravnotbéu dosahnout

u vétsiny pacieni. >°>°

2.1.5.1. Glukokortikoidy
Pri terapii astmatu jsou nejiinngjSi skupinou léiv s protizagtlivym

acinkem. Zabrauji tak vzniku ireverzibilnich zgn, které doprovazeji a zhorsuji
nel&ené nebo nedost&m® |é¢ené astma. Pouzivaji se dlouho&gabvSech forem
perzistujiciho astmatu. Mechanismuséinku zahrnuje inhibici tvorby
prozargtlivych cytokini (interleukini, TNFo, GM-CSF), inhibici fosfolipazy A
a cyklooxygenazy, které jsou za fyziologickych pddek zodpowdné za
syntézu mediatdr zarétu (prostaglandif, leukotrieri a faktoru aktivujiciho
destéky), za inhibici exprese &kterych ged, v jejimz disledku dochazi
k omezeni p&u receptoit pro cytokiny. Glukokortikoidy inhibuji infiltraci
burék zarttu (nag. makrofag, lymfocyti T) do tkani postizenych zé&em
a sowgasrt inhibuji jejich aktivaci a tvorbu komplexu antigenotilatka, ¢imz

tlumi pozdnf fazi alergické reakdé.
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K dispozici jsou inhakné a systémo¥ podavané glukokortikoidy.
Inhalani  kortikoidy nejsou ufeny ke zvladani akutnich tipnaka, ale
k pravidelné dlouhodobée dB¢. Fri jejich aplikaci nize dojit k mistnim
nezadoucim d&nkam (chrapot, orofaryngealni kandid6za). Mezi zastupc
glukokortikoidi pati:

Beklometazon dipropionat byl prvnim inhal&nim kortikosteroidem,
ktery dosahl dnes pozadovanych vlastnosti, j@€renépofilni, snadno pronika
buné¢nymi membranami a tim i do tkani, jehg, e 6,5 hod, pesto je jeho
terapeuticky index relativnpiiznivy, mirre horsi nez u budesonidu a vyrazn
lepSi nez u flutikazonu.Budesonid ma v sodasnosti po ciklesonidu

Vysoka lipofilita flutikazonu propionatu souvisi s velkym distrikinim
objemem a dlouhym elimigaim pola&dasem (8-14,4 hod), vysSi riziko
systémovych &inka souvisi také s vysokou afinitou k recefitor Mometazon
furoat vykazuje vynikajici bezgmostni profil. Ciklesonid se od ostatnich
inhalatnich kortikoidh liSi tim, Ze jeho molekula je sama neaktivni. Alya
aktivni, musi projit nejprve metabolizaci v plicichinhal&nich kortikosteroid
vykazuje nejlepsi bezprostni profil.*"#%°

Celkové podavani kortikoidse vyuziva ué&zkych astmatickych stay
kdy ke zvladnuti onemoéni nepostéuji inhalani kortikoidy a dalsi l&va.
Jestlize napklad u akutniho stavu nenastavd uUleva po opakowapikaci
inhalanich Bo-sympatomimetik, je indikovano p.o. poddpiednisonu nebo
metylprednisolonu po dobu 3-10 dinv denni davce pro dodgho 40-60 mg.
Pravidelné p.o. podavani se vyuzivatzkeho perzistujiciho astmatu, kde jsou
ostatni 1éky bez dostateeho @inku a nezajituji kontrolu astmatu. Peroralnim
preparaim je davana iednost ped dlouhodobou parenteralni ¢héu.

Z peroralnich  lék jsou preferovany prednison, prednisolon nebo
metylprednisolon pro jejich minimalni mineralok&dsteroidni dinky, relativre

kratky polaias &inku a omezenydinek na picné pruhované svalstvd? 2°
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2.1.5.2. Antileukotrieny

Leukotrieny  vznikaji psobenim  5-lipoxygenazy na kyselinu
arachidonovou, a to zejména v zirnychikach, monocytech, eozinofilech, ale
také v butkdch cévniho endotelu. Maji vyznamny spasmogenazoaktivni
a prozastlivy acinek. Biologicky ®&inek leukotriei lze ovlivnit pomoci
antagonidi leukotrieri na gislusnych receptorech LTCLTD,, LTE; a LTR
(antileukotrieny). Mezi jejich zastupce Hatv CR registrovany zafirlukast
a montelukast Antileukotrieny maji protizaslivy a bronchodilatani (inek,
brani bronchokonstrikci vyvolané 2at, alergeny nebo inhalaci studeného
vzduchu, tlumgasnou i pozdni fazi alergické reakce'!

2.1.5.3. Metylxantiny (teofyliny s prodlouzenym dinkem)

Pasobi jako inhibitory fosfodiesterazy typu 1 az dmz zvysuji
koncentraci cAMP a vyvolavaji relaxaci hladké swvalg dychacich cest
a plicnich cév. Snizuji tvorbu prozétivych cytokini, mirrg inhibuji
degranulaci Zirnych bk a antagonizuji fsobeni prostaglandirf

Diky svému bronchodilataimu pisobeni jsou xantiny obsazené
v neretardovanych lékovych formaéazeny mezi Ulevova ¢éva, ale vzhledem
k cetnym nevyhodam jsou dnes obsolentni. Naproti tomantiny
v retardovanych lékovych formach o sowast kombinaci pouzivanych
k dlouhodobé terapii astmatu. PouZivaji se takéonalkinaci s inhaknimi
glukokortikoidy, protoZze xantiny sniZuji riziko sehkdarni rezistence na
glukokortikoidy a sosasré umoziuji sniZit jejich davkd:*"*2

NejiinngjSim metylxantinovym bronchodilatanciem jeofylin. F¥i
bronchodilatanim pisobeni je jeho nevyhodou Uzké terapeutické roznkézie
v nékterych gipadech vyZaduje, aby byla jeho hladina v séru toomiana.
Vyznauje se takécetnymi |ékovymi interakcemi (n@p s cimetidinem,
allopurinolem, hormonalni antikoncepci, makrolidoy atb...). DalSim
zéstupcem jaminofylin (tj. komplex teofylinu s etylendiaminem), ktery sd
teofylinu 1iSi pouze dobrou rozpustnosti ve ¥oltera umoznila fpravit jeho

injekéni lékovou formu. Xantinem pouzivanym v omezengerjeetofylin, ktery
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se od obou vySe uvedenych liSi vyzngmmizSim bronchodilataim
3,4,7,12

acinkem:
2.1.5.4. Ketotifen

Je H-antihistaminikum se &drg silnym sedativnim &inkem. Stabilizuje
membranu Zirnych béhk, ¢imz brani uvoldni mediatod zaretu. Nastup dinku

je u ketotifenu pozvolny a dostavuje se obvykle 8&a0 tydmi po zahgjeni

perorélni aplikacé.

2.1.5.5. Nedokromil

Stabilizuje membranu zZirnych bty bazofii a dalSich buk zaretu,
snizuje schopnost jejich chemotaxe, paijla kaSel a bronchokonstrikci po
télesné zatZi, pri inhalaci studeného vzduchu. Jehtnék nastupuje po jednom
tydnu aplikacé.

2.1.5.6. Anticholinergika

Jsou kompetitivni antagonisté acetylcholinu na ratiskvych M, M,
a M3 receptorech. Blokuji postgangliovou eferentni wengocestugimz vedou
k bronchodilataci, a zaroiebrani bronchokonstrikci Zigobené acetylcholinem.
Nemaji vliv na tvorbu ani viskozitu sputa, neoviliyi mukociliarni motilitu,
avSak jejich dlouhodoba aplikace snizuje objem apBtonchodilaténi &inek
anticholinergik nastupuje ve srovnarfi;ssympatomimetiky pomaleji. PouZivaji
se k posileni bronchodilataho &inku B,-sympatomimetik, a to fpdevSim
ke zvladnuti akutnich exacerbaci astmatu. Mezi latha anticholinergika
s kratkodobym &nkem (SAMA) pati ipratropium. Je pouZivan jako
alternativni bronchodilatai 1€k pro nemocné, ktiezazili vyskyt nezadoucich

s

k 1é&cb¢ CHOPN (viz dale). V porovnani {-sympatomimetiky jsou sice mé&n

iinné, ale nemaji nezadouci vliv na kardiovaskuléystént'>11329
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2.1.5.7 Bo-sympatomimetika

Jsou nejdlezitéjSi a nejpoetnsjSi skupinou Ulevovych antiastmatik.
Piasobi jako kompetitivni selektivni agonisté na adrgnich p.-receptorech,
jejichz stimulaci dochazi ke zvySeni koncentrac®PA nasleda pak k aktivaci
proteinkinazy A, fosforylaci cilovych bilkovin a rklaxaci hladké svaloviny
bronchi. B-sympatomimetika dokazi zabranit bronchokonstriktavozené
histaminem, metacholinem, inhalaci studeného vaduchlergenu.p,-agonisté
relaxuji hladké svaly dychacich cest, zlepSuji nuillkani clearance, snizuji
vaskularni permeabilitu a mohou modulovat u¥oinmediatoi z mastocyi.
Jsou dostupnd v inh&laich, peroralnich i injelnich 1ékovych formach. Injeki
aplikace je vyhrazena pro¢zké akutni stavy obvykle hospitalizovanych
paciend.*>2°
Inhalatni B,-sympatomimetika s rychlym nastupeniinku (RABA), tj.
s inkem do fi minut po aplikaci, jenz trva 4-6 hodin a maxin@sadhuje po 15
az 20 minutach, jsou napsalbutamol, terbutalin a fenoterol, které pat mezi
B2-sympatomimetika s kratkym trvanindioku (SABA). K nim sefadi také jest
formoterol, ktery ma jak rychly nastupciinku, tak dlouhé trvani dinku, tj.
minimalrg 12 hodin?>*H13%°

Inhala&ni B.-agonisté s rychlym nastupentinku jsou léky volby pro
lécbu akutni exacerbace astmatu a jsou pouziteln@neneentivni [€bu namahou
indukovaného astmatu. Ve srovnani s perorakkbde @inasi I&€ba inhal&nimi
Bo-agonisty s rychlym nastupem ¢idku menSi neZédouci cinky jako
kardiovaskularni stimulaceies kosterniho svalstva a hypokalerfig*' 32

Inhala&ni B,-sympatomimetika s dlouhodobym¢idkem (LABA) jsou
bronchodilatani Iéky, jejichz @inek trva nejmé& 12 hodin. Mezi zastupce pat
formoterol a salmeterol Protoze dlouhodoba déa LABA nema vliv na
perzistujici zaétlivé zmény u astmatu, &y by byt tyto Iéky vzdy kombinovany
s inhal&nimi kortikoidy. V kombinaci vykazuji synergicky et — kortikoidy
svymi efekty zvySuji p&ty B-receptoé a B-agonisté aktivuji glukokortikoidni
receptory. K dispozici jsou tak fixni kombinace atdEniho kortikoidu a LABA,

kdy jsou ol# slozky kombinovany v jednom inhgl@m Iékovém pipravku. Fixni
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kombinace zaji&je rovnongrnou depozici obou slozek, navic aplikace jednoho
kombinovaného fippravku je pohodl§sSi pro pacienta a zajiSje lepSi

compliance®>*113.29

2.1.5.8. Biologicka I&ba

V sowasné dob predstavuje dompkovou I&bu astmatu, a to hlagn
u pacient, ktef trpi onemoctnim a neodpovidaji na obvyklou¢hu. OvSem
rozdilné odpovdi na I&€bu naznauji, Ze je teba identifikovat uiité fenotypy ke

zjisteni optimalnich dinki specifickych druf lésby.*

Anti-lgE monoklonalni protilatka

Je to monoklonalni protilatka tiena z 95% lidskym imunoglobulinem
podiidy G1 (IgG1), ke kterému je v oblasti hypervaraizh Usek pripojena
mySi anti-IgE protilatkaOmalizumab se selektivé vaze na IgE v mistvazby
IgE s vysoko- a nizkoafinnimi b&&nymi receptory. Bylo dokazéno, Zze
omalizumab je schopen snizit mnozstvi cirkulujicligpg fadow. Snizeni volného
IgE v séru a omezeni jeho vazby na vysokoafinrdgry zamezuje degranulaci
efektorovych bugk, coz vede ke sniZzeni aktivace Bkinzarétu s naslednou
redukci receptdr FceR1 na mastocytech a bazofilech. Omalizumab je ¢tébgen
vazby s molekulami IgE exprimovanymi na B-lymfoalte coZz vede k inhibici
produkce novych IgE protilatek:*°

U pacienti s astmatem pottaje ¢asnou i pozdni fazi alergické reakce.
Uginng potlaiuje piznaky astmatu, zvySuje kvalitu Zivota a umg@ snizit
nutnost podavani i davky systémovych i inkialah kortikoidh.™

Lécba omalizumabem je indikovana u obtizlecitelnych a labilnich
astmatiki, kteti maji klinicky vyjadenou alergickou vazbu na celond
aeroalergeny. Je aplikovan subkut&nnpravidelnych dvou- aZtyitydennich
intervalech. Velikost davky a frekvence jeji aptikazavisi na plazmatické hladin
IgE a na&lesné hmotnosti pacienta. Jedna setbuéllouhodobou, zlepSeni stavu

Ize aiekévat postuphv prilbshu 16 tydr aplikace lékd:***°1°
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Obr. 1 Mechanismus ucinku omalizumabu
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Protildtky proti IL-5

Slibnou molekulou pro klinické vyuZiti charakterizované eozinofilif je plné
humanizovand monoklondlni protildtka Ig proti IL-5, ktery hraje dileZitou dlohu
jako stimulant maturace, diferenciace, mobilizace, aktivace a Zivotnosti
eozinofill. Pfedstavitelem je mepolizumab. Nemocni s persistujici eozinofilii

dychacich cest budou pravdépodobné cilovou skupinou 1é&by anti-IL-5."'

Protildtky proti TNF o,

Tumor nekrotizujici faktor alfa je hlavni Th; cytokin, ktery se vyskytuje
u pacientdl s astmatem, zejména s jeho t€Z§imi formami spojenymi s neutrofilnim
zanétem. Monoklondlni protilatky proti TNF a, jakymi jsou etanercept
a infliximab jsou v soucasné dobé pouzivany u nékterych jinych chronickych
zanétlivych stavll (napf. Crohnova choroba a revmatoidni artritida). Studie
s pouzitim protildtek proti TNF a v 1écb€ astmatu jsou zatim rozporuplné a na
malych poctech pacientd. Novym preparitem je golimumab, jehoZ pouZiti bylo
testovdano na 309 pacientech s téZkym nekontrolovanym perzistujicim astmatem

I IUNNVS s 15,16,24,30
bez zjiSténi piesvédcivého pozitivniho efektu. ™~
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Protilatky proti IL-4

Pascolizumabje humanizovana monoklonalni protilatka proti 1L{2-4
je hlavni cytokin cel&ady patofyziologickych pochddalergické reakce. Jeho
acinek byl hodnocen ve studii s 24 pacienty ikteéli mirné az stedre zavazné
astma. Lék byl velmi ddk snaSen, ovSem rozsahla studie Il. fazézsymi
davkami neprokazala zadny klinickyigek. Na zaklad téchto poznatk se

vyhodnocuji dal3i fistupy k ovlivreni Gginka 1L-4.1%%%

Protilatky proti CD4

CD4+ T-lymfocyty gedstavuji dlezity zdroj prozastlivych cytokina.
Keliximab je protilatka anti-CD4, ktera prokazovala tzkych astmatik
piechodné snizeni pm CD4+ burk a také zminu exprese CD4+ receptor
Klinicky efekt vak nebyl vyrazny, a proto byl vjiohoto |éku zastaveft:*

Protilatky proti IL-2

Daclizumab je protilatka proti IL-2 receptoru. Studie na feypowe
neselektovanych 88 pacientech sdeditt téZkym astmatem nedostate
kontrolovanym inhakénimi kortikoidy prokazala efekt daclizumabu. Byi@&®&no
malé, avSak vyznamné zlepSeni RE¥ sniZzeni dennich symptémastmatu
I spoteby ulevoveé |&by. U i pacient vSak byly pozorovany zavazné nezadouci
Ucinky, které pravdpodobré souvisely se zkoumanou latkou (anafylakticky Sok,
varicelovd meningitida, karcinom prsu).¢éoliv ziejmé vyhody v kontrole
piiznalki a ve zlepSeni plicnich funkci byly povzbudivé, Ipgmosti

0 bezpenosti I&iva pravdspodobr rozvoj této Iéby omez-®20°

2.1.5.9. Specifick& alergenovéa imunoterapie

Specificka alergenova imunoterapie byva také ¢avéna jako alergenova
vakcinace. Podstatou je subkutanni nebo sublinguapiikace postuph se
zvySujicich davek speciamupraveného alergendiprokazatelné alergii IgE typu
(pylova, rozt@éova, plisiovd). Podani alergenu méa byt celmy dlouhodobé.

Nejvétsiho Uspchu bylo zatim docileno vidbe alergické rymy’:2°
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2.2. CHOPN

2.2.1. Definice

CHOPN je I€itelné onemoceni, kterému Ize fedchéazet a které ma
vyznamné mimoplicni d&nky, jeZz mohou fspivat kjeho zavaZnosti
u jednotlivych nemocnych. Jeho plicni slozka je raekerizovana omezenim
praitoku vzduchu v prduSkach (bronchialni obstrukci), které neni épin
reverzibilni. Bronchiélni produkce obvykle progrgga je spojena s abnormalni
zaretlivou odpowvdi plic na Skodliv&astice a plyny. Do této definice padve
patologicko-anatomické jednotky, chronicka broridaita plicni emfyzém’*2

Chronicka bronchitida je definovana jako kaSel kagfavanim veréch
meésicich ve dvou po seébnasledujicich letech. Emfyzém je trvaléctdeni
dechovych cest distalrod terminalnich bronchidlspojené s destrukci jejichéat

bez zetelné fibrozy." '

2.2.2. Etiopatogeneze

Bronchialni obstrukce typicka pro CHOPN vznik4 gdpym postizenim
dolnich dychacich cest a destrukci plicniho pargmeh (emfyzémem). Po#n
stupré postizeni mezi dima slozkami je individualni. Zétlivé zmeény zahrnuji
metaplazii poharkovych bgk, zmnoZeni a hypertrofii hlenovych Zlaz,
hypervaskularizaci a hypertrofii hladké svalovingraény v extracelularni matrix
spoletns s hromadnim zartlivych bursk.*®

Malé bronchy jsou hlavnifffinou zvySeni odpdr v dychacich cestach.
Tyto bronchy jsou infiltrovany z&tlivymi bunkami, stna je edematdzni
a fibroticka, dochazi k hromadi myofibroblasi a kolagenu. Podobnjako
u vSech fibrotickych tkani dochazi ke kontrakci.siim nej¥étSi sekrece hlenu
jsou horni cesty dychaci, zde dochazi k hypertrbfenovych Zzlaz, atrofii
a zartlivému postizeni chrupavek. Destrukce plicnihoepahymu, ktera je
vyvolana zastlivymi procesy, vede ke snizenié&pého elastického nap plic,
tyto zmeny snizuji schopnost dychacich cest, aligtaly otewené v pébchu

vydechu. Vzniklé ztZeni je hlavnfiginou fixované bronchialni obstrukég.
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Vznik CHOPN se snazi vysilit dvé teorie:

a) Teorie oxid&niho stresu:
U nemocnych s CHOPN jsou ve vydechovaném vzduchwtus
a systémové cirkulaci zvySené biomarkery oidao stresu (ndp
peroxid vodiku, 8-isoprostan). Oxidancia jsou vy&réa cigaretovym
kourem a dalSimi inhalovanymiasticemi a uvdluji se z aktivovanych
zaretlivych burek, jako jsou makrofagy a neutrofily. U nemocnychiza
byt také snizené mnoZstvi endogennich anticxiith latek®

b) Teorie nerovnovahy mezi proteazami a antiprotedzami
Koncentrace proteaz, kter&gi slozky pojivové tka& jsou u nemocnych
s CHOPN zvySené. Destrukce elastinu, hlavni slopkyivové tkar
plicniho parenchymu, jeatezitym griznakem emfyzému a pragmbdobr
je ireverzibilni. ZvySené mnoZstvi elastdzy a pimte neni dostate¢
inhibovano antiproteazovymi systémy a dochaziikmpmu poskozeni

plicni matrix*®

Dnes uz je vSeobe&rznamo, Zze nejvyznamy$i pricinnou CHOPN je

koureni cigaret. Velk&ast pacient jsou dlouhodobi kitaci. Zcela nezvrathse

potvrdilo, Ze zanechani keni modifikuje pébéh onemocani.

2.2.3. Klinicky obraz

Klinicky obraz zavisi na stupni patomorfologickychmén. Hlavnim
symptomem u p&teenich stadii jsou néstajici dechové obtiZzefipnamaze.
DuSnost je casto provazena produktivnirkaslem. Pro pozgi stadia je
charakteristické: prohlubovani dusnosti, zhorSoviéasle, naist expektorace,
piskoty, pocity seteni na hrudniku, cyandza, hubnuti, arytmie a otdéich

konsetin >°
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2.2.4. Klasifikace
Podle tize fiznaka se CHOPN di do ¢tyr stadii:
1) Lehké CHOPN: hodnota FEVje WtSi nez 80%, vtomto stadiu jest
pacient nemusi vnimat dechové obtize.
2) Stredre t¢Zzké CHOPN: hodnota FERVje 50-80%, vtomto stadiu se
objevuje progrese dusnosti po &t pocity kratkého dechu a kaSel
s expektoraci.
3) Tézké CHOPN: hodnota FER\e 30-50%.
4) Velmi t¢zké CHOPN: hodnota FEMe nizSi nez 30%, nebo je niZSi nez
50% s projevy chronické dechové nedostadsti’

2.2.5. Terapie CHOPN

Lécba vSech stadii CHOPN se opira o nefarmakologi¢kémakologicka
opateni. Vysoce zadouci je zanechaniilemi, eliminace Skodlivych a drazdivych
¢astic z okolniho promdi, zvySovaniélesné zdatnosti, nélezitacka infekci
dychacich cest, tda exacerbaci. Jedl@zité si u¢domit, Ze farmakoterapie
nebrani progresi nemoci. Je symptomaticka. U stalIHOPN se zahajujedia
podle zjiSéného stadia CHOPN. Na rozdil od astmatde u CHOPN intenzita
léCby stupiuje v zavislosti na progresi nemoci &mhse pouze ip nezaddoucich
acincich I&by. Kazdy z dosavadnich @gohi |écby je pouze schopen zmirnit
piiznaky a komplikace, zlepSit tolerancdilesné zatZze a snizit peet a tizi
exacerbaci nebo je oddalit. V dlouhodobé perspekiBak sebelépe vedenou
farmakoterapii nelze zabranit postupnému zhorSopéioni funkce a progresi
nemoci?*®

V lécb¢ CHOPN se ufednosiuje I&ba inhal&ni pred jakoukoliv jinou
formou, nebé je nej&inngjSi (intenzitou, rychlosti, minimalnimi nezadoucimi
acinky). UZivaji se léky s protizé&tlivym, bronchodilatéanim a muko-regukmim

uginkem*18
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2.2.6. Nefarmakologicka |éba

Zanechani aktivnino kdéeni je hlavni |éebna strategie. Omezeni
negativniho vlivu pasivniho koéeni a zamezeni vlivu ostatnich Skodlivin, které se
vyskytuji v okolnim progedi véetrg prostedi pracovniho, Ize ovlivnit jiZtfe.
Zanechani aktivniho kdeni je zékladni podminkou, ale v klinické praxi je
mnohdy velmi obtiz& naplreno, protoze koteni je droga. V saiasné dob je na
trhu parcialni agonista,f,-nikotinového receptorvareniklin. Jeho agonistické
pusobeni na&hto receptorech je zodp&@iné za absenci abstingrich @iznaka,
antagonistické sobeni za postupné rozZhiovani navyku kotit a za snizeni
pocitu odmény prozivaného ip koureni. Ri lécb¢ vareniklinem se oproti &&¢
zavislosti na tabaku antidepresivem bupropionenta® nepodava nahradni
nikotinova terapie, resp. nikotinové nahraZky?°

Dalsi latkou podavanouripodvykani koteni je bupropion. Bupropion
zvySuje koncentrace dopaminu a noradrenalinu v Q&g nikotin vyplauvil,

a tim ma toto antidepresivum pdiita touhu po cigarét (prostednictvim
dopaminu) a abstinéni pfiznaky (ovlivienim noradrenalinu). Jeho metabolit
hydroxybupropion je antagonistou nikotinovych reoeposB, *2**

Ve farmakoterapii se pouZzivaji také nahrazky nikgt jsou dostupna
v n¢kolika lékovych formach (Zvyk&y, sublingualni tablety, transdermalni
systémy, nosni nebo inhatd spreje:?!%329

Od Il. stadia CHOPN je z&kladni s@sti I€by rehabilitace. Rehabilitace
by m¢la byt komplexni a neznamena pouze respiréyzioterapii, ale i dechovou
gymnastiku, mobilizéni str&ink a kondéni tlesna cuwieni, Upravu vyzivy
a denniho reZzimu. Do nefarmakologické&hg¢ pati i chirurgicka l€ba —
bulektomie, volumredulni operace a transplantace plic. Bulektomie znamena
resekci velkych bul, které s#aji zdravou plici. Vysledkem je pak zlepSeni
funkénich parametr a dusSnosti. Bulektomie se provadi torakoskopicky.
Volumredukini operace zmenSuje plicni hyperinflaci resek&sti plic
u nemocnych s plicnim emfyzémem. Metody volumredukatim nepét mezi

standard#& provadné vykony. Transplantace plic se indikuje u nemabnkde
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selhavéa veskera terapie, s progndzou zivota dg Béenocni musi mit dobry stav
vyzivy. Vysledky transplantaci z tdodu CHOPN jsou dobré. Zakladnim
kritériem pro doporéeni transplantace plic je FEW 35 % a sekundarni plicni
hypertenze. Transplantuje se jedna neb®é plice. Ve s¥t¢ se provadi ¢kdy
i souwasnd transplantace srdce a plic. Indikovano ¢eowani protichiipkovou
vakcinou, které snizuje celkovou mortalitu u nenyotns CHOPN a nav
I protipneumokokovou vakcinou u paciénhad 65 let, dlouhodoba domaci

oxygenoterapie dle indikaé{:*

2.2.7. Farmakologicka I€ba
2.2.7.1 p-sympatomimetika

Inhalatni B,-agonisté s kratkodobym ¢imkem (SABA) se pedepisuji
k prevenci nebo ke zmini priznaki bud® podle pateby, nebo pro pravidelné
uzivani. VSechny druhy bronchodil&atéch Iéki zvySuji u CHOPN odolnostii
z&kzi, aniz by vyznam& zlepSily parametry obstrukce. Inhatd B,-agonisté
s dlouhodobym &inkem (LABA) jsou u CHOPN indikovany tam, kde jetna
podavat sympatomimetika pravidelrtj. od Il. stadia, protoze podavani dvakrat

denr¥ je efektivréjsi neZ podavanfikrat neboctytikrat denrs.?

2.2.7.2. Inhal&ni a systémoveé kortikoidy

Monoterapie inhaknimi kortikosteroidy neni pro CHOPN vzhledem ke
kortikorezistenci vhodna. V#&¢ CHOPN vSak maji své pevné misto, a to
v piipadt |é&cby pacieni s CHOPN stadia Il a IV, zvl&u nemocnych gastymi
exacerbacemi (tj. dvna a vice exacerbacemic¢nd). Vzhledem k relativni
kortikorezistenci u pacieits CHOPN se dopotuje tuto rezistenciasté&né
ovlivnit kombinaci IKS s LABA nebo teofylinem. Stied prokazaly, Zze IKS
snizuji u pacierit ve stadiich Ill a IV¢etnost a tiZzi exacerbaci o 20-30 %. Jejich
souwasné postaveni v dBé¢ stabilni CHOPN bylo prokazaneéadou studii.
Podavame je v davkachretinich az vysokych. Nejtsi profit z této 1&8by maji
pacienti s poklesem FEVpod 50% a s frekvénimi exacerbacemi. K &b¢

CHOPN je na nasem trhu indikovaklometazon budesonidaflutikazon .?°
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Dlouhodobé podavani peroralnich kortikibide i Iécbé stabilizované
CHOPN nedoportuje. Podavani systémovych kortikdisna své opodstatni
jen [ lécb¢ akutni exacerbace. Urychluji uzdraveni nemocnychrispivaji

VVVVVV

denré po dobu 10 dnf®

2.2.7.3. Anticholinergika

NejdilezitejSim pisobenim inhaknich anticholinergik s kratkodobym
acinkem (SAMA) u nemocnych s CHOPN je blokada acétylimového dinku
na Ms-receptorech, jez vede ke zn#imi bronchokonstrikce a ke zmenSeni
produkce hlenu v submukoznich Zlazkdghatropium se gredepisuje k prevenci
nebo ke zmiréni piiznaki bud’ podle pateby nebo pro pravidelné uzivani.

Predstavitelem inhatmich anticholinergik s dlouhodobym c¢idkem
(LAMA) je tiotropium. Je to selektivni, kompetitivni, reverzibilni agdaista
recepto M; a Mg s dlouhodobymsobenim, které trva minimar24 hodin, coz
umoziuje jeho podavani jedenkrat denn Tiotropium zmenSuje plicni
hyperinflaci,¢imz dochazi ke zvySeni tolerance fyzick&zat Vysledkyctyileté
klinické studie UPLIFT prokazaly, Ze déa tiotropiem dlouhodab zlepSuje
funkci plic, zlepSuje kvalitu Zivota nemocnych, Anje riziko exacerbaci
vedoucich k hospitalizaci, sniZzuje riziko mortalityespir&ni a kardiovaskularni
morbidity. Studie UPLIFT prokazala, Ze né&pnngjsSi je |&ba tiotropiem
v casnych stadiich CHOPN, tedy od Il. stadia. Tiotnopi ma minimalni
nezadouci &inky typické pro vSechna inhalai anticholinergika. Dominuje
suchost v Gstech. Je indikovan u viech forem CHQRIR je povolen pro éu
nemocnych s CHOPN stadia Il az 1V. U paciestCHOPN stadia Il je tiotropium

lékem prvni volby?®

2.2.7.4. Metylxatiny
VSechny studie, které ukazuji¢ianost teofylinu u CHOPN, byly
provadny s protrahovah piasobicimi pipravky. Teofylin je u CHOPN dinny,

ale vzhledem k jeho toxigitje davana fednost inhaknim bronchodilatanciim.
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Kombinace teofylinu s inhataimi p,-agonisty nebo anticholinergiky the

prinést zlepeni plicnich funkei i celkového zdravietnstavi’

2.2.7.5. Novéa bronchodilatancia

V prosinci 2009 byl registrovdn v Evropské unii pirvzastupce zcela
unikatni nové fidy inhal&nich bronchodilatancii, tzv. Ultra-LABA (inhalai
B2-agonisté s ultra-dlouhodobymcigkem). Indakaterol je B.-agonista s 24-
hodinovou bronchodilataci a st@asré s rychlym nastupeméinku do 5 minut. Za
jeho dlouhotrvajici &inek a jeho rychly nastup je nejspiSe zodma unikatni
interakce této molekuly slipidy vb&mé membra&a Je pedepisovan
u nemocnych s diagnézou CHOPN otkdte t¢Zkého stadia (stadium II), kie
dodrzuji zékaz kateni. Jeho vyhodou je iffnivy bezpénostni profil. Do
budoucnosti by se jevila jako velmi vyhodna kombmmalvou inhalénich I€ka
s ultra-dlouhodobym dinkem: Ultra-LABA a LAMA. V sowasnosti se timto
smeérem ubira klinicky vyzkum, sleduje seidnost a bezpmost fixni kombinace
indacaterolu s glycopyrroniem bromidem - novymipmvkem ze skupiny
LAMA. 16,27,28

Carmoterol ma 52x vySsi afinitu B,-receptoéim nez kB;-receptoém, ma rychly
nastup dinku, ktery efektiveé pretrvavd po dobu 24 hodin. Nyni probihaji
randomizované placebem kontrolované studie, ktewdi anoznosti klinického

pou?ziti 1éku®
Milveterol je dalsi LABA ve vyvoji‘®

Nedavno se na trhu objevila nova skupina tzv. seieich inhibitofi
fosfodiesteraz 4 (PDE4) reprezentovandflumilastem. Tato skupina ma
v sowasnosti u pacieits CHOPN nejtSi protizastlivy tc¢inek. Roflumilast
zlepSuje plicni funkce a sniZuje exacerbace u negacve lll. a IV. stadiu. Toto
lécivo dale zlepSuje plicni funkce i wah nemocnych, kité jsou jiz I&eni
inhalanimi dlouhodobymi bronchodilatancii (LABA nebo LAMA Neexistuji

komparativni studie s inhalaimi kortikosteroidy. Roflumilast neiiie byt
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podavan sotasre s teofyliny. Mezi¢asté nezadoucicinky pati nauzea, snizena
chuw k jidlu, bolesti bicha a péjem, poruchy spanku a bolest hlavy. Nezadouci
ucinky jsou reverzibilni po ukatreni l&by. Casty byva navic vahovy Gbytek asi
dvou kilogrami a je doportieno hmotnost v fibéhu terapie sledovat. Z tohoto
divodu neni roflumilast indikovan u paciéns nizSim BMI a déle u pacient

s depresenf’

2.2.7.6. Mukolytika, expektorancia a antibiotika

U stabilizované CHOPN neni dopoama dlouhodoba ¢éa touto
skupinou lék, prinos z Iéby maji gedevSim nemocni s obtiznou expektoraci
vazkého sputa. Preferovana jsou mukolytika s amtasrim &inkem, ktera
sniZzuji cetnost exacerbaci. Jde o N-acetylcystein a erapstkiery ma
i antibakterialni ginky.?°

Co se tge antibiotické terapie, pak neni dopt&eno profylaktické
kontinualni pouzivani antibiotik, protoZze neowilije cetnost exacerbaci.
Antibiotika 1ze doportit pouze pro lébu infelkcnich exacerbaci a jinych
bakterialnich infekcf’

2.3. Derivaty chinazolinu a chinoxalinu

2.3.1. Rirodni chinazolinové alkaloidy

V tropickych oblastech jihovychodni Asie roste stakleny k& Adhatoda
vasica paici doceledi Acanthaceae. V Indii, kde je znama pod nazvasaka, je
tato rostlina pouzivana v lidové medi€ipro l&bu respirdnich onemoceni jak
u déti, tak u dosplych. K I&ebnym @elim se pouzivaji hlawnlisty, kvéty, plody
a kaeny této rostliny. Je indikovana k& respir&nich onemoctni
zahrnuijicich kaSel, astma, bronchitidu a tuberkuf6z2>*3°

Biologicky &innymi latkami jsou zejména chinazolinové alkalqidy
z nichz nejdlezitéjSi je vasicin (obr. 2) a jeho oxiéla produkt vasicinon (obr. 3).

DalSimi alkaloidy jsou vasicol, v mensiimise v rostlia nachazi také adhatonin,
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vasicinol a vasicinolon. Kty obsahuji hlavé kempferol a kvercetin, Keny
obsahuijiB-sitosterol-D-glukosid a deoxyvasicifi®*=°

Experimentalni studie prokazaly, Ze silice izolovamlistt Adhatoda
vasica pimo ovliviiuje hladké svalstvo, vyvolava bronchodilataci. ‘¢asi
a vasicinon prokazuji bronchodilam aktivitu in vitro a bronchokonstriki
aktivitu in vivo, kombinace obou alkaladid v poméru 1:1 prokazovala
bronchodilatani aktivitu jak in vivo, tak in vitro. Vasicin owhiuje také krom
respir&niho traktu dlohu. Vyvolava stah hladkého svalstvdahy podobg jako
oxytocin. Uterotonicka aktivita je vyvolana potesi Einku prostaglandinu.
Klinické studie potvrdily, Ze vasicin indukuje ryithé kontrakce myometria
tshotné i nethotné @lohy.?23%3°

Alkoholovy extrakt z lisk a ka‘emi prokazuje antibakterialni aktivitu proti

Staphylococcus aureus a Escherichia coli. Expetiah@nse potvrdily jedt dalSi

icinky hepatoprotektivni, protizétiivé, antiulcer6zni a antioxidai 3233343
Obr. 2 Strukturni vzorec vasicinu Obr. 3 Strukiurnorec vasicinonu
(@]
@ i
A 0
OH OH

2.3.2. Syntetické derivaty vasicinu a chinazolinu

Uginky syntetickych derivéit vasicinu na respitai systém se zabyvali
Ojo et al. Syntetizovali izné derivaty deoxyvasicinu, jako régad
(DL)-7-methoxyvasicinovy  analog,  metylendioxydeoxyeasi (DL)-8-
chlorvasicin a dalsi fluor, brém a jod derivaty.adiknali jejich bronchodilatani

vliv. na astma a dalSi respird onemocwtni. Podobd jako aminofylin
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a isoprenalin by mohly tyto latky inhibovat histam@m a serotoninem indukovany
bronchospasmu¥:*

Latka ziskana modifikaci molekuly vasicinu, kteraykazovala
bronchodilatani inek byla 6,7,8,9,10,12-hexahydroazepino[2,1-b]ahaiin-
12-on déale oznmvana jako RLX. Latka RLX inhibovala degranulacingich
burgk, sniZzovala aktivitu lipoxygenazy. Vyzkumy ukazalye ®&inkuje
dlouhodols a srovnateléis kromoglykatem sodnym a aminofylinéfr>=°

DalSim derivatem je dimethoxyderivat RLX (2,3-dimet-6,7,8,9,10,12-
hexahydroazepino[2,jchinazolin-12-onu). Tento derivat, struktérpodobny
papaverinu, byl &nngjsi ne teofylin, aminofylin i RLX?

Zaber et al. provedli chemickou modifikaci molekwikaloidu vasicinu
a syntetizovali #kolik derivaii. Jejich brochodilatai (inek byl testovan na
pradusnici moéete, na modelu bronchospasmu indukovaném inhakxcisalu
a na modelu systémové anafylaxe. Nejvyznggibronchodilaténi (inky z celé
testované skupiny byly nalezeny u struktury 2,4kdiry-6,7,8,9,10,12-
hexahydroazepino[2,1-b]chinazolin-12-on. Tato &mina byla syntetizovana
z antranilové kyseliny. Vykazovala vyrazny broncietdéni (¢inek, ktery ovsem
nebyl zprostedkovan3-receptory. Relaxmi (inek byl navic prokazan i u hladké
svaloviny steva. Vyzkumy ukazaly, Ze relad@ &inek na tracheu byl vysSi nez
u teofylinu a nizs&i neZ u salbutamdfr®

Dale byla provedena studie z&mna na zkoumani bronchodil&tého
acinku u 5-alkyl-2,3-dihydroimidazo[1,2lchinazolini, 2,3-dihydroimidazo[1,2-
c]chinazolin-5-(61)-thiona a jejich oxoanaloy U vSech zkouSenych struktur se
piedpokladany bronchodilatai inek potvrdil. V 5-alkyl substituované
slowenint vykazoval delSi alkylovyrettzec tSi bronchodilaténi aktivitu.
2,3-dihydroimidazo[1,Z]chinazolin-5-(64)-thiony a jejich oxoanalogy byly
meére uéinné, zamina atomu siry kyslikem n#&pesla zvySeni dinnosti. U obou
skupin zménila péitomnost halogeh biologickou @innost. Mezi testovanymi
sloweninami byl nejainngjSi 5-propyl-9-jod-2,3-dihydroimidazo[1,2-

cJchinazolin®®%°

31



Na FAF UK byly testovany dinky 4-hydroxychinazolinu a jeho
jednoduchych derivat dale w@inky derivati chinazolinu s etylaminovym
fragmentem, s ethoxy-, etylsulfanylovym nebo propfragmentent’

Prvni hodnocenou latkou byl 4-hydroxychinazolin. torastruktura
prokazovala mirnou relagai aktivitu na hladkou svalovinu izolované&igusnice
potkana, ktera byla ale signifikagtnizsi nez u teofylinu. Proto byly do struktury
zavedeny jednoduché fu¥rkd skupiny. Hydroxyskupina byla derivatizovana tak,
aby vznikly b@ni fettzec obsahoval kyselou, bazickou skupinu nebo paiky.
Zjistilo se, Ze chinazolin-4-yl acetdt a 4-methdxpazolin dihydrochlorid
vykazuiji srovnatelnou relagai aktivitu s teofylinent’

Ze skupiny derivdt chinazolinu s etylaminovym fragmentem byl
nej&inngjsi 1atkouN-[2-(1-metylpyrrolidin-2-yl)etyl]chinazolin-4-amif®

Posledni testovanou skupinou latek byly derivatinatolinu s ethoxy-,
etylsulfanylovym nebo propoxy- fragmentem. BylosSigno, Zze vSechny latky
z této skupiny vykazovaly signifikantivy3si relaxani &inek nez teofylirt’

Z experimeni vyplynulo, Ze nejusgsnejSi piipravené derivaty chinazolinu
obsahovaly v btnim retézci bazické centrum vazané na atom dusiku, sirp neb
kysliku v poloze 4 chinazolinového jadréep fragment obsahujici dva nelid t
uhliky. Vyskyt kyselé skupiny se projevil vymizenbiologické aktivity*°

Za derivaty vasicinu jsou povazovany i bromheximmabroxol, i kdyz
v obou gipadech byla fovodni chemicka struktura jiz vyrazmmodifikovana.
Bromhexin se metabolizuje na ambroxol, ktery seédSl pro svou dobrou

snaenlivost a vyrazny ik do plic?

2.3.3. Syntetické derivaty chinoxalinu

Krom¢ derivati chinazolinu jsou derivaty chinoxalinu dalSi skugin
latek, u kterych jsou testovanyinky na respiréni systém. Do této skupiny pat
i nami testovand latka VN-034.

Jednu ze studii, ktera se zabyvailmky syntetickych derivdt chinoxalinu
na respirani systém, provedl Marokata et akieBnttem jejich vyzkumu byla
now syntetizovana latka YM-90709 (2,3-dimethoxy-6,6dthyl-5,6-
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dihydrobenzo[7,8]indolizino[2,3-b]chinoxalin). U tté latky bylo jiz dive
zjisténo, Ze inhibovala vazbu IL-5 na jeho receptor mskych eozinofilech,
avSak neinhibovala vazbu granulocyte-macrophag®engestimulating factor
(GM-CSF) na tentyZ receptor. Za normalnich okolhgstreceptor pro IL-5
exprimovan jen &kterymi primarg myeloidnimi buikami - eozinofily a bazofily,
sklada se ze dvou jednotek, z nichZ jedna jec¢&siu receptdr pro IL-3
a GM-CSF, druha je specificka pro IL*5.

Marokata aplikoval intravenéznatku YM-90709 potkafm, kteti meli
antigenem indukovany zé&nv dychacich cestach. YM-90709 zabranila infilirac
eozinofili a lymfocyfi do bronchoalveolarni tekutiny a neovlivnila leukyc
v periferni krvi ani v kostni i@ni. Glukokortikoidy zabranily navic infiltraci
neutrofili a signifikant® snizily mnoZzstvi leukocyitv periferni krvi i v kostni
dieni. V jiné studii Marokata et al. zjistil, Ze 1&tkYM-90709 sniZuje mnozZstvi
eozinofili v dychacich cestach st&jimko monoklonalni protilatka proti IL-8:%2

V souwasné dob je také pedmetem vyzkumu NFkappaB/lkappaB
komplex a jeho aktivani kinazy jako terapeuticky cil pro astma i CHOPN.
NF-kappaB je transkrimi faktor, ktery paf mezi hlavni aktivatory z&tlivého
procesu, protoZe se vyznaipodili na aktivaci prozatlivych ptsobki, jako
jsou cytokiny, chemokiny, interleukiny nebo faktodgomplementu. Mezi
zkoumané inhibitory kappaB kinazy pat 4-(2'-aminoethyl)amino-1,8-
dimethylimidazo[1,2-a]chinoxalin (BMS-34554%)*

Chemokiny a jejich receptory, které fiado rodiny receptdr sprazenych
s G-proteiny (GPCR), se mohou podilet na akumuéacaktivaci leukocyt
v zanicenych tkanich a v patogenezi &iyych a autoimunitnich onemoéni.
Jednim z takovych je i CCR1 receptor, ktery je pgmepro CC chemokiny, jako
je nagiklad CCL5(RANTES). Zapojeni CCR1 v imunologickyohemocgnich
je dokumentovana vékolika klinickych studiich. Gladue et. al. se zaBy\CCR1
antagonistou, kterym je latka CP-481,715 (chinoxalkarboxylova kyselina
[4(R)-karbamoyl-1(S)-(3-fluorbenzyl)-2(S)-7dihydreXymethyl-octyJamid °

Vzhledem k tomu, Zze CP-481,715 je specificka pisky CCR1, neSlo ve

studii pouzit klasicky zveci model. Byly pouzity transgenni mysi, kterym byl
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nahrazen mySi CCR1 za hCCR1, a na tomto modelosgzpvaly protiz&live
Gcinky testované latky. Vysledky nazhgi, Zze by se mohla uplatnit vclés
zarstlivych reakci v lidskémdle *°

In vivo testoval dinky latky 7-chlor-5-propyl-2H4,2,4triazold4,3-
achinoxalin-1,4-dion Leibowitz et al. Do&p se k z&¥ru, Ze testovana latka
Gcinkuje jako inhibitor IgE a vykazuje podobnou bigickou aktivitu jako
kromoglykat sodny’

Latka 1H{1,2,4oxadiazol$4,3-dchinoxalin-1-on (ODQ) fsobi jako
inhibitor solubilni guanylatcyklazy (sGC). Papapewoulos et al. studovali, zda je
bronchokonstrikce u astmatu provazend ¢mami v expresi solubilni
guanylatcyklazy  (sGC). Solubilni  guanylatcyklaza y3ave cyklicky
guanosinmonofosfat (cGMP). Ten aktivuje GMP depatdeproteinové kinadzy
zastoupené naiklad v hladké svalovih Vysledkem je sniZeni intracelularni
koncentrace kalcia s naslednou svalovou relaXaci.

Studiem sotasného podavani glukokortikdéich NO se zabyvali Jonasson
et al. RiSli na to, Ze sotasné podavani NO a glukokortik@idbylo vyrazr
acinngjSi nez podavani NO nebo glukokortikbidddtlené. Pouzitim inhibitoru
solubilni guanylatcyklazy 1Hit,2,4oxadiazol¢4,3-dchinoxalin-1-on zjistili, ze
icinek NO dara byl zprostedkovan cGMP nezavislym mechanism&m.

Isoprostany jsou metabolity membranovych lipidsznikajicich i
oxidatnim stresu, &etné astmatu, CHOPN i cystické fibrézy. | kdyz je jéjic
Ucinek na epitelu dychacich cest jen malo prozkourjsan, zodpovdné za fizné
biologické reakce v dychacich cestach, na hladkéastyu i lymfatickém
systému. Catalli et al. studovali inhihi aktivitu isoprostainna hladkém svalstvu
dychacich cest fisa prasat. #li na to, Ze inhikini aktivita nebyla ovlivina
inhibitorem solubilni guanylatcyklazy 1H-2,4oxadiazol4,3-gchinoxalin-1-

on.50
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3. Experimentalni ¢ast

3.1. Cil experimentalni prace

Cilem experimentélniasti této rigorézni prace bylo studium mechanismu

relaxaniho &inku syntetického derivatu VN-034, odvozeného odlakualy

vasicinonu, metodou in vitro na izolované tracheecete a potkana. Cilem bylo

ovetit, zda by se mohlo jednatfeagonistu a nebo o M-antagonistu.

3.2. Pouzity material a zviFata

3.2.1. Chemikalie
Tab. 1 Pouzité chemikalie

Nazev Vzorec Vyrobce M

Chlorid sodny p.a. NacCl Penta, Chrudim58,44
Ceska republika

Chlorid draselny p.a. KCI Lachema, Brnpy/4,56
Ceské republika

Hydrogenuhkitan sodny p.a. | NaHCO Penta, Chrudim, 84,01
Ceska republika

Dihydrogenfosforénan KH,POy RNDr. Jan | 136,09

draselny p.a. Kulich, Hradec
Kralové, Ceska
republika

Siran hoecnaty heptahydraf MgSQO,. 7H,O Lachema, Brno, 246,47

p.a. Ceska republika

D-glukoéza p.a. 6H1206 Penta, Chrudim, 198,17
Ceské republika

Chlorid vapenaty bezvody CaCb Lachema, Brno,| 110,99

p.a.

Ceska republika
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Karbamoylcholin chlorid 99%

§115CIN2O;

Sigma-Aldrich,
Steinheim,

Némecko

182,65

Teofylin

CGHgN4O2

Sigma-Aldrich,
Steinheim,

Némecko

180,17

Destilovana voda

H.0

Dostupna

pracovisti

na

18,01

Salbutamol

Ci3H21NOs

Sigma-Aldrich,
Steinheim,

Némecko

239,31

Propranolol

GsH21NO>

Sigma-Aldrich,
Steinheim,

Némecko

259,34

Ipratropium bromid
monohydrat

CongoBl’NOg . Hzo

Sigma-Aldrich,
Steinheim,

Némecko

430,38

3.2.2. Testovana latka

Testovana latka byla syntetickad latka VN-034, ktbsda poskytnuta

Katedrou organické a anorganické chemie Farmad@utiakulty Univerzity

Karlovy v Hradci Kralové. Je to 2-[3-(piperidin-1}propylsulfanyl]chinoxalin

hydrochlorid, M=323,88

Obr. 4 Strukturni vzorec latky VN-034

9

HCI
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3.2.3. Pokusna zvata

Experimenty byly provashy na samcich moéat o paimérné hmotnosti

400g a samcich potkarkmene Wistar o @imérné hmotnosti 300g. Zkdta byla

umisg€na ve vivariu Farmaceutické fakulty Univerzity Kar v Hradci Kralové,

kde byla chovana za standardnich laboratornich poakn Zviata néla volny

piistup k pitné vod a standardni peletizované pottavPokusy byly provathy

po desetidenni aklimatizaci a v souladu se zakoteP#6/1992 Sb. O ochran

zvirat proti tyrdni a se souhlasem Etické komise Faeotizké fakulty

Univerzity Karlovy v Hradci Kralove.

3.2.4. Ristroje a pomicky

Aparatura na izolované organy: Multi chamber tisdumh system
ISO-08-TSZ4, SEN-03-FSG1 Force/Displacement tracesdu
(Experimetria Ltd., BudapésMad’arsko)

Vyhodnocovaci software (S.P.E.L. Advanced Kymograph
SOFT-03-KYMO, Experimetria Ltd., BudapgMadarsko)

Laboratorni vahy (Kern &ohn GmbH, Balingen, &inecko)

Paitat

Plynova bomba s pneumoxidem

Termostat Ul (Prifgerate-Werk Medingen GmbH, Drastiémecko)

Laboratorni sklo, pofitky k navazovani,izky, pinzety, pean, ligatura
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Obr. 5 Aparatura na izolované orgétty
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3.3. Metodika

3.3.1. Riprava Krebs-Henseleitova roztoku
Tab. 2 SloZeni Krebs-Henseleitova roztoku (g/1)

SloZeni Koncentrace g/l
NaCl 6,8

KCI 0,35

NaHCGO; 2,1

KH2POy 0,14

MgSQO,. 7TH,O 0,29

CsH1206 2,0

CaCl bezvody 0,28

Pro ¢tyii vzorky izolované trachey jsmetipravovali vzdy 1 litr Krebs-
Henseleitova Zivného roztoku. Jednotlivé navazkyejgozpustili v destilované
vok a tyto roztoky jsme smichali. Roztok chloridu vidgeho jsme ifdavali
k ostatnim roztokm az nakonec, aby nedoSlo k vysrazeni vapenatychkseré
jsou slak rozpustné. Nakonec jsme roztok doplnili destilamanvodou na

poZadovany objem.

3.3.2. Provedeni pokusé
Testovani probihalo na izolované trachee dm@ nebo potkana.

Laboratorni zvie jsme rychle omedli a usmrtili vykrvenim po podshnuti keni
tepny. Poté jsme zid fixovali na operéni stolek. V k&éni oblasti jsme odghli
koZnifasu a tupou preparaci jsme obnaZili a uvolnili powstranach tracheu,
kterou jsme oddili od dychaciho traktu v oblasti bifurkace. Trach jsme
pienesli do Petriho misky s Krebs-Henseleitovym rketo. V Petriho misce
jsme pfidusnici @istili od zbytki okolni tkar a ventralnicast pfidusnice jsme
vertikalre rozstihli (sttedem podkovovitych chrupavek). Poté jsme preparat
rozclili na c¢tyii priblizné stejnécasti. Tracheu jsme rozproslki tak, aby hladka
svalovina byla uprogtd a na prefSi rohy chrupavkovit&asti jsme opatmh

pripevnili ligatury. Takto pipraveny preparat jsmeignesli do Schullerovy
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nadobky na izolovany organ. Schullerova nadobka bgplina Zivnym Krebs-
Henseleitovym roztokem vyivanym na 37°C a okyslbvanym pneumoxidem
(smes 95% Q a 5% CQ). Preparat jsme fixovali ligaturami k pevachycené
frité s pneumoxidem a kizotonickémuepodniku spojenému s registndm
zaizenim (pgitag). Stejny postup jsme provedli pro vSeclityti preparaty.

Pred vlastnim pokusem jsmeugiusnici zatizili na 2,5 g a nechali ji
10 minut stabilizovat, poté jsme v kazdé Schulléroadobce vymnili zivny
roztok. Po uplynuti dalSich 10 minut jsme provegkt vymeénu Zivného roztoku
a zatizeni jsme sniZzili na 1 g (pracovni &gp Vyplach Zivnym roztokem jsme
provedli jeS¢ dvakrat (v intervalu 10 minut). Poté jsme do ka&i#ullerovy
nadobky odnsili pomoci injekeni skikacky 5 ml Zivného roztoku.

Pred samotnym testovanim jsme do kzamaplrené Zivnym roztokem
pridali roztok karbacholu, kterého jsme do l&aplikovali vzdy 5@l, piicemz
vysledna koncentrace v lazni byla™l®, pokud bylo k experimentu pouZito
morce, nebo 18 M, pokud byl pokusnym zigtem potkan. Aplikovali jsme
prvni davku karbacholu, dosSlo ke kontrakci trachktgrou jsme vidli diky
zdznamu v pdtaci. Po dosaZzeni maximalni kontrakce jsme provedplagh
a nechali tracheu #Zprelaxovat a stabilizovat se. Timto jsmesigV reaktivitu

preparatu. Poté nasledoval vlastni pokus.

3.3.2.1. Winek testované latky nap-receptory

Ucinek na B-receptory byl zkou3en na trachee tebe. Schullerovu
nadobku jsme agh naplnili objemem 5 ml pomoci injéki stikacky a aplikovali
jsme dal$i davku karbacholu 4. Po UpIné kontrakci trachey jsmecah
aplikovat jednotlivé kumulativni davky testovanékijaa sledovali, zda dochazi
k relaxaci preparatu. DalSi davku testované latkmeg gidali vzdy az po
stabilizaci odpowdi hladkého svalstva na davkuiedchozi. K aplikaci
jednotlivych davek jsme pouzivali mikropipety. Pplikaci vSech koncentraci
testované latky jsmefidali roztok teofylinu o koncentraci 3xf® a tuto
relaxaci navozenou teofylinem jsme povazovali zaximélni. Koncentrace

teofylinu byla ffevzata z odborné literatu§.
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Odpowdi navozené jednotlivymi davkami testované latksgspotom
vyjadiili jako procento z maximalni relaxace navozendéylewm.

V nekterych experimentech jsme j&Shavic provedli desetiminutovou
preinkubaci s propranololem o koncentraci®M. Cilem této preinkubace bylo
zablokovat B-receptory v trachee. Zvolen4 koncentrace propadmolbyla
prevzata z odborné literatury.

Poté Zistal postup experimentu stejny. Do Zivného roztgkoe gidal
karbachol o koncentraci M, po dosaZeni maximalni kontrakce jsme podavali
kumulativni davky testované latky, nakonec jsmiédgli roztok teofylinu
o koncentraci 3x1® M. Kromg latky VN-034 jsme timto zZjsobem testovali

i salbutamol (znam@-agonista).
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Tab. 3 Kumulativé podavané koncentrace testované latky a salbutarheiu

preinkubace s propranololem nebo s preinkubaci

Koncentrace VN 034 VN 034+P | Salbutamol Salbutamol+P
(M)

5x101t

10—10

5x10%°

AN

10° v

5x10°

10°

5x10°

10”7

2,5x10°

5x10’

10°

2,5x10°

5x10°

10°

2,5x10°

5x10°

DN N N NI N AR N T NI NI NI N NI N NI N NN

ANEER NI NAED NI IR NI N NI N NI NN
SR Y Y N N IR N R N N N NI NI N

10*

2,5x10%

5x10%

10°

2,5x10°

5x10°

ANEER N NI NI NI NI NEE N R NI NI NI N NI NN

10°
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3.3.2.2. Winek testované latky na M-receptory

Pro tyto pokusy jsme pouzivali tracheu potkana témési v 5 ml Krebs-
Henseleitova roztoku. Nejprve jsme nechali prepat@t minut inkubovat
s testovanou latkou VN-034 o koncentraci 5X¥#0nebo s ipratropiem ItM
(zndmy M-antagonista) nebo nechali samotny v Zivngztoku (kontrola). Cilem
inkubace bylo zablokovat muskarinové receptoryactiee. Pouzita koncentrace
byla ziskana zigdeSlych pokusa odpovida davce, ktera navodi 97% relaxaci
po kontrakci karbacholem PM. Poté jsme zsmli k preparatu postugrpiidavat
jednotlivé kumulativni davky karbacholu. Sledoyjalhe, zda doSlo ke kontrakci
hladkého svalstva pidusnice. DalSi davka karbacholu byladana vzdy az po
stabilizaci odpow¥di na davku pedchozi. Odpasdi navozené jednotlivymi
davkami karbacholu jsme vyjélil jako procento z maximalni kontrakce

navozené nejvyssi davkou karbacholu.
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Tab. 4 Kumulativéh podavané koncentrace karbacholu po preinkubaditkol
VN 034 (5x18M) nebo ipratropiem (1&M) a nebo bez preinkubace (kontrola).

Koncentrace VN 034 + Ipratropium + Karbachol
karbacholu (M) Karbachol Karbachol (kontrola)

10° v v v

10°%

107

2.5x10’

5x10°

10°

2.5x10°

5x10°

10°

2.5x10°

5x10°

10*

AN NS N IR NI NI N NI NERNERNERN

2.5x10%

5x10%

AN YA N NI N I N N N NI NI N N IR N
NN AR N NI N B N N N NI NI N N IR N

10°

3.3.3. Statistické vyhodnoceni vysleak
3.3.3.1. Winek testované latky nap-receptory

Ziskané hodnoty jsme zpracovali pomoci programupf®@ad Prism 5.
Na osu X byl vynesen log koncentrace testovanéylatla osu Y relaxace
hladkého svalstva v procentechi(per+SEM). Metodou nelinearni regrese jsme
ziskali DRC kivky (dose-response curve). Z jednotlivych DR@vé&k jsme
odeietli hodnotu EI[gy ktera je definovana jako davka testované latky
vyvolavajici polovinu maximalni odpédi. Dale byla odé&ena i hodnota fx

(nejvySSi dosazena odpal po kumulativnim podani testované latky vygh
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jako procento z maximalni relaxace navozené tawdyti 3x10° M). Pro kazdou

hodnotu byl uten konfidegni interval 95%. Ziskana data byla naskedn
analyzovana pomoci F-testu, &mz jsme srovnavali relaxai pisobeni

testované latky samotné a nebdi ablokovani B-receptoi antagonistou.

Hodnoty byly povaZzovany za rozdiln& p<0,05.

3.3.3.2. Winek testované latky na M-receptory

Pri statistickém vyhodnoceni jsme postupovali obdolko @i sledovani
acinku na B-receptory. Na osu X byl vynesen log koncentracenddativre
podavaného karbacholu, na osu Y kontrakce hladi®dfaistva v procentech
(pramér+SEM). Z DRC kivek byly ode&teny hodnoty El. Srovnavali jsme
kontrakci navozenou kumulativnim podanim karbachgiti zablokovani
M-receptoti antagonistou a nebo bez zablokovéani. Pro kazddodio byl u¢en
konfidertni interval 95%. Ziskana data byla analyzovana pmonfetestu, kde
jsme srovnavali kontrahujiciciinek karbacholu na hladky svati gablokovani
M- receptofi antagonistou a nebo bezho. Hodnoty byly povaZzovany za
rozdilné pi p<0,05.
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4. Vysledky

Tab. 5 Relaxéni inek latky VN-034 a salbutamolu na izolovanou teach
morcete  prekontrahovanou  karbacholem M) bez preinkubace

s propranololem (18M) a nebo s preinkubaci.

Latka N | ECs Vyznamny | Emax Vyznamny
Clgsy, pro ECsg rozdil Clgsy pro Emax | rozdil
(molll) proti (%) proti
kontrole? kontrole?
VN-034 8 | 2,652*10 78,76
(2,065*10° — 3,407*10) (73,13 — 84,40
Ano Ano
Propranolol| 12 | 4,486*10° p=0,0005 | 70,19 p=0,0062
+ VN-034 (3,887*10° — 5,176*10) (66,99 — 73,40
Salbutamol| 7| 9,343*1® 93,41
(7,805 *10° - 1,118*10") (90,71 - 96,10)
Ano Ne
Propranolol| 8 | 1,306*10" p<0,0001 | 98,63 p=0,1423
+ (1,069*10" - 1,595*10% (92,60 — 104,7)
salbutamol
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Graf 1 Relaxani W&inek salbutamolu na izolovanou tracheu date
prekontrahovanou karbacholem (@) bez preinkubace s propranololem

(10°M) a nebo s preinkubaci.

Kontrakce trachey mor éete karbacholem 10 “°M
a nasledna relaxace salbutamolem (kontrola,
znamy beta agonista)

1001
..
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Graf 2 Relaxani Winek latky VN-034 na izolovanou tracheu deie
prekontrahovanou karbacholem (@) bez preinkubace s propranololem

(10°M) a nebo s preinkubaci.

Kontrakce trachey mor é&ete karbacholem 10 “°M
a nasledna relaxace latkou VN-034

100+
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O\ *k% 6
401 propranololem 10™°M
204
®
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##  p<0.01 pro Eypy
log ¢ (mol/l)
VN-034
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Tab. 6 Kontrakce trachey potkana navozena kumultivpodanim karbacholu
po preinkubaci s latkou VN-034 (5*3®1) nebo ipratropiem (18M) a nebo bez

preinkubace (kontrola).

Latka a pouzita n ECso Vyznamny
koncentrace Clgsy, pro ECso rozdil proti
(moll/l) (molll) kontrole?
Kontrola 12 | 4,825*10

(4.230*10" - 5.503*10") | -
VN-034 8 2,543*10° Ano
(5*107°) (2.418*10° - 2.675*10°) | p<0.0001
Ipratropium 7 | 2,147 *10° Ano
(10%) (2.036*10° - 2.264*10°) | p<0.0001
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Graf 3 Kontrakce trachey potkana navozena kumuliativpodanim karbacholu

po preinkubaci s ipratropiem (10-8M) a nebo bezipkubace (kontrola).

Preinkubace s ipratropiem 10 ®M a nasledna kontrakce
trachey potkana navozena kumulativnim podanim

karbacholu
100+
801
604
8
'ES . e Bez preinkubace
‘g‘ e Preinkubace s
- ipratropiem 107
\O
< 401 I
201
0- Kokk
10 -9 -8 -7 -6 5 -4 3 2 p<0.001 pro ECsg
log ¢ (mol/l)
karbachol

50



Graf 4 Kontrakce trachey potkana navozena kumulativpodanim karbacholu
po preinkubaci s latkou VN-034 (5*10-5M) a nebo peginkubace (kontrola).

Preinkubace s latkou VN-034 5*10 ™M a néasledna
kontrakce trachey potkana navozena kumulativnim
podanim karbacholu
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5. Diskuze

Onemockni plic a dychacich cest se stala v poslednichtititéeh velmi
zadvaznym problémem. Celagovy paet astmatikk je odhadovan na 300
miliona. Za poslednich 20 let dochazi celétswe k nafistu tohoto onemodcni
hlavrg u dsti a mladistvych. | Ceské republice je patrny tento trend. Z toho
prameni i stale se zvysujici zdravotni i soci@konomicky dopad na jednotlivce
i celou spoleénost. Chronicka obstrgki plicni nemoc je v sa@asnostictvrtou
piicinou mortality ve s¥té a predpoklada se, ze budeti v roce 2020. Prevalence
CHOPN je fizna v fiznych regionech sta, ale odhaduje se, Ze postihuje asi 10%
celos¥tove dosplé populace. | kdyZ se jedna o chronické onertoigrize mu
piedchazet (hlavhredukci koteni).

Poznatky z poslednich desitek let posunuly vyzrianapied znalost
patogennich mechanismu obou é&chto nemoci. Jsou znamy zakladni
mechanismy, které vedou k rozvoji astmatu i CHOPNues velké pokroky
vyzkumu Zistava astma i CHOPN ¢asti pacient stale zavaznym problémem
a je teba hledat stale nov&tbné postupy a léky.

Na Farmaceutické fakglt UK byly testovany dinky prirodnich
chinazolinovych alkaloil obsazenych v Justicia adhatoda: vasicin, vasicinon
a standardizovany extrakt z fistV experimentech se zjistilo, Zze jakinedni
vasicin, tak standardizovany extrakt z J. adhatodlg v porovnani s teofylinem
signifikantre vysSi relaxani inek. Mirnd relaxaéni aktivita byla prokazéana
I u vasicinonu fgirodniho mvodu, ale oproti teofylinu byl jeho cinek
signifikantre nizSi. Nej@inngjSi testovanou latkou z celé skupiny byl extrakt
z J. adhatoda, ktery obsahoval oba alkaldidy.

Je vSeobeenznamo, Ze chemickou modifikadiidni struktury Ize velmi
casto ziskat slaieniny s vysSi ginnosti. Na FAF se testovaly relaxa cinky
n¢kterych syntetickych derivatchinazolinu a chinoxalinu ziskanych zavedenim
raznych funknich skupin do zékladni struktury. U dvou dernivdfN-14 a VN-15
se navic in vitro hledal i mozny mechanismus relakao Einku. Z vysledk
vyplynulo, Ze latka VN-14 se nechovala jgkagonista. Winek latky VN-15 byl

52



ovlivnén blok&doup-receptoit a zarové se nejednalo o klasicky kompetitivni
antagonismus. Qb testované latky se chovaly jako M-antagonisté dos
nepublikované vysledky}*°

V této experimentélni praci jsme testovali latku -OB4, kterd
vykazovala bronchodilatai (ginek.

Na prvnim grafu je zobrazen rel#&xa (Cinek salbutamolu na izolovanou
tracheu matete bez preinkubace s propranololem{16ebo s preinkubaci. Na
grafu je viditelny posun mezi jednotlivymitikkami. Hodnoty EGy byly
signifikantre odliSné a je patrné, Ze po preinkubaci s propmeni je k dosazeni
stejného tinku poteba podat vysSi davku salbutamolu. Zablokoyargceptod
propranololem znemoZzni upobeni salbutamolu, az vySSi koncentrace
salbutamolu vyisni z B-receptoé propranolol a umozZni navozeni relaxace.
Timto jsme potvrdili, Ze salbutamol je kompetitivpi-agonista, a také jsme
ovétili spravnost uspi@adani pokusu.

Cilem naSeho experimentu bylo&w, zda by latka VN-034 mohla byt
B-agonistou. Na dalSim grafu je zobrazen relakakinek latky VN-034 na
izolovanou tracheu moete prekontrahovanou karbacholem L0bez
preinkubace s propranololem a nebo s preinkubacb PBreinkubaci
s propranololem doSlo k posuntivky doprava a také ke sniZzeni dosahnutého
maxima. Z grafu je iejmy posun meziikvkami a @i porovnani hodnot E£
I Emax byl zjiS€n signifikantni rozdil. Inkubace s propranololemképala
antagonizovat relaXai pisobeni latky VN-034 a zaroire se nejednalo
o klasicky kompetitivni antagonismus.

Stejnym z@isobem byl zkouman mozny mechanismus relateo &inku
derivati VN-14 a VN-15. U derivatu VN-14 neftla blokada propranololem
Zzadny @inek, posun mezifikvkami byl minimalni, mezi hodnotami B Emax
nebyl zjis&n signifikantni rozdil. U latky VN-15 byly ziskarpodobné vysledky
jako pro nami testovanou latku VN-034. N&esmé vysledky nejvice odpovidaly
nekompetitivnimu antagonisnif.

NejdalezitejSi zpisob navozeni bronchodilatace v dychacich cestach je

pies aktivaciB,-receptot. Fi aktivacip,-receptod se stimuluje adenylatcyklaza,
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ktera katalyzuje fmeénu ATP na cAMP. ZvySené hladiny cAMP jsou pak
spojeny s aktivaci proteinkinazy A. Ta zajisti fastaci klicovych regul&nich
proteini spojenych s kontrolou tonu hladkého svalu. Mimatdemechanismus
existuje je&t mechanismus navozeni relaxace, ktery neni zéawvialyzvySeni
CAMP>? Jedn4 se o tzv. maxi-K kandl, kteryufe byt aktivovan
mechanismem zavislym na cAMP nebo také nezavisieAnP >#°3 Piitomnost
obou &chto mechanisih byla prokazanaip testovani trachey meéete in vitro
isoprenalinem. Ov&em stanoveni jejich podilu naxati je velmi obtizn&>°?

Také postaveniB,-receptoti pri relaxaci hladkého svalstva neni tak
jednoznéné, jak se doposud myslelo. Noradrenalin relaxigdky sval motete
pravdEpodobré prostednictvim p;-receptoii, navic se ukazuje, Ze existuje vice
podtypi Bi-receptod: B1-low a pi-high. Je pozoruhodné, Be-low a B1-high se
od sebe lii pravcitlivosti k propranolold? Uginek propranololu na respitai
systém se tedy neda vyt pouze jednoduchym antagonismem fga
receptorech, navic informace tykajici sgés@beni propranololu na respir
systém jsou sporm8.Krome toho, Ze je propranolol neselektiitblokator, ma
jes€ dalsi @inky. M& uckitou vnitrni aktivitu ISA, nejasnym mechanismem
zvySuje koncentraci noradrenalinu na synapsi, pj@taskdy ozn&ovany také
jako nepimy a-agonista® Pisobi také jako antagonista nebo parcialni agonista
serotoninovych receptr pravdpodobré 5-HT;a a 5-HTyg. Afinita k Hy, D1, D2
a oy receptoim nebyla zji&na. Bohuzel zatim nenirgs® znam vyznam
a rozsah vySe uvedenycRinka pii kontrakci a relaxaci hladkého svalstva
pradusSek. Tyto dalSi dinky, které propranolol vykazuje, by se také mohly
uplatnit a antagonizovatipobeni latky VN-034°

Z vysledki ziskanych v této rigor6zni praci neni mozrtéspe stanovit,
jakym zpisobem latka VN-034 relaxovala hladky sval tracheyrgete. Stale
zustava nedostata¢ prozkoumany fesny mechanismus propojeireceptod
s odpo¥di hladkého svalstva, navic se ukazuje, Zegbtaxaci trachey se mohou
krome¢ B,-receptott uplatnit i ;1-receptory. UB;-receptod navic rozliSujeme vice
podtypi. Ani u propranololu nejsou dostatg prozkoumany vSechnyciinky

k tomu, abychom mohli stanovitgsny mechanismusiaku.

54



DalSi cast experimentu se zabyvalaispbenim latky VN-034 na
M-receptory. Pro tyto pokusy jsme pouZzivali traclpetkana. Z grafu je patrné,
7e @ kumulativnim podéavanim karbacholu po preinkubadpratropiem (16)
doslo k posunuikvky doprava a hodnota Eg byla vyznama vyssi. Timto jsme
potvrdili, Ze ipratropium je kompetitivni M-antageta a také jsme @iili
spravnost usgadani pokusu. Z dalSiho grafu jéetelné, Ze po preinkubaci
s latkou VN-034 (5x18M) doslo také k posunuiiky doprava a i zde byla
hodnota EGp signifikantre zvySena. Tento dinek lze vys¥tlit tak, Ze latka
VN-034 zablokovala muskarinové receptory v tracipetgkana. Aby doSlo ke
kontrakci hladkého svalstva, bylo pak fsita podat vySSi davku M-agonisty
karbacholu. Latka VN-034 se tedy chovala jako kattipei M-antagonista.
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6. Zaver

Pri studiu &inku latky VN-034 na respitai systém metodou in vitro
jsme hledali mozny mechanismuginku. Cilem bylo o¥fit, zda by se mohlo
jednat op-agonistu a nebo o M-antagonistu.

V pouzitém usptadani pokus z vysledki vyplynulo:

* Testovana latka VN-034 ma relaxd &inek na tracheu moete
kontrahovanou karbacholem.

* Relax&ni inek latky VN-034 na tracheu mtate byl ovlivrén blokddou
propranololem, latka se ale nechovala jako komipsetitp-agonista.

Z nasich vysledk neni mozné uit blizSi mechanismuscinku.

» P¥i testovani ginku na M-receptory na trachee potkana se latkaO2MI-

chovala jako kompetitivni M-antagonista.
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