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Demonstrace účinku farmak ovlivňujících tonus hladké svaloviny bronchů.
Simulace účinků aktivních látek na bronchiální hladkou svalovinu in vivo pomocí programu pro PC „Respiratory Pharmacology“.

Autors of programm – Dewhurst D, Morley J, Page C & Ullyott RT. Sheffield Bioscience Programs, Anglie

Připravili: MUDr. Stanislav Mičuda, PhD., MUDr. Jolana Cermanová, PhD, prof. MUDr. Jiřina Martínková, CSc.

Úvod

Cílem programu je  přehlednou formou demonstrovat účinky základních neuromediátorů a vybraných farmak na bronchiální svalovinu v podmínkách in vivo za použití laboratorního zvířecího modelu (morče).

Fyziologická regulace tonu bronchiální hladké svaloviny

Z hlediska eferentních vlivů autonomního nervového systému na funkci dýchacích cest je nutno rozlišovat (Obr 1):

· parasympatikus – inervují hladké svaly bronchů a submukózní žlázky

· sympatikus – ovlivňuje bronchiální strom nepřímo

· non-adrenergní, non-cholinergní inervace (NANC) – ovlivňuje funkci v závislosti na typu uvolněného mediátoru a postsynaptickém receptoru (substance P, NO, leukotrieny atd.). 

[image: image1.png]Obr. 1 Neuronumoralni regulace na urovni aychat
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Metodika

Normální zvíře

Pro hodnocení účinku různých látek na dýchací cesty byla použita morčata o hmotnosti 450-600 g. Během pokusu byla zvířata v celkové anestézii navozené směsí pentobarbitalu (30 mg/kg) s fenobarbitalem (100 mg/kg) podanou intraperitoneálně. Současně bylo intramuskulárně aplikované periferní myorelaxans gallamin (10 mg/kg). Po dosažení dostatečné hloubky anestézie byla zvířatům provedena tracheostomie a následně byla zvířata ventilována rychlostí 1 Hz objemem 8 ml/kg. Do pravé jugulární vény byla zavedena kanyla naplněná fyziologickým roztokem za účelem podávání farmak. Během experimentů byl monitorován tlak krve prostřednictvím kanyly zavedené do a. carotis sinistra. Hlavním prvkem experimentu je stanovení celkové plicní rezistence a dynamické compliance, a to prostřednictvím měření tlaku v dýchacích cestách a transpulmonátního tlaku. Stimulace nervus vagus prováděná v některých experimentech byla realizována jeho izolací a přiložením platinových elektrod – bylo aplikováno 5V s frekvencí 10 Hz po dobu 30 vteřin.

Alergické (imunizované) zvíře

Senzitizace morčat za účelem reprodukování alergického stavu pozorovaného u atopického astmatu, je považována za model, na kterém lze testovat účinky stávajících nebo potenciálních antiastmatik. Imunizace morčat byla prováděna po dobu 21 dnů před provedením výše popsaného experimentu, a to každodenním podáváním 1 ml suspenze ovalbuminu (10 mg/ml) intraperitoneálně. Struktura samotného experimentu byla identická jako u normální neimunizovaných zvířat.

Interpretace jednotlivých parametrů

Celková plicní rezistence (TLR) je přímým indikátorem obstrukce v dýchacích cestách – tj. v klidu bez vlivu dalších látek tento parametr odráží bazální tonus hladké svaloviny dýchacích cest. Změny v TLR po podání různých látek lze proto považovat za vliv těchto látek na tonus bronchiální hladké svaloviny případně aktivaci dalších dějů, které podmiňují zúžení průsvitu dýchacích cest – zejména jejich horní části.

Dynamická compliance (Cdyn) je definovaná jako změna objemu plic na jednotku změny tlaku v dýchacích cestách. Tento parametr je indikátorem povrchového napětí na rozhraní vzduch/tekutina a současně i elastické poddajnosti plic (struktura plicní tkáně, hlavně množství vaziva). Změny tohoto parametru odráží procesy na úrovni brochiolů a alveolů. 

Použité látky

Tab. 1

	Histamin
	Agonista histaminových H1-3 receptorů

	Acetylcholin
	Agonista muskarinových M1-3 receptorů

	Bradykinin
	Cytokin působící bronchokonstrikčně

	Serotonin
	Bronchokonstrikce přes 5-HT2A receptory

	Substance P
	Působí bronchokonstrikčně + uvolňuje histamin

	Leukotrien LT C4
	Prozánětlivý cytokin působící bronchokonstrikčně

	Bombesin
	Potentní bronchokonstriktor

	Indometacin
	Nesteroidní protizánětlivá látka – inhibitor cyklooxygenázy

	Propranolol
	Kompetitivní antagonista  receptorů

	Izoprenalin
	Stimuluje adrenoceptory, způsobuje bronchodilataci

	Mepyramin
	Kompetitivní antagonista   renoceptorů 

	Atropin
	Kompetitivní antagonista M1-3 receptorů


Praktická část

Program je semiinteraktivní – lze si vybírat pouze z nabízených položek bez možnosti libovolné změny dávky vybrané látky. Nicméně vizuální prezentace účinku biotik v jejich obvyklých dávkách či koncentracích nabízí velmi přehledné obeznámení se základy neurofyziologické regulace na úrovni dýchacích cest. Po spuštění programu se objeví úvodní stránka obsahující název a autory programu. Zmáčknutím klávesy ENTER se program přepne do hlavního menu. To je prezentováno formou horizontální lišty v záhlaví obrazovky. Menu obsahuje položky – Help (návod k obsluze programu), Introduction (úvod do neurofyziologie dýchacích cest), Method (popis metody), Experiments (prezentace výsledků jednotlivých experimentů) a Quit (ukončení programu). 

Ovládaní programu se děje pouze za použití klávesnice. Pohyb v programu je realizován za použití šipek a kláves PageUp a PageDown. Potvrzení každého příkazu se provádí klávesou ENTER. Ke zrušení příkazu nebo vystoupení z jednotlivých položek se používá klávesa Escape.

V položce Experiments hlavního menu zobrazte výsledky odpovídající zadání jednotlivých úloh a zapište hodnoty TLR, Cdyn a krevního tlaku TK do tabulek (tlak není součástí každého experimentu). Zapište výsledky a Vaše interpretace jednotlivých experimentů.

Úloha 1

Histamin se používá v bronchokonstrikčním testu na zjištění individuální reaktivity bronchiálního stromu. Je jedním z hlavních mediátorů uvolňovaných během anafylaktické reakce. Za použití normálního zvířete (neimunizovaného) ověřte účinky histaminu na bronchiální hladký sval a porovnejte výsledný efekt histaminu samotného a jeho kombinace s indometacinem nebo propranololem (Tab. 2).

Tab. 2

	
	TLR
	Cdyn
	TKsyst
	TKdiast

	Baseline
	
	
	
	

	Histamin 1,8 (g/kg
	
	
	
	

	Histamin 1,8 (g/kg + Indometacin 1 mg/kg
	
	
	
	

	Histamin 1,8 (g/kg + Propranolol 100 g/kg
	
	
	
	


Vysvětlete význam získaných výsledků z hlediska možnosti použití NSAID a -blokátorů u astmatiků!

Úloha 2

a) Parasympatikus je jedním ze základní součástí autonomního nervového systému. Za pomoci programu vizualizujte jeho funkci v dýchacích cestách. 

Tab. 3

	
	TLR
	Cdyn
	TKsyst
	TKdiast

	Baseline
	
	
	
	

	Stimulace n. vagus 10 Hz
	
	
	
	

	Stimulace n. vagus 10 Hz + Atropin 1 mg/kg
	
	
	
	


Jak se projeví premedikace atropinem? Využívá se tohoto mechanizmu terapeuticky?

b) Acetylcholin je základním mediátorem parasympatiku. U normálního (neimunizovaného) zvířete porovnejte výsledný efekt tohoto mediátoru samotného a jeho kombinace s indometacinem nebo propranololem (Tab 4).

Tab. 4

	
	TLR
	Cdyn
	TKsyst
	TKdiast


	Baseline
	
	
	
	

	Acetylcholin 10 (g/kg
	
	
	
	

	Acetylcholin 10 (g/kg + Indometacin 1 mg/kg
	
	
	
	

	Acetylcholin 10 (g/kg + Propranolol 100 g/kg
	
	
	
	


Úloha 3

Porovnejte vliv následujících neuromediátorů na funkci dýchacích cest (Tab 5)!

Tab. 5

	
	TLR
	Cdyn
	TKsyst
	TKdiast

	Baseline
	
	
	
	

	Bradykinin
	
	
	
	

	Bradykinin + indometacin
	
	
	
	

	Serotonin 3,2 g/kg
	
	
	
	

	Substance P 180 ng/kg
	
	
	
	

	Leukotrien LT C4 560 ng/kg
	
	
	
	


Substance P, bradykinin, serotonin a leukotrien C4 jsou mediátory zánětu. Vysvětlete roli zánětu v patofyziologii astmatu. Jaké jsou současné terapeutické možnosti?

Úloha 4

Na imunizovaném zvířeti (ovalbumin – viz metodika) porovnejte vliv mepyraminu (H1-lytikum) na účinek histaminu, LT C4 a ovalbuminu (alergenu) (Tab. 6).

Tab. 6

	
	TLR
	Cdyn
	TKsyst
	TKdiast

	Baseline
	
	
	
	

	Histamin 5,6 g/kg
	
	
	
	

	Histamin 5,6 g/kg + mepyramin 1 mg/kg
	
	
	
	

	Leukotrien LT C4 180 ng/kg
	
	
	
	

	Leukotrien LT C4 180 ng/kg + mepyramin 1 mg/kg
	
	
	
	

	Ovalbumin 100 g/kg
	
	
	
	

	Ovalbumin 100 g/kg + mepyramin 1 mg/kg
	
	
	
	


Jaký je terapeutický význam H1-lytik v léčbě astmatu?








































