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MODULATION OF ABSCOPAL EFFECT AND ASSESSMENT OF ITS IMMUNE
RESPONSE IN IN VIVO CERVICAL CANCER MODEL
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ABSTRACT

Metastaticka rakovina krcka maternice je
globalnym problémom u Zien, pri¢om skoro
90 % umrti pripadd na krajiny s malym az
stadii

prezentujeme potencialnu liecbu postaveni na

strednym prijmom (LMIC). V tejto

indukcii zriedkavého abskopidlneho efektu, kde
oZziarenim (RT) jedného nadoru a naslednym
lokdlnym podanim agonistickej monoklonovej
anti-CD40
imunitni odpoved’, ktora vedie k eliminacii

protilatky iniciujeme systémovu
lieceného nadoru i distalnych metastaz. Za-
merali sme sa na optimaliziciu parametrov

liecby, t. j. radiaéni diavku a ddvkovanie anti-

CD40, ktoré by viedli k abskopalnemu efektu,
a nasledne na imunologickdi analyzu nadorov
po liecbe. Metastatické Stadium rakoviny sme
napodobnili subkutinnou inokuldciou mySacej
bunkovej linie rakoviny krcka maternice (TC-
1) na oba dorzolateralne boky, kde jeden nador
bol lieCeny a druhy sme pozorovali na vznik
abskopalnej odpovede. Vysledky poukazali na
to, Ze kombinaciou jednej davky RT (6 Gy) s
naslednou jedinou intratumoralnou injekciou
anti-CD40 (20 pg/nador/mys), sme boli schopni
indukovat’ silny abskopalny efekt, ktory sa
manifestoval zmenSenim aZ uplnou eliminaciou
lieCenych i nelieCenych nadorov s vyrazne dlh-

$im preZivanim, pricom nadory v ostatnych



skupinach rastli dalej. Uplne vylieCené mysi
s historiou abskopalneho efektu po opétovnej
inokulacii TC-1 buniek uZ nevyvinuli nadorys;
vzniklo iba vitiligo v mieste vpichu, ¢o potvrdilo
vznik imunitnej pamiéte. Analyza imunitnych
buniek pritomnych v reagujucich nadoroch od-
halila, Ze abskopalny efekt je sprostredkovany
posilnenou prezentaciou antigénov vd’aka zvy-
Senej pritomnosti konvencénych dentritovych
buniek c¢DC1, ktoré iniciovali rapidny prilev
cytotoxickych CD8+ T-buniek a NK buniek.
Téato liecba mézZe byt uzitoéna v LMIC, vd’aka
zredukovaniu RT davok, zlepSeniu dostupnosti
lie¢by a hlavne v prediZeni Zivotov pacientok.

Krlucové slova: abskopalny efekt; anti-CD40;
imunoterapia; mys; radioterapia; rakovina krcka
maternice

ABSTRACT

Metastatic cervical cancer is a global problem
in women, with an almost 90 % mortality rate
(LMICs).
We present a potential treatment based on the

in low-to-middle-income countries
abscopal effect by irradiating (RT) a single tumor
followed by the local administration of the agonis-
tic monoclonal antibody anti-CD40, which initiates
a systemic immune response that eliminates the
treated tumor and distal metastases. We focused
on optimizing treatment parameters to induce the
abscopal effect, e. g. radiation dose and anti-CD40
dosing, and subsequently on the immunological
analysis. We mimicked the metastatic cancer stage
by subcutaneously inoculating a murine cervical
cancer cell line (TC-1) onto both dorsolateral
flanks, where one tumor was treated and the
other was observed for an abscopal response.
The results indicated that combining a single RT
dose (6 Gy) followed by a single intratumoral
injection of anti-CD40 (20 pg/tumor/mouse)
induced a strong abscopal effect manifested by a
reduction or complete elimination of both treated

and untreated tumors ensuring significantly
longer survival. Tumors in the remaining groups
developed further. After re-inoculation with TC-1
cells, the mice cured through the abscopal effect no
longer developed tumors. Only vitiligo formed at
the injection site, confirming the development of
immune memory. Analysis of responding tumors
revealed that the abscopal effect is mediated by
enhanced antigen presentation due to the increased
presence of conventional ¢DC1 dendritic cells,
which initiated a rapid influx of cytotoxic CD8+ T
cells and NK cells. This treatment in LMIC could
reduce RT doses, improve treatment accessibility,
and prolong patients’ lives.

effect; anti-CD40;
immunotherapy; mouse; radiotherapy; cervical
cancer

Key words: abscopal

UVOD

Rakovina kréka maternice je vo vyspelych
krajinach pomaly eliminovana vd’aka komplexnému
systému zahriiujuicemu prevenciu, v€éasni diagnos-
tiku,
programy. V rozvojovych krajindch su vSak pa-

efektivne skriningové metody a liecebné

cientky z doévodov nedostatocného skriningu
alebo zlého socio-ekonomického postavenia casto
diagnostikované az v neskorych Stadiach rakoviny,
ktorych liecba je limitovana na radioterapiu a
chemoterapiu. Sucasny onkologicky vyskum hl'ada
nové lieCebné metddy ako nahradit’ chemoterapiu,
pouzitie ktorej je spojené so zavaznymi vedl'ajSimi
uc¢inkami zhorSujucimi kvalitu zivota pacientov.
Naopak, lokalna radioterapia je efektivna, ma
miernejSie vedlajsie ucinky a predstavuje viac ako 50
% onkologickej liecby.

Radioterapia moéze za wurCitych podmienok
navodit zriedkavy fenomén v  metastatickej
rakovine, tzv. abskopalny efekt, pri ktorom bolo
pozorované, ze lokdlnym oZziarenim primarneho
nadoru mozno docielit’ zmensenie nielen lieCenych,
mimo

ale aj vzdialenych metastatickych [ézii



radiacného pola (Mole, 1953). Pri melanome sa
tento ucinok zosilni, ak sa k radioterapii pridaju
inhibitory imunitnych kontrolnych bodov (ICI), ako
su napriklad anti-CTLA-4 alebo anti-PD-1/anti-
PD-L1 protilatky (Filippi a kol., 2016). Pozornost’
puta aj imunoadjuvans anti-CD40, ktory sa podiel’a
na posilneni aktivacie antigén prezentujlcich
buniek (APCs). Mechanizmus abskopalneho efektu
nebol este doposial’ objasneny, no predpoklada sa,
Ze imunitny systém sa na tomto efekte vyznamne
podiela.

Cielom tejto Studie bola optimalizacia jednotli-
vych parametrov lieCby, t. j. optimalizacia radiacnej
davky a davkovania imunoadjuvansu antiCD40, kto-
ra by viedla k indukcii abskopalneho efektu. Nasledne
sme chceli tento efekt objasnit’ analyzovanim imu-
nitnej] odpovede v primarnych a metastatickych
nadoroch rakoviny krcka maternice u mysi na
optimalizovant lieCbu a tak priblizit potencialny

mechanizmus abskopalneho efektu.
MATERIAL A METODY

Na in vivo modelaciu rakoviny kréka maternice
sme pouzili zdravé 8 az 10-tyzdiové samicky
C57BL/6N mysi s nekompromitovanou imunitou
(Taconic Biosciences, USA). MySiam sme sub-
kutanne inokulovali 50 pl TC-1 bunkovej suspenzie
(v koncentracii 1 x 10° buniek/nador) do oboch bo-
kov kazdej mysi, s cielom imitovania metastatické-
ho S§tadia rakoviny. Ked mysi dosiahli velkost
nadorov v priemere 3 az 4 mm, ndhodne sme ich
rozdelili do skupin a lie€ili podla dizajnov Stadif
uvedenych v tabulke 1. Liecba bola postavena na
oziareni len jedného z dvoch nadorov, ktory sme
nasledne po RT lokalne liecili intratumoralnou
injekciou anti-CD40. Druhy (nelieCeny) metastatic-
ky nador sme pozorovali na vznik abskopalneho
efektu. Uplne nelie¢ené mysi boli len v kontrolnej
skupine. Vo vsetkych stadiach sme najmenej dvakrat
tyzdenne zaznamenavali velkost’ nadorov, telesni
hmotnost a dizku preZivania na sledovanie u¢innosti
lieCby.

Na radioterapiu sme vyuzili mala vyskumnua
platformu na ozarovanie zvierat (SARRP, Xtrahl,
Inc.) pri vykone 220 kVp a prade 13 mA s vyuzitim
10 x 10 mm kolimatora a 0,15 mm hrubého medeného
filtra. Pri titracii RT davok sme jednému nadoru
aplikovali externym la¢om jednu frakciu RT 6 Gy,
10 Gy alebo 15 Gy, s naslednou intratumoralnou
injekciou anti-CD40 (klon FGK4.5/FGK45, potkani
izotyp IgG2a; BioXcell) (20 pg/nador/mys). Op-
timalizovanu RT davku sme d’alej vyuzili pri stanove-
ni vhodného davkovania anti-CD40 podaného v
jednej alebo troch davkach v tyzdennych intervaloch
v kombinacii s RT, alebo bez (vid’ tab. 1). Dva tyzdne
po liecbe sme zaznamenali stav nadorov aj s CT
snimkami. MyS$iam, u ktorych sa vyvinul abskopalny
efekt s Gplnym odstranenim nadorov, sme 100 dni
po liecbe znova subkutanne inokulovali s TC-1 (1 x
10° buniek) na pozorovanie vzniku imunitnej pamiéte.

Optimalizovanu liecbu (vid’ tab. 1) sme zopakova-
li na novej skupine mysi kvoli imunologickej ana-
lyze nadorov, ktoré sme zozbierali na 14. den po
liecbe. Nadory sme spracovali a vybrané populacie
imunitnych buniek sme identifikovali pomocou mo-
noklonovych protilatok konjugovanych s fluorofor-
mi (L/D Violet, Invitrogen; a od BioLegend CD45-
FITC, CD4-PerCP/Cy5.5, CD8a-PE/Cy7, CD335-
AF647, XCR1-PE) podl'a znameho protokolu (Yale
School of Medicine, 2019), ktoré sme analyzovali na
prietokovom cytometri BD LSR Fortessa. Udaje z
cytometrie sme analyzovali v programe FCS Express
6 (DeNovo), CT snimky v Preclinical Imalytics
Software a objemy nadorov v Statistickom programe
GraphPad Prism verzia 7.

Na statistickil analyzu dat objemov nadorov a
populécii buniek z cytometrie sme vyuzili neparovy
dvojstranny t-test a na analyzu dizky prezivania mysi
Mantel-Cox test (log-rank test).

Vsetky procedtry na zvieratdch sme uskutocnili v
sulade s internym protokolom schvalenym Instititom
pre starostlivost’ o zvieratd a ich pouzivanie (IACUC)
v Dana-Farber Cancer Institute DFCI (protokol 15-
040 schvaleny 5. janudra 2016).



Tab. 1.: Dizajn jednotlivych Stadii

. Titracia radiacnej davky Urécfnie davkovania Imunologick 3tidia
Skupiny (RT) anti-CD40 (mAb)? (n=3)
(n=5) (n=5)
1 Kontrola Kontrola Kontrola
2 - RT (6 Gy) RT (6 Gy)
3 - mAb (1x) mAb (1x)
4 - mAb (3x%) -
5 RT (6 Gy') + mAb (1x%) RT (6 Gy) + mAb (1x) RT (6 Gy) + mAb (1x)
6 - RT (6 Gy) + mADb (3x) -
7 RT (10 Gy) + mAb (1x) - -
8 RT (15 Gy) + mAb (1x) - -

1Gy = Gray, mAb = anti-CD40, *davka 20 pg/ nador/ mys, *davka 6,7 pg/ nador/ mys

VYSLEDKY

Vysledky tejto studie naznacuju, ze kombinaciou
jednej frakcie externého luca RT (6 Gy) a jedinej
lokalnej  davky  agonistickej  monoklonove;j
protilatky anti-CD40 (20 pg/nador/ mys) v jednom
nadore, mozno indukovat silny abskopalny efekt
aj na neliecenych distalnych metastazach veduci
k zmenSeniu az Uplnému odstraneniu nadorov s
vyraznym predizenim Zivotov jedincov (vid obr. 1 a
2). Liecebna kombinacia s nizSou RT davkou (6 Gy)
vykazovala lepSie vysledky v aktivovani abskopalne-
ho efektu (2/5 mysi) v porovnani s vy$simi davkami
(10 alebo 15 Gy) (0/5 mysi). Pri optimalizovani
davkovania anti-CD40 sme zistili, Zze jedna lokalna
vacsia davka (20 pg/davka) dokaze lepsie utlmovat
rast nddorov v porovnani s tromi men$imi davkami
v tyzdennom intervale (6,7 pg/davka). Radikélna
zmena nastala v kombinacii s RT, kde skupina RT +
anti-CD40 (1 x) vykazovala abskopalny efekt v 80
% v skupine, pricom 60 % mysi Uplne eliminovalo
vsetky nadory s vyrazne dlhym prezivanim (vid’ obr.
1). Tieto mysi po opédtovnej inokulacii TC-1 buniek
uz nevytvorili nadory; iba vitiligo v mieste vpichu, o

potvrdzuje vznik imunitnej paméte.

Analyza imunitnych buniek pritomnych v
nadoroch v skupine liecenej s RT a anti-CD40 (1 x)
ukazala (vid’ obr. 2), Ze abskopalny efekt sa spaja so
zvySenou prezentaciou neoantigénu vdaka vyssej
infiltracii konven¢nych dendritovych buniek ¢DCI1
(XCR1+), ktora vyrazne zvysila influx cytotoxickych
CD8+ T-buniek a NK buniek (CD335+) v liecenych
i nelieCenych nadoroch (vid’ obr. 3). CD8+ T-bunky
tvorili viac ako 70 % vSetkych hematopoetickych
buniek (CD45+), ¢o zvyraznuje ich efektorovt tlohu
v abskopalnej odpovedi.

DISKUSIA

Vyskyt abskopalneho efektu zavisi od spravneho
davkovania radioterapie ako aj imunoadjuvansu.
Prilis vysokd RT davka vedie k poskodeniu imu-
nostimulacnych buniek, a naopak, suboptimalne
davkovanie vedie k podpore imunosupresie nadoru
zvySenim infiltracie regulacnych T-buniek a s
tumorom asociovanych M2 makrofagov (Seidel,
Otsuka, Kabashima, 2018). Nakolko kazdy typ
nadorov vyzaduje osobitné stanovenie liecebnych

parametrov, pre nas$ predklinicky model rakoviny



Obr. 1.: Analyzované reprezentativne CT snimky kaZdej experimentalnej skupiny v $tudii optimalizujucej
davkovanie anti-CD40. OranZova farba zodpoveda liecenym nadorom a zelena farba neliecenym nadorom

Obr. 2.: Readlne zabery zozbieranych nadorov ilustrujuce efektivnost’ liecebnych skupin 14 dni po liecbe

Obr. 3.: Zhrnutie analyzovanych bunkovych populicii infiltrovanych v (A) lieenych
a (B) nelie¢enych abskopalnych nadoroch

B Anti-CD40 RT I RT + Anti-CD40




kréka maternice bola optimalna jedna frakcia RT (6
Gy) s jednou lokalnou davkou anti-CD40, ¢o nie
je v zhode so zauzivanym tyzdennym déavkovanim
imunoadjuvansov. Nase vysledky sa zhoduju s
pozorovaniami Yasmin-Karim a kol. (2018) v tom,
ze abskopalny efekt bol sprostredkovany imunit-
nym systémom, ktory nielen odstranil pritomné
nadorové lézie, ale zabezpecil aj imunitnil paméat
voc¢i danej rakovine. V LMIC by bola liecba na
zaklade abskopalneho efektu obzvlast dolezita, lebo
znizenim poctu RT frakcii mozno navodit’ abskopalny
efekt a oSetrit’ tak viac pacientov za nizSiu cenu
(Irabor a kol., 2020). Stadie zamerané na vyskum
imunitnych bunkovych populacii v inych ¢asovych
intervaloch po liecbe a d’alSich populéacii mozu este
viac objasnit’ mechanizmus abskopalneho efektu, ¢o
nasledne pomdéze pri optimalizacii liecby, aby eSte

viac pacientov benefitovalo z tejto liecby.
ZAVERY

V tejto $tadii sme prezentovali predklinické
vysledky inovativnej lie€by na in vivo modeli
metastatickej rakoviny kr¢ka maternice zalozenej
na abskopalnom efekte. Optimalizovana liecba
kombinujuca jednu frakciu RT davky (6 Gy) s jednou
aplikaciou anti-CD40 v oziarenom nadore viedla
k abskopalnej odpovedi, t. j. inhibicii az Uplnej
elimindcii nielen lieCeného nadoru, ale aj distalnych
nelie¢enych metastaz s vyraznym predizenim Zivota
jedincov. Systémova odpoved sprostredkovala
nielen eliminaciu nadorov, ale aj imunitnil paméat
na prekonanti rakovinu. Dalsi vyskum zamerany
na optimalizaciu a lepSie chapanie mechanizmu
abskopalneho efektu moéze viest k inovacidm v
terapii rakoviny kr¢ka maternice, obzvlast’ dolezitej
pre LMIC, kde je globalne najvyssia imrtnost’ na tito

chorobu.
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ABSTRAKT

Astma bronchiale (prieduskova astma) je
chronicka zapalova choroba dolnych dychacich
ciest s komplexnou a velmi individudlnou
patogenézou. O uspechu liecby kazdej choroby
rozhoduje spravna diagnéza a spriavne zvolena
liecba. Cielom naSej Stadie bola analyza
farmakoterapie prieduskovej astmy na zaklade
preskripcie a troch kazuistik. Retrospektivnym
vyhodnotenim lekarskych predpisov sme zistili,
Ze z lie€iv boli pacientom predpisované najmi
xantinové derivaty a antihistaminika (23,5 %);
avsak z hladiska farmakoterapie vyznamnejsSie
st kombinacie f2-adrenergickych lieciv a inhala¢-
né kortikoidy, ktoré v preskripcii predstavovali
22 % a lekartiou boli expedované najméa vo forme
tabliet (48,5 %) alebo inhala¢ného prasku (20,1

% ). V spolupraci s lekarom z Kliniky pracovného

lekarstva a klinickej toxikologie v KoSiciach boli
spracované 3 kazuistiky, zamerané na pacientov s
prejavmi bronchidlnej astmy. U prvého pacienta
sa preukiazal profesionidlny povod ochorenia,
ktory sa rieSil nasadenim nazalneho Kortikoidu
v kombinacii s antihistaminikom. V druhom
pripade bola primarne diagnostikovana alergicka
rinitida s naslednym vyvojom bronchialnej ast-
my. Na liecbu bola pouZita kombinacia salmeterol
+ flutikazén a fenoterol + ipratropium bromid.
U tretej pacientky sa astma nepotvrdila, iSlo o
plicnu emboliziciu. Pacientke bola nasadena
antikoagulacna liecba. Z predloZenej Studie
vyplyva, Ze na dosiahnutie kvality Zivota spravne
lieCeného, kontrolovaného a stabilizovaného
astmatika je doélezita compliance pacienta k
zvolenej liecbe. Z tohto pohlPadu moéZu byt
prezentované kazuistiky v mnohych pripadoch

prinosom.

11



KPacové slova: Bronchialna astma;

farmakoterapia; manaZment

ABSTRACT

Asthma is a chronic inflammatory disease
of the lower respiratory tract with complex and
very individual pathogenesis. The success of the
treatment of each disease is determined by the
correct diagnosis and the right treatment. The aim
of the study was to analyse prescriptions with a
diagnosis of bronchial asthma and to evaluate the
case reports. Through a retrospective evaluation of
the prescriptions, we found that among the drugs
prescribed to patients, mainly xanthine derivati-
ves and antihistamines (23,5 %) or inhalable pow-
der (20,1 %) were used. In collaboration with a doc-
tor from the Department of Occupational Medici-
ne and Clinical Toxicology in KoSice, we selected
3 case reports, based on medical documentation,
aimed at patients with manifestations of bronchial
asthma. The first patient showed a professional
origin of the disease, which was solved by
using a nasal corticoid in combination with an
antihistamine. In the latter case, allergic rhinitis
was primarily diagnosed with a subsequent
transition to bronchial asthma. In therapy, therapy
with a combination of salmeterol + fluticasone and
phenoterol + ipratropium bromide was indicated.
In the third patient, not asthma, but pulmonary
embolization was confirmed. The patient was
given anticoagulant therapy. The presented study
suggests that cooperation and adherence of the
patient to the selected treatment are important in
achieving a quality of life of a properly treated,
controlled, and stabilized asthma. From this point
of view, case reports can also be beneficial in many

cases.

Key words: Bronchial asthma; drug therapys;
management
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UVOD

Bronchidlna astma (asthma bronchiale) patri

medzi jedno =z najCastejSie sa vyskytujucich
civilizaénych ochoreni. Prvykrat bola definovana uz
v 1. 1892 Williamom Oslerom, ktory sa zmiefuje o
zapalovej podstate ochorenia (Braman, 2006). V
sucasnosti je astma charakterizovana ako chronicka
zéapalova porucha dychacich ciest, v ktorej zohravaju
ulohu mnohé bunky a bunkové elementy. Chronicky
zapal vedie k zvySenej hyperreaktivite dychacich
ciest, ¢o sa prejavuje opakujiicimi sa zachvatovymi
epizodami piskotov v hrudniku, stazenym dychanim,
zvieranim v hrudniku a kasl'om, najméi v noci alebo v
skorych rannych hodinach. Tieto epizddy st zvycajne
spojené s rozsirenou, ale premenlivou obstrukciou
plicnej ventilacie, ktora je zvycajne reverzibilna a
zanikne spontanne alebo v doésledku liecby (Ober,
2011).

Epizédy progresivneho zhorSenia dychavice,
kasla, piskania alebo tiesne na hrudniku alebo
ich kombinacia sa oznaCuju pojmom exacerbacia
(Hrubisko a kol., 2010). Pri¢inou exacerbacie astmy
moze byt viacero vonkajSich faktorov, nazyvanych
tiez spustace, ako st napr. alergény, virusové infekcie,
Skodliviny z prostredia a lieky. Znizenie expozicie
niektorym z tychto rizikovych faktorov zlepSuje
kontrolu astmy a znizuje potrebu liecby (Global
Initiative for Asthma, 2018). Pri poklese expiracného
prietoku exacerbaciu mozno stanovit meranim
plucnych funkcii (PEF — peak expiratory flow,
maximalny dosiahnuty expiracny prietok) a FEV1
(forced expiratory volume — vzduch vydychnuty v
prvej sekunde po maximalnom nadychu) (Hrubisko,
2011).

Eliminaciou alergénov v domacom prostredi,
zlepSenim edukécie pacienta cez Struktirované
vzdeldvanie, znizenim poctu astmatickych zachvatov
vylepSenim kvality zivota, spojenym s aktivnou
pohybovou aktivitou, fyzioterapiou a psychosocial-
nou liecbou, sa da docielit’ nefarmakologicka liecba
astmy. To vedie k zniZeniu Statistickych ukazovate-

Pov morbidity. Astme sa da predist aj odvykanim



od fajéenia. AvSak na zvladnutie astmy nie je
komplementarna a alternativna liecba postacujica.
Preto sa pristupuje ku farmakologickej forme liecby
astmy, na dosiahnutie jej efektivnej kontroly (Ukena
a kol., 2008).

V lie€be astmy rozliSujeme pripravky oznacované
ako kontrolory a uvoliiovace.

Kontroléry su lieky urcené na kontinualne
dlhodobé uzivanie. Ich hlavnou ulohou je udrzat
astmu klinicky stabilizovanii  prostrednictvom
protizapalového pdsobenia. K tejto skupine lieCiv
patria inhalaéné a systémové glukokortikosteroidy
(GCS), dlhodobo

ucinkujuce inhalacné B2-mimetikd v kombinacii s

modifikatory  leukotriénov,
inhala¢nymi GCS, teofylin s riadenym uvolfiovanim,
kromény, anti-IgE liecba a dalSie modality
redukujtice potrebu steroidov. Uvoliiovace su lieky
pouzivané podla potreby pri tazkostiach. Uginkuju
rychlo a dokazu zvratit bronchokonstrikciu, ¢im
sa zabezpeCi Ulava. Patria sem rychlo ucinkujice
inhalacné P2-mimetikd, inhala¢né anticholinergika,
kratkodobo a kratkodobo

ucinkujuce peroralne p2-mimetika (Hrubisko a kol.,

ucinkujici  teofylin
2010). S narastom poznatkov o patogenéze astmy
sa rozSirili moznosti jej biologickej liecby (Lotvall
a kol., 2011). Biologické lieCiva sa odporacaju len v
pripade chronickej astmy ¢i astmy, pri ktorej pacient
nereaguje dostatocne na klasicku lieCbu (Albers a
kol., 2017).

Predmetom tejto Studie bolo vyhodnotit’ sicasné
moznosti farmakoterapie bronchidlnej astmy na
zéklade analyzy lekarskych predpisov a troch
kazuistik zameranych na pacientov s prejavmi

bronchialnej astmy.

MATERIAL A METODY

Retrospektivne, za obdobie jedného roka, sme
vykonali analyzu 955 lekarskych predpisov, z
ktorych sme ziskali informacie o spotrebe lieCiv
indikovanych pri bronchidlnej astme, ako aj o
najcastejSie predpisovanych liekovych formach.

Lekarske predpisy s diagnozou J45 — Bronchialna

astma (MKCH 10) boli vyselektované pomocou
pocitaCového programu Apower.

V spolupraci s lekdrom z Kliniky pracovného
lekarstva a klinickej toxikologie v KoSiciach sme na
zaklade zdravotnej dokumentacie vybrali 3 kazuisti-
ky zamerané na pacientov s prejavmi bronchiélnej
astmy. Pri popise kazuistik uvadzame vSeobecné
informacie o pacientovi, jeho zdravotnom stave,
chronoldgiu ochorenia a priebeh liecby.

Pri ziskavani a spracovani tdajov z lekarskych
predpisov a zo zdravotnej dokumentacie pacientov
sme postupovali v zmysle zdkona o ochrane osobnych
udajov.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Frekvenciu preskripcie lieciv z jednotlivych
farmakoterapeutickych skupin predpisovanych pri
diagnoze J45 — Asthma bronchiale dokumentuje
tabulka 1.

Lekariiou boli najcastejsie expedované xantinové
derivaty a antihistaminika (23,5 %); z ktorych sa v
lekarskych predpisoch vyskytovali hlavne teofylin
(22 %) alevocetirizin (7,5 %). Teofylin sa uzniekol’ko
desat’ro¢i pouziva na lieCenie astmy aj napriek vyvo-
ju novsich liekov, najmé inhala¢nych steroidov. Uz
pri nizkych plazmatickych koncentraciach inhibu-
je neskort astmatickll reakciu po stimulacii alergé-
nom. Je odporacany v kombinacii s inym pro-
tizapalovym lieCivom na dlhodobu lieCbu miernej
az stredne tazkej astmy (Barnes a Pauwels, 1994).
Levocetirizin je moderné a vysoko selektivne
H,-antihistaminikum pouzivané ako doplnkove
lie¢ivo pri alergickej astme. Z hladiska uzivania je
bezpecny so zanedbatelnym sedativnym uc¢inkom
a vynikajucou znasanlivostou. Pri jeho dlhodobom
uzivani sa zlepSuje priebeh ochorenia (Horak a kol.,
2005).

Pomerne Casto boli predpisované aj kombinécie
B2-adrenergickych lickov LABA a inhala¢nych
kortikoidov ICS (22 %), najma kombinacia formoterol
+ beklometazén (6,3 %). Inhalacnd forma [2-

adrenergného agonistu s kortikosteroidmi sa povazu-
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Tab. 1: Spotreba lie€iv pri diagnoze J45.0 podl’a farmakoterapeutickych skupin

Skupina/liecivo n/% Spolu n/%
Inhalacné kortikosteroidy (ICS)
Ciklezonid 20/2,1
Budezonid 7/0,7
Flutikazon 49/5,1 148/15,5
Mometazon 34/3,6
Beklometazon 38/4,0
Selektivne agonistyf2-adrenergnych receptorov (LABA)
Formoterol 18/1,9
Salmeterol 2/0,2
70/7,3

Salbutamol 40/4,2
Indakaterol 10/1,0
Kombindcia LABA+ICS
Formoterol+flutikazon 34/3,6
Salmeterol+flutikazon 28/2,9
Formoterol+beklometazon 60/6,3 210/22,0
Formoterol+budezonid 51/53
Vilanterol+flutikazon 37/3,9
Antileukotriény
Montelukast 29/3 29/3
Xantinové derivdty
Teofylin 210/22,0
Aminofylin 14/1,5 2241235
Anticholinergika (uvol’iiovace bronchospazmu)
Ipratrépiumbromid 13/1,4
Tiotrépiumbromid 10/1,0 41/4,3
Glykopyroniumbromid 18/1,9
Kombindcia LABA+anticholinergika
Indakaterol+glykopyron | 8/0,8 8/0,8
Antialergika
Kromoglykan | 1/0,1 1/0,1
Antihistaminika
Cetirizin 40/4,2
Levocetirizin 72/7,5

224/23,5
Desloratadin 62/6,5
Fexofenadin 50/5,2
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Graf 1: Percentudlne zastiipenie liekovych foriem u pacientov s astmou
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TBL —tablety, PLV INH —inhala¢ny prasok, SOL INH — inhala¢ny roztok, SUS INH — inhala¢na suspenzia,
AER NAU - nosova aerodisperzia, AER ORA — oralna acrodisperzia, SOL INJ — infizny roztok, CPS —

kapsuly

je za zlaty Standard v liecbe astmy. Ich vzajomny
synergismus zvySuje translokaciu glukokortikoid-
n¢ho receptora a tym sa zlepSuje citlivost’ na ICS.
V tejto kombindcii posobia bronchodilatacne a
protizapalovo (Walsh, 2019).

ICS sa povazuju za lie¢iva prvej vol’by a ich davka
sa meni v zavislosti od klinického stavu pacienta
(Cordina, 2019). Frekvencia preskripcie inhala¢nych
kortikosteroidov samotnych dosahovala 15,5 %;
pricom najcastejSie boli expedované lieky na baze
flutikazonu (5,1 %). Podl'a najnovsich odportcani
(GINA, 2018) je pri bronchialnej astme indikovana
liecba kortikosteroidmi, podavanymi inhalacne
v nizkych davkach. Kortikoidy sa odporucaju na
zmiernenie priznakov astmy, zvySuju funkciu plc,
zlepsuju kvalitu zivota a znizuju riziko exacerbdcii
suvisiacich s astmou (Jenkins a kol., 2017).

B2-adrenergné sympatomimetikd predstavovali
v lekdrskych predpisoch 7,3 %. Pacientom boli

predpisované najmi lieky s obsahom salbutamolu

(4,2 %). GINA (Globalna iniciativa pre astmu) a
NHLBI (Americky Narodny ustav pre srdce, pluca
a krv) povazuju dlhodobo pdsobiace B2-adrenergné
agonisty za dolezitu skupinu, pouzivani na liecbu
pacientov s perzistujicou astmou (Premer, 2008).

V mensej miere bola evidovana spotreba liekov
obsahujucich lie¢iva patriace do skupin uvolfiovace/
anticholinergikd (4,3 %) a antileukotriény (3 %).
Liec¢iva patriace do skupiny anticholinergikd a
antialergikd sa v preskripcii vyskytovali najmene;j
(0,8 % a 0,1 %). Vyskyt ostatnych lie¢iv v preskripcii
bol sporadicky (3 % — 0,1 %); (vid’ tab. 1).

Liecivé latky boli expedované najmd vo forme
tabliet (48,5 %) a inhalacného prasku (20,1 %).
Mensie zastupenie v preskripcii mali lieky vo forme
inhala¢ného roztoku (11,0 %); inhalacnej suspenzie
(9,0 %); nosovej suspenznej aerodisperzie (5,9 %)
a oralnej aerodisperzie (4,0 %). Preskripcia lieciv
vo forme infuzneho roztoku predstavovala iba 1,5
% a vo forme kapsul 0,1 % (vid’ graf 1). Vyhodou
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Tab. 2: Liekova anamnéza Pacienta 1

Nazov lieku Liekova forma U¢inna latka Davkovanie
Nasonex AER NAU Mometazonfuroat 2x1
Zenaro TBL Levocetirizin 1 x 5 mg rano
Ozzion TBL Pantoprazol 1 x 20 mg rano

Tab. 3: Fyziologicky profil Pacienta 1

Parameter Referen¢na hodnota | Stanovena hodnota
Eo 0-50% 5,09 %
Mo 2-12% 13,78 %
FW 10/25 22/40

Eo — eouzinofily, Mo — monocyty, FW — sedimentécia erytrocytov

najviac odporticanej inhalacnej liecby je, ze lieciva sa
dostavajui do dychacich ciest priamo, ¢im dochadza
k ich vyssej koncentracii pri signifikantne nizSom
riziku systémovych vedl'ajsich uc¢inkov (Hrubisko a
kol., 2010).

Kazuistika 1

Pacient 1 je 29 ro¢ny muz, povolanim kuchar.
Od roku 2013 uvadzal symptomy alergickej rinitidy,
ktoré mu stazovali podmienky pri praci v reStauracii.
V ramci imunoalergologického vySetrenia boli
realizované kozné testy, ktoré boli negativne. Pacient
sa stazoval na pocit nazalnej kongescie, s vyraznym
seréznym vytokom z nosa a ¢astym kychanim pri
kontakte s mukou. Popisoval tiez alergické priznaky
ako svrbenie, slzenie a zacervenanie oci. Pri dlh§ich
pracovnych zmenach sa objavovali drazdivy kasel
s primesou bieleho sputa a piskanie v hrudniku
pocas spanku. Informacie o lieCbe pacienta po
imunoalergologickom vysetreni su zhrnuté v tabulke
2.

Na zaklade vySetrenia mu imunoalergoldg
naordinoval pripravok NASONEX (nosova sus-
penzna aerodisperzia), ktory obsahuje lokalny

glukokortikoid mometazonfuroat. Zo skupiny an-
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tialergik mu bol predpisany liek na baze levocetirizinu
(ZENARO tbl.). Kvoli dlhsie pretrvavajucim gas-
trointestindlnym problémom je pacient v dis-
OZZION
tbl., liek, ktory obsahuje inhibitor protonovej pum-

penzarizacii  gastroenterologa. Uziva
py (PPI), pantoprazol.

Vzhladom na pretrvavajiice t'azkosti boli v roku
2016 opatovne vykonané kozné testy, vratane citlivos-
ti na muku, ktoré preukazali zvySenu senzibilitu na
pSeni¢nu a raznia muku. Vysledky testovania na
d’alSie potravinové alergény boli negativne. Imunoldg
odporucil pacienta kvoli perzistujicim respiraénym
symptomom na odborné vysetrenie do nemocnice, na
Kliniku pracovného lekarstva a klinickej toxikoldgie
v Kosiciach, za ucelom presetrenia, prelieCenia a

posudenia profesionalnej suvislosti ochorenia.

Vysledky vysetreni a pomocné vySetrenia na Klinike
pracovného lekarstva a klinickej toxikoldgie v
Kosiciach:

Pacient pri prijati vykazoval vezikularne dychanie,
bez spastickych fenoménov. Rinomanometrickym
vySetrenim bola zistena silnd obturacia nazalnych
priechodov. Funkéné vysetrenie pl'ic bolo v norme.

Hodnoty PEF sa pocas 24-hodinového monitorovania



Tab. 4: Liekova anamnéza Pacientky 2 stanovend imunoalergolégom

Nazov lieku Liekova forma U¢inna latka Davkovanie
Formoterol PLV INH Formoterol 2 x 1 vdych
Cezera TBL Levocetirizin 1 x r4no

Mucosolvan TBL Ambroxol 1 x r4no

Tab. 5: Liekova anamnéza Pacientky 2 po prvej hospitalizacii

I3

Nazov lieku Liekova forma Ucinna latka Davkovanie
Formoterol PLV INH Formoterol 2 x 1 vdych
Broncho-Vaxom CPS Lysatum bacteriale mixtum 1 x denne
Ciprofloxacin TBL Ciprofloxacin a12hx 500 mg

pohybovali na dolnej hranici normy (78 %) bez

diurndlnej variability. Bronchoprovokacny test
metacholinom nepotvrdil bronchidlnu hyperreakti-
vitu.

V priebehu $pecifického nazalneho provokacného
testu pSenicnou mukou vSak doSlo k nazalnej
obturacii  objektivizovanej  rinomanometricky,
masivnej nazalnej sekrécii spojenej s vyraznym
slzenim a zapalom spojoviek. Konzilidrnym ORL
vySetrenim bola potvrdena chronickd hypertroficka
rinitida s odporti¢anim pokracovat’ v nastavenej
lie¢be. Oftalmologom bola zistend aktitna obojstranna
konjuktivitida a nasledne bola indikovana liecba
olopatadinom (OPATANOL gtt.), 2x denne. V krvnom
obraze pacienta boli zistené mierne zvysené hodnoty
eozinofilov a monocytov (vid’ tab. 3). Zaznamenana
bola aj zrychlena sedimentacia erytrocytov.

Pocas hospitalizacie bol pacientovi aplikovany
parenteralne kortikoid (HY DROCORTISON plv inj.)
a perordlne antihistaminikum (DESLORATADIN
tbl.).

Pacient bol v stabilizovanom stave prepusteny
do ambulantnej starostlivosti. Lekarom z Kliniky
pracovného lekarstva a klinickej toxikologie, na

zaklade vykonanych vySetreni a po objasneni

profesionalnej suvislosti ochorenia, bola pacientovi
odporiicana eliminacia rizikového pracovného
prostredia a pokracovanie v doterajsej liecbe (vid tab.
2), ako aj nasledna dispenzarizacia imunoalergolégom
a gastroenterologom.

Choroby z povolania st ochorenia, ktoré vznikaju
ako patologickd adaptacia pracovnika na pracovné
prostredie. Niektoré klinické Stadie uvadzaju, ze az
75 % pacientov povazuje pracovné prostredie za
rizikovy faktor chordb z povolania. 17 % responden-
tov sa domnieva, Ze ich ochorenie suvisi s ich pracou,
avsak iba u 10 % pacientov sa takyto stvis aj potvrdil
(Martyny a kol., 2002). V inej §tadii sa vSak stvis
ochorenia s pracou potvrdil az u 15,9 % pacientov
vysetrenych priamo v ambulancii praktického lekara.
V blizkej budicnosti sa predpoklada vzostup chorob

z povolania (Weevers a kol., 2005).

Kazuistika 2

Pacient 2 je 65 rocnd zena, ktorej bola dia-
gnostikovana alergicka rinitida v 45. roku zivota.
V imunoalergologickej ambulancii bol ako pric¢ina
ochorenia diagnostikovany pel. Liekova anamnéza
pacientky je uvedend v tabul’ke 4.

Poslednych 5 rokov pacientka pocituje zhorSenie
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Tab. 6: Liekova anamnéza Pacientky 2 po druhej hospitalizacii

Niazov lieku Liekova forma Utinna liatka Davkovanie

Augmentin TBL Amoxicilin a kys. klavulanova al2hxlg
Erdomed CPS Erdostein 2x1
Airflusal PLV INH Salmeterol + flutikazon 2 x 1 vdych

Berodual N SOL INH Fenoterol a ipratropium bromid p. p.

Tab.7: Liekova anamnéza Pacientky 3
Niazov lieku Liekova forma U¢inna latka Davkovanie
Zodac TBL Cetirizin 1 x 10 mg vecer

Nasonex AER NAU Mometazonfuroat 1 x rdno
Airflusal SUS INH Salbutamol p. p.

stavu s prejavmi dychavice, najméd pri namahe, a
piskoty v hrudniku. Stazuje sa na ranné i vecerné
zahlienenie s tvorbou hustého sputa a urputné vecerné
kychanie. Uvadza tiez buSenie srdca pri namahe a
palcivé bolesti v hrudniku, ustupujuce po podani
NITROGLYCERINU tbl.

Kliniku pracovného lekarstva a klinickej
toxikologie v Kosiciach prvykrat navstivila v marci
2018 kvoli vyraznému zhorSeniu zdravotného stavu
po prekonani infekcie dolnych dychacich ciest. U
pacientky bola naplanovana hospitalizacia za ucelom

presetrenia, prelieCenia a nastavenia lieCby.

Vysledky vysetreni a pomocné vySetrenia na Klinike
pracovného lekarstva a klinickej toxikologie v

KoS8iciach:

Pacientka bola hospitalizovana v marci 2018.
Pri prijme uvadzala subjektivne namahavé dyspnoe,
zahlienenost’ a produktivny kasel. Klinicky nalez
bol manifestovany vezikularnym dychanim, s pre-
dlzenym

expiriom, bez vedlajsich dychacich

fenoménov. Funkéné vySetrenie pluc bolo v
norme. Bronchodilatacny test salbutamolom bol
signifikantne pozitivny (vzostup FEV, o 15 % v
porovnani s bazalnou hodnotou). Hodnoty PEF sa

pocas 24-hodinového monitorovania pohybovali nad
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hornou hranicou normy (101 %), bez signifikantne
diurnélnej variability. Stav pacientky bol uzatvoreny
ako intermitentna bronchialna astma.

boli aplikované:
parenteralne bronchodilatans (SYNTOPHYLLIN
sol inj.) a kortikoid (HYDROCORTISON plv inj.),
a mukolytikum (ACC injekt sol inj.) s Ucinnou

Pocas hospitalizacie jej

latkou acetylcystein. Noc¢ny zachvat kasla bol
zvladnuty peroralnym antitusikom (KORYLAN
tbl.), kombinacia paracetamolu a kodeinu. EKG
obraz bol v norme. Zo sputa boli izolované Klebsiela
spp. a Candida albicans. Detegovana bola taktiez
pritomnost’ eozinofilov v spute.

Po prepusteni do ambulantnej starostlivosti bolo
pacientke odporic¢ané nadalej uzivat pripravok
na baze formoterolu (selektivny agonista [2-
adrenergnych receptorov). Ako podporna imu-
noterapia bol do lieCby zaradeny BRONCHO-
VAXOM cps.

(Klebsiella spp.) v spute bola pacientke indikovana

Vzhladom na kultivany nalez

antibioticka liecba ciprofloxacinom po dobu 5 dni
(vid’ tab. 5).

V decembri 2018 sa zdravotny stav pacientky
nahle zhorsil. Stazovala sa na neustupujice bolesti
hrdla so stazenym dychanim, najmi vo vecernych

hodinach. Zvyraznila sa zahlienenost, kasel a vy-



Tab. 8: Fyziologicky profil Pacientky 3

Parameter Referen¢na hodnota | Stanovena hodnota
Ba 0-1% 0,99 %
Urea 2,8 — 8,0 mmol.1" 6,01 mmol.1"
Kreatinin 62 — 106 pmol.I" 99,6 pmol.I"
AST 0,17 - 0,85 pkat.1" 0,41 pkat.l!
ALT 0,20 — 0,80 pkat.1" 0,34 pkat.l!
kaSliavanie  bieleho sputa. Kultivaciou bola Kazuistika 3

detegovana pritomnost’ Escherichia coli. Funkéné
vySetrenie plic naznacovalo Tahkdl obstrukénu
ventilacnu poruchu. Stav pacientky bol uzatvoreny
ako akutna laryngotracheobronchitida a akutna
exacerbacia astmy s nutnostou zmeny doterajsej
inhala¢nej farmakoterapie. PocCas hospitalizacie jej
bola aplikovana inflzia: 0,9 % NaCl inf. 100 ml +
hydrokortizon + syntofylin.

Na lie¢bu (vid’ tab. 6) v domacom prostredi
bolo pacientke predpisané peroralne antibiotikum
AUGMENTIN tbl. po dobu 7 dni a mukolytikum
(ERDOMED c¢ps.). Pacientka v poslednych me-
siacoch uvadza CastejSie symptomy astmy, na zaklade
¢oho bola jej diagnéza preklasifikovana na lahku
perzistujucu nekontrolovant bronchialnu astmu.

Literarne zdroje uvadzaju, Ze bronchialna astma
Casto suvisi s rinitidou, nakol'’ko rozhodujicu tlohu
v patogenéze astmy a rinitidy zohrava zapal sliznice
dychacich ciest.

Karjalainen a kol. (2003) vo svojej studii popisujt,
ze 11,6 % pacientov s profesionalnou rinitidou trpi
bronchidlnou astmou. Pacientke 2 bola nasledne
modifikovana terapia s vysadenim FORMOTEROLU
plv inh. a do lie¢by bol pridany kombinovany preparat
AIRFLUSAL plv inh. obsahujuci bronchodilatans
salmeterol a flutikazon na zmiernenie edému a zapa-
lu plic. Preventivne, v pripade potreby, pri stavoch s
prechodnou bronchokonstrikciou jej bol predpisany
BERODUAL N sol inh. s t¢innou latkou fenoterol
a ipratropium bromid. Pri kontrolnom vysetreni, po
zmenenej terapii, pacientka deklaruje Gistup tazkosti.

Pacientka 3 je Zzena vo veku 58 rokov, zamestnana
ako manazérka v banke. Na Kliniku pracovného
lekarstva a klinickej toxikologie v KoSiciach bola
prijatd za ucelom realizacie bronchoprovokacného
testu kvoli diferencialnej diagnostike dyspnoe.

Pacientka bola v minulosti vySetrena alergologom
s nasledujucim zaverom: Dyspnoe dif. dg., Rhi-
noconjunctivitis persistens stredne tazka, s aler-
gickou a vazomotorickou zlozkou, hypersenzitivita
I. typu podl'a Coombsa a Gela na palinu, orechy a
liekova hypersenzitivita na tetracyklin. Od roku
2003 je pacientka lieCena na artériova hypertenziu.
Okrem toho bola u nej diagnostikovana chronicka
benigna hyperbilirubinémia a steatéza pecene. Je v
dispenzarnej starostlivosti kardiologa s diagndézou
stopovej mitralnej a trikuspidalnej regurgitacie.

Alergolégom jej bolo naordinované uZzivanie
ZODAC tbl. na
zmiernenie alergickych priznakov, nosova suspenzna
aerodisperzia NASONEX (mometazdnfuroat) a
VENTOLIN INHALER N (salbutamol), rychlo
posobiace bronchodilatans (vid’ tab. 7).

peroralneho  antihistaminika

Vysledky vySetreni a pomocné vySetrenia na Klinike
pracovného lekarstva a klinickej toxikoldgie v
Kosiciach:

Pri vstupnom vySetreni na kliniku pracovného
lekarstva a klinickej toxikoldgie pacientka uviedla
kasla,

pretrvavajice asi 2 — 3 roky. Uvadza tiez sporadické

progredujuce namahové dyspnoe bez
busenie srdca, bez piskotu v hrudniku. Popisuje

stazené dychanie nosom, vodnaty rinotok, palenie
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a slzenie oCi, najmd pri kontakte s alergénmi a
drazdivymi latkami. V detstve a mladosti bola casto
lieCenda na zapal priedusiek, recidivujucu rinitidu,
sinusitidu a anginu. Ma intoleranciu na mlie¢ne
vyrobky. Nefajci uz 15 rokov, predtym bola aktivnou
faj¢iarkou. Je v menopauze od 52. roku zivota.

bolo
vezikularne dychanie, bez pritomnosti spastickych

Auskultatnym  vySetrenim zistené
fenoménov. V krvnom obraze bola zaznamenana
hrani¢nd bazofilia (vid’ tab. 8). Hemokoagula¢né
parametre a D-dimér boli v norme. Biochemické
vysetrenie krvi vykazovalo hranicnu retenciu
dusikatych latok a elevaciu hepatalnych transaminaz.
Na RTG snimku boli prinosové dutiny vzdusné a
transparentné. Spirometrické vySetrenie nepreukazalo
ventilaéni  poruchu. Rovnako rhinomanometrické
vySetrenie nepoukazovalo na obturaciu nazalnych
priechodov.  Vykonanym  bronchoprovoka¢nym
testom metacholinom sa nepotvrdila bronchidlna
hyperreaktivita.

Na konci hospitalizacie boli vySetrenia doplnené
o zatazovl spirometriu, pri ktorej nebola zistena
namahou indukovana bronchokonstrikcia. Hodnoty
PEF monitoringu sa pohybovali nad pasmom normy
(105 %), bez signifikantnej diurnarnej variability.
Konziliarny lekar, otorinolaryngoldg, diagnostikoval
alergicku rinitidu. Vykonané vysetrenia nepotvrdili
bronchialnu astmu ako pri¢inu dyspnoe.

Stadia vykonana na subore 85 0sdb ukézala, Ze
az 25 % pripadov dychavi¢nosti nemd respiracny
povod (Pratter a kol., 1989). Tento fakt poukazuje
na skutocnost, ze primarne fyzikalne vysSetrenie
pacienta je zvyCajne nepostacujuce na definitivne
uréenie diagndzy astmy. Presné stanovenie diagnozy
si vyzaduje vykonanie viacerych vySetreni v sulade
so Specifickymi diagnostickymi postupmi (Karmani a
kol., 2005). Ked’ze pacientka uviedla, ze v minulosti
prekonala postraumaticku imobilizaciu pravej dolnej
koncatiny, bol u nej naplanovany ventila¢no-perfiz-
ny scan pltc, za ucelom diferencialnej diagnostiky
plucnej embolie.

Ventila¢no-perfuzny scan pltc potvrdil supo-

novani embolizaciu plac. Pacientke bola nasadena
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antikoagula¢na liecba nizkomolekularnym hepa-
rinom FRAXIPARINE a nasledne antikoagulans
WARFARIN tbl. V ramci vylucenia sekundarnych
pricin plicnej embolie bolo odporacané ambulantné
USG vysetrenie ciev dolnych koncatin, hematologic-
ké vysetrenie a onkologicky skrining. Pacientka bola
po absolvovanych vySetreniach a nastavenej terapii
prepustend v stabilizovanom stave do ambulantne;j

starostlivosti.

ZAVER

Astma je chronickd zapalova choroba dolnych
dychacich ciest s komplexnou a vel'mi individualnou
patogenézou. Napriek tomu, ze znizuje kvalitu
Zivota pacienta, komplexny manazment a moderna
farmakoterapia umoznuju vo VacSine pripadov
astmatikom zit' plnohodnotny zivot. Liekom prvej
volby je inhala¢ne podavana protizapalova liecba
(kortikoid), ktoru je vhodné kombinovat’ s liekmi s
bronchodilataénym uc¢inkom, aby sa udrzala astma
pod kontrolou. Prelomom vo farmakoterapii astmy
bolo zavedenie biologickej liecby, ktora je dnes
povazovana za trend v medicine a velkou vyzvou do
buducnosti. Doraz vsak treba klast’ aj na compliance
pacienta, aby nastavena lieCba priniesla oCakavané

vysledky.
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ABSTRAKT

Na zaklade EU sa
farmaceutickych produktoch neustile sledovat’

smernic musi vo

obsah farbiv. MoZeme povedat’, Ze farbiva
si  kozmetika farmaceutickych pripravkov,
nakolko esteticky vzhPad

moZe byt zvySeny pouZitim vhodnych farbiv.

lieckovych foriem

Farebné odliSenie jednotlivych druhov liekov
ma svoj prakticky, ako aj psychologicky vyznam
a Casto pomaha pacientom orientovat’ sa medzi
jednotlivymi druhmi liekov. Vyrobcovia nie vidy
informuja o charaktere farbiv, ktoré boli pouzité
a taktieZ o tom, aké mnoZstvo farbiv pripada
na jednu farmaceuticki jednotku vyrobku.
Tato informacia moéZe byt dolezita najmi pre
Pudi s oslabenym imunitnym systémom alebo
réznymi zdravotnymi problémami. Preto cieom

tejto Stadie bolo stanovit’ obsah farbiv v 18
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farmaceutickych vzorkach réznych liekovych
foriem. Tato Stidia sa zaobera vyberom vhodné-
ho chromatografického systému pre stanovenie
farbiv, ktoré sa najCastejSie vyuZivaju vo
farmaceutickom priemysle, ako aj ich analyzou
vo farmaceutickych vzorkach. Farebné aditiva
boli stanovené metédou RP-UHPLC v izokratic-
kom mode. Separacia sa uskuto¢nila na koléne
Polaris C18-A (250 x 4,6 mm, 5 pm). Mobilna
faza bola zloZena zo zmesi CH,CN a (CH,COONa
+ CH,OH). Vysledky Stadie podavaju prehlad
o obsahu farbiv v analyzovanych vzorkach
farmaceutickych vyrobkov. Po zhodnoteni vys-
ledkov HPLC analyz 18 farmaceutickych vzoriek
moZeme konS$tatovat’, Ze ani v jednej vzorke nebolo
zistené prekrocenie hodnoty ADI pri maximalnej

terapeutickej dennej davke lieku.



Krlracové slova: izokraticky mod; reverzna

faza; syntetické farbiva, ultra-vysokoucinna

kvapalinova chromatografia
ABSTRACT

According to EU directives, the dye content
must be constantly monitored in pharmaceutical
products. We can say that dyes are cosmetics of
pharmaceutical preparations, since the aesthetic
appearance of the dosage forms can be enhanced
by using suitable dyes. Color differentiation
of different types of drugs has both practical
and psychological significance and often helps
patients navigate between different types of drugs.
Producers do not always report on the nature
of the dyes used and also on the amount of dyes
per pharmaceutical formulation of the product.
This information can be important especially
for people with weakened immune systems or
various health problems. Therefore, the aim of
this study was to examine the content of dyes in 18
pharmaceutical samples of different dosage forms.
This study deals with the selection of a suitable
chromatographic system for the determination of
dyes most commonly used in the pharmaceutical
industry, as well as their analysis in pharmaceutical
samples. Color additives were determined by
the RP-UHPLC method in isocratic mode. The
process of separation was performed on a Polaris
C18-A column (250 x 4.6 mm, 5 pm). The mobile
phase was consisted of a mixture of CH,CN and
(CH,COONa + CH,OH). The results of this study
give a perspective of the content of dyes in samples
that were analyzed as pharmaceutical products.
In conclusion, after interpreting the results of the
HPLC analyzes of the 18 pharmaceutical samples,
it can be stated that no sample outstepped the ADI
at the maximum therapeutic daily dose.

Key words: isocratic mode; reverse phase;
synthetic dyes; ultra-high-performance liquid

chromatography

UVOD

Produkcia lieCiv v poslednych rokoch neustéle
stupa. Farmaceutické firmy ponukaju Siroké spektrum
lie¢ivych pripravkov a doplnkov stravy. Z hladiska
pouzivanych pomocnych latok na vyrobu réznych
liekovych foriem je dolezité zamerat sa na obsah
syntetickych farbiv. V poslednych rokoch vzrastlo
mnozstvo pouzivanych farbiv, co predstavuje jeden z
moznych faktorov zvySen¢ho vyskytu civilizacnych
chorob. Za rizikové sa povazuju najmi syntetické
farbiva, nakolko sa v prirode nevyskytuju a pre
l'udsky organizmus nie st zname. Ohrozené su
predovsetkym malé deti, pretoze velké mnozstvo
farbiv mozeme najst’ v detskych pripravkoch, ako st
napr. detské sirupy, kvapky, pastilky na cmtlanie a
pod. Bolo zistené, ze niektoré farbiva mozu priamo
sposobit’ nedostatok pozornosti a hyperaktivitu u
deti. Farebné aditiva sa pouzivaji vo farmaceutic-
kom priemysle aj napriek ich negativam v detskych
pripravkoch ako pomocné latky, ktoré im dodavaju
preferovant farbu a zodpovedajt chuti pripravku, ako
napr. ¢ervena alebo ruzova farba pre jahodovu alebo
malinovu prichut, zelena farba pre méitova prichut
a pod. Aj ked’ zahrnutie farieb nie je nevyhnutnym
predpokladom pre vSetky farmaceutické vzorky,
pripravky urCené pre deti su zvyCajne farebné
(Materiienko, 2015; McCann, 2007).

Farbiva  pouzivané  vo  farmaceutickych
pripravkoch, ¢i uz v kvapalnych liekovych formach
(roztoky, sirupy, kvapky) alebo tuhych liekovych
formach (kapsule, tablety, pastilky na cmulanie,
prasky) mozu byt prirodné alebo syntetické. Prirodné
farbivd st nahradzané syntetickymi z dovodu ich
vacsej farebnosti, stability a uniformity. Je vsak
zname, ze syntetické farbiva predstavuju riziko pre
zdravie ¢loveka (Rastogi, 2014).

Vynechanie, resp. neuplnost informacii pri
oznacovani liekov o farmaceutickych pomocnych
latkach moze vystavit citlivych jedincov neziaducim
reakciam  sposobenym  aditivnymi  latkami.
Potencidlne nepriaznivé ucinky na zdravie cloveka

v dosledku vystavenia syntetickym farbivam v r6z-
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nych liekovych formach sa hodnotia analyzou rizik.
V polovici osemdesiatych rokov medzi spotrebitel-
mi narastali obavy z moznych nepriaznivych u¢in-
kov pridavnych latok, predovsetkym farbiv. Bo-
li to napr. udaje o vztahu medzi tartrazinom a
hyperaktivitouudeti. Uvazovalo sa 0 mozZnej spojitosti
medzi pozitim liekov obsahujucich syntetické
potravinarske farbiva a pritomnost'ou hyperaktivneho
spravania u deti (Silveira Balbani a kol., 2006).
Zvysené zdravotné riziko spdsobené pouzivanim
farbiv, predovsetkym syntetickych, viedlo regula¢né
organy k zvySeniu ich kontroly a obmedzeniu
ich selektivneho pouzivania. Prieskum literatiry
odhal'uje ro6zne analytické techniky vyuzivané pri
identifikacii a kvantifikacii farbiv vyuzivanych vo
farmaceutickom priemysle, priCom chromatografic-
ké metody zohravaju vyznamnu ulohu vo
farmaceutickej analyze. V predlozenej S$tudii pre
stanovenie farbiv v redlnych farmaceutickych
vzorkach bola pouzitd metoéda ultra-vysokoucinnej
kvapalinovej chromatografie na reverznych fazach
RP-UHPLC s DAD detektorom, ktora vynika celou
radou vyhod, ako je vysoka separacna ucinnost,
reprodukovatelnost, nizka hodnota detekéného
limitu. V $tadii bola pouzitd izokraticka elucia, pri
ktorej zlozenie mobilnej fazy pocas separacie bolo
konstantné. Ciel'om experimentalnej ¢asti §tadie bolo
teda vybrat vhodny chromatograficky systém pre
stanovenie 6smich farebnych aditiv, ako aj zvolenou
UHPLC metodouidentifikovat’ akvantifikovat najviac
zastipené farbiva v 18 vybranych farmaceutickych
produktoch komerc¢ne dostupnych v Slovenskej
republike, v ktorych bol vyskyt farbiv bud’ potvrdeny

alebo vyvrateny.

MATERIAL A METODY

Na pripravu roztokov bola pouzita ultracista voda
ziskana reverznou osmozou, ktorej dodavatelom
bola Univerzita veterinarskeho lekarstva a farmacie
v Kosiciach. Pre chromatograficki analyzu bolo
pouzitych osem Standardov farbiv s ozna¢enim E 102,
E 104, E 110, E 120, E 122, E 124, E 131 a E 133,
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ziskanych z Institutu pre inzinierstvo polymérnych
materidlov a farbiv (Institute for Engineering of
Polymeric Materials and Dyes, Polsko). Dalsie
pouzivané chemikalie boli: trihydrat octanu sodného
p. a. (Lach-Ner, Ceska republika), metanol pre HPLC
Gradient grade, (Fisher Scientific, UK), acetonitril
pre HPLC Gradient grade Chromasolv®, > 99,9 %;
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). HPLC analyza
sa uskutocnila na kvapalinovom chromatografe
UltiMate 3000 (Thermo Fisher Scientific, Nemecko)
za pouzitia detektora didodového pola (DAD) a
chromatografickej kolony Polaris C18-A, 250 x 4,6
mm; 5,0 um (Agilent, Holandsko). Ovladanie systému
DAD-UHPLC a vyhodnocovanie nameranych uda-
jov sa uskuto¢nilo pomocou chromatografického
programu Chromeleon (Chromeleon Chromatograp-
hy Data System). Bolo analyzovanych osem
Standardov vo vode rozpustnych farbiv, pricom
kazdy Standard bol odvazeny na analytickych
vahach s presnostou na Styri desatinné miesta. 0,05
g z kazdého Standardu bolo rozpustenych v ultracis-
tej vode, kvantitativne prenesenych do odmernej
banky s objemom 50 ml a doplnenych po rysku
ultracistou vodou. Takto pripraveny zakladny roztok
kazdého S$tandardu mal koncentraciu 1 pg.m™
Pracovné roztoky (¢ = 0,05 mg.ml?) jednotlivych
farbiv boli pripravené dvadsatnasobnym riedenim
zakladného roztoku. Kalibracné S$tandardy jed-
notlivych vo vode rozpustnych farbiv boli pripravo-
vané riedenim z pracovného roztoku na koncentracie,
ktoré boli ocakavané vo farmaceutickych vzorkach.
Pre analyzu farbiv boli zvolené lieky, v ktorych
vyrobca deklaruje pritomnost’ farbiv, na ktoré bolo k
dispozicii osem Standardov. Jednalo sa o vzorky vo
forme vol'ne predajnych lie¢ivych pripravkov, resp.
na lekarsky predpis. Celkovo bolo analyzovanych
18 farmaceutickych vzoriek v roéznych liekovych
formach od réznych firiem. Specificky HPLC DAD
detektor ako jeden z typov spektrofotometrickych
detektorov bol pouzity pre detekciu lieCiv, ako aj
na ziskanie spektralnych profilov zo zmesi latok,
ktoré su oddelené chromatografickou separaciou. Na

chromatografickt analyzu 6smich farbiv v réznych



farmaceutickych vzorkach bol pouzity HPLC sys-
tém UltiMate 3000 RS. Automaticky davkovac
obsahoval zasobnik s vialkami uzavretymi septami.
Vialky s objemom 1,5 ml s pripravenymi vzorkami
boli umiestnené do zasobnika vzoriek (tzv. karusel)
pri laboratornej teplote. Nasledne cez septum
vialky bol injekénou mikrostriekackou davkovaca
davkovany objem 20 pl priamo na chromatografickt
koloénu termostatovanu na 40 °C, na ktorej doslo k
separacii analytov. Separacia prebichala na kolone
od firmy Agilent Polaris C18-A (250 x 4,6 mm; 5,0
um). Pre stanovenie farbiv v 18 farmaceutickych
vyrobkoch bola vypracovana metdda ultra-
vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie na
reverznych fdzach RP-UHPLC s DAD detektorom.
Prietok mobilnej fazy bol 1,2 ml.min? pre ¢erveno
a modro sfarbené farbiva a 1,0 ml.min? pre Zlto
sfarbené farbiva. Koldna Polaris C18-A poskytovala
velmi dobré vysledky pri pouziti mobilnej fazy o
zlozeni CH,CN- (A) : (CH,COONa + CH,OH) (B),
20 : 80 (v/v) pre ¢erveno a modro sfarbené farbivd a o
zlozeni A : B =10 : 90 (v/v) pre zlto sfarbené farbiva.
Chromatogramy pre jednotlivé farbiva sa snimali pri
nasledovnych vlnovych dizkach: 429 nm (E102), 419
nm (E104), 485 nm (E110), 516 nm (E120), 519 nm
(E122), 510 nm (E124), 636 nm (E131) a 630 nm

(E133). Celkovy cas analyzy bol 10 min.
VYSLEDKY

Vychodiskové podmienky pre vyvoj RP-
UHPLC metoédy stanovenia farbiv E 102, E 104, E
110, E 120, E 122, E 124, E 131 a E 133 vyplynuli
z experimentalnych merani uskuto¢nenych pri
vypracovani mojej diplomovej prace. Tato praca
bola zamerana na stanovenie syntetického farbiva
brilantnej modrej E 133 vo farmaceutickej vzorke.
Vychédzali sme aj z dajov uvedenych v odbornej
literatare (Sulekova a kol., 2016).

Identifikacia

(kvalitativna analyza) bola uskutocnena ciastocne

analyzovanych Osmich farbiv

na zaklade porovnania absorpénych spektier

Standardov farbiv a vzorky, ako aj porovnanim

retencnych Casov kalibra¢nych roztokov Standardov
s reten¢nym ¢asom analyzovanej vzorky. Aby mohlo
byt detekované mnozstvo jednotlivych farbiv vo
vzorkach, bolo nevyhnutné =zostrojit' kalibracné
priamky kazdého farbiva. Linearita bola overena
formou kalibraénych zavislosti pre kazdé farbivo.
Délezitym prvkom pri urovani linearity je korelacny
koeficient R?, ktory dosahoval hodnoty minimalne
0,9990 v pripade vsetkych kalibraénych priamok a
tieto hodnoty boli pre nas hlavnym ukazovatel'om,
a teda mozeme povedat’, Ze linearita bola potvrdena.
Taktiez bol stanoveny detekény limit (LOD), ako aj
kvantifika¢ny limit (LOQ). V tabulke 1 su vycislené
parametre regresnych priamok pre konkrétny analyt
a v tabulke 2 parametre pre kvalitativnu (retencny
Cas, t), ako aj kvantitativnu analyzu (plocha piku).
Po analyzovani vzoriek boli pomocou zostrojenych
kalibra¢nych  zavislosti  prepoCitané mnozstva
analyzovanych farbiv. Nakolko bolo analyzovanych
az 18 farmaceutickych vzoriek, v ktorych sa
nachadzalo jedno, resp. sucasne dve farbiva z 6smich
uvedenych farebnych aditiv, nebolo mozné tu uviest
vSetky chromatografické zdznamy, ako aj kalibracné
priamky. Z tohto dévodu sme vybrali jeden ukazkovy
chromatograficky zaznam Standardu E 110, ako aj

jeho kalibra¢ntl priamku (vid’ obr. 1).
DISKUSIA

Stadia sa zaobera analyzou vo vode rozpustnych
farbiv v 18 farmaceutickych vzorkach. Monitorovanie
obsahu syntetickych farbiv vo farmaceutickych
vzorkdch ma vyznam pre bezpecnost’ 'udi, pretoze
tieto farbiva sa vyskytuju aj v potravinarskych
vyrobkoch, a tak moéze dojst k ich kumulacii.
Najvacsim problémom u senzitivnych l'udi modze
byt kombinacia farebnych aditiv v jednom vyrobku.
Dnesny farmaceuticky trh ponuka Siroku Skalu
roznych liekov, ¢i uz na lekarsky predpis, alebo vol'ne
predajnych, ktoré obsahuji castokrat viac ako je-
den druh aditivnych latok. Cim je roznorodost
syntetickych farbiv v danom farmaceutickom vy-

robku vysSia, tym viac sa médze prejavit aditivny
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Tab. 1: Parametre kalibra¢nych priamok pre stanovované analyty farbiv

(o};z;lé)g:i)e) Vlno[\r;i:n(}lzka Rovnica priamky [pLg.(r)nli‘l] [p:.om?'l] R*(n=5)
Tartrazin (E 102) 429 y=0,0137x — 0,0006 0,0211 0,0693 0,99923
Chinolinova zlta (E 104) 419 y=0,01919x — 0,0022 0,3537 0,7074 0,99997
Oranzova zIta (E 110) 485 y=0,4916x + 0,0104 0,1321 0,4359 0,99994
Karmin (E 120) 515 y =85,9319x — 0,0249 0,6969 2,3001 0,99931
Azorubin (E 122) 519 y=0,5613x — 0,0198 0,0643 0,2124 0,99999
Ponceau (R 124) 510 y =0,4388x — 0,0715 0,0897 0,2961 0,99998
Patentna modra (E 131) 636 y=0,0311x - 0,0054 0,2377 0,7845 0,99943
Brilantna modra (E 133) 630 vy =0,0235x — 0,0046 0,1117 0,3687 0,99941

LOD — detekény limit, LOQ — kvantifikaény limit, R? — korelaény koeficient

Obr. 1.: Chromatogram (§tandard E 110, ¢ = 7,5 pg.ml?) a kalibra¢na zavislost’ analytu E 110
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efekt tychto latok, ¢o mdéze mat’ za nasledok rozne
alergické reakcie. Pri analyze farbiv metodou RP-
UHPLC sa nam podarilo dospiet k nastaveniu
a kombinacii  vhodnych  chromatografickych
podmienok. Na zaklade polohy maxim na na-

meranych absorpénych spektrach a s ohladom
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na zdroje z literarnej reSerSe boli ako optimalne
vinové dizky detekcie zvolené nasledovné hodnoty
pre jednotlivé farbiva: 429 nm (E 102), 419 nm (E
104), 485 nm (E 110), 516 nm (E 120), 519 nm (E
122), 510 nm (E 124), 636 nm (E 131) a 630 nm (E
133). Navrhnuté podmienky separacie a detekcie



Tab. 2: Parametre HPLC analyzy jednotlivych farmaceutickych vzoriek

Koncentracia Plocha piku Max. denna | Max. denna davka
Vzorka Analyt | t_[min] analytu [mAU Il:l in] davka analytu analytu
[ng.ml?] ’ [mg/dei] [mg/kg/dei]
Brufen E 110 4,517 8,7994 5,0979 1,7598 0,0879 (dieta)
Stopangin E 124 3,647 6,4926 2,8856 1,9478 0,0974 (dieta)
Triefed E 110 4,657 2,6650 1,5237 0,3997 0,0199 (dieta)
Triefed® E 110 4,623 0,5163 0,2833 0,0774 0,0038 (dieta)
expectorant E 133 7,730 0,7102 0,8421 0,1065 0,0053
Glimbax E 124 3,520 5,1395 2,3016 1,5418 0,0771 (dieta)
Wobenzvm E 124 3,630 0,6453 0,3621 0,1936 0,0027 (dosp.)
v E 110 4,390 7,7276 3,8845 2,3182 0,0331
Ginkoprim E 104 5013 0,1974 0,0359 0,0118 0,0059 (dosp.)
P E 131 <LOQ
Algifen Neo E 110 4,470 0,4357 0,2247 0,0233 0,0006 (diet’a)
Endiex (telo) E 110 4,390 2,7395 1,3681 0,0822 0,0041 (diet’a)
Endiex E 110 4,383 0,8313 0,4553 0,0249 0,0012
(viecko) E 104 4,907 29,353 5,6275 0,8806 0,0440
Rivotril E 133 7,750 18,093 1,5371 0,0145 0,0007 (dieta)
Tantum verde® E 104 4,930 1,2120 0,2305 0,3636 0,0182 (diet’a)
0,15 % E 131 8,330 0,3402 0,052 0,0103 0,0005
Tantum verde E 104 4,987 2,0491 0,3911 0,1229 0,0061 (diet’a)
eukal.

Coldrex lesné E 122 5,363 16,585 9,7315 6,6342 0,0947 (dosp.)
plody E 110 4,480 0,8859 0,4330 0,3543 0,0051
Coldrex citrén E 104 5,020 7,4141 1,4201 2,9656 0,0423 (dosp.)
Lomac viecko E 133 7,753 32,990 2,8122 1,6495 0,0824 (dieta)

E 122 5,287 22,316 3,4697 1,1158 0,0558
E 102 2,450 20,324 12,0559 1,0162 0,0508
Lomac telo E 110 4,423 0,1573 0,075 0,0078 0,0004
Pikovit E 124* - - - - -
Theraflu E 110 4,583 0,9985 0,4898 0,3994 0,0057 (dosp.)
E 104 4971 0,1130 0,3100 0,0452 0,0006
TukoZrutky E 133 7,770 33,4421 2,8509 1,6721 0,0238 (dosp.)
E 102 <LOQ

*Neidentifikovany analyt

dieta — prepocitana hodnota na 20 kg telesnej hmotnosti dietat’a
dosp. — prepocitand hodnota na 70 kg telesnej hmotnosti dospelého ¢loveka

pre zvolenu skupinu farbiv boli pouzité na analyzu
farmaceutickych vzoriek. Z chromatografickych
zaznamov analyzovanych vzoriek sa na zaklade
porovnania retenénych charakteristik a porovnania
absorpcnych spektier potvrdilo, Ze v analyzovanych

farmaceutickych formach sa nachadzaju farbiva az

na jednu vynimku (vzorka Pikovit). Vyznam tychto
zisteni je dblezity pre d’alsi vyskum a bolo by vel'mi
zaujimavé sa tejto problematike venovat, pripadne
by to mohlo byt aj napliiou dalSej diplomove;j
prace. Obsah jednotlivych farbiv bol kvantifikovany
v uvedenych farmaceutickych formach metodou
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kalibracnej priamky a vysledky stanovenia boli
porovnané¢ s ADI hodnotami, ktoré predstavuju
mnozstvo farbiva, ktoré moze clovek prijimat v

potrave bez negativneho vplyvu na svoje zdravie.
ZAVER

Ciel'om tejto Stidie bolo najst’ vhodnti metodiku
na stanovenie vo vode rozpustnych farbiv metddou
RP-UHPLC a aplikovat’ ju na vybrané farmaceutické
vzorky. Predkladana $tadia sumarizuje najdélezitej-
Sie informacie o sucasnom stave jednej zo skupin
aditivnych latok, ktoré st Castokrat pridavané v
procese vyroby roznych farmaceutickych vyrob-
kov, ¢i uz v kvapalnom alebo tuhom skupenstve.
Stadia sa zaobera analyzou vo vode rozpustnych
farbiv v 18 farmaceutickych vzorkach. Vzhl'adom
k rozpustnosti syntetickych farbiv vo vode bola
zvolend metdda kvapalinovej chromatografie na
reverzne] faze. Cielom Studie bolo analyzovat
farmaceutické vzorky s obsahom farbiv metédou
ultra-vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie
UHPLC. Pri analyze farbiv metédou RP-UHPLC
sa nam podarilo dospiet’ k nastaveniu a kombina-
cii vhodnych chromatografickych podmienok.
Prvym krokom analyzy bolo vybrat vhodné
chromatografické podmienky, t. j. stacionarnu fazu,
mobilnu fazu, sposob detekcie, ako aj urcit’ retencné
charakteristiky. Na analyzu celej skupiny farbiv sa
testoval systém s reverznou fazou, a to kolony typu
C18 od firmy Agilent Polaris C18-A (250 x 4,6 mm;
5,0 um) s izokratickou elticiou a mobilnou fazou
CH,CN : (CH,COONa + CH,OH) v pomere 10 : 90
(v/v), resp. 20 : 80 (v/v). Ako najvhodnejsia detekcia
sa zvolila spektrofotometrickd detekéna metdda,
ked’ze skaimané latky absorbuju vo viditeI'nej oblasti
spektra. Celkovy ¢as analyzy bol 10 min. Vysledky
jednotlivych analyz boli vyhodnotené programom
Chromeleon Chromatography Data System, 7.2. V
zévere po zhodnoteni vysledkov HPLC analyz 18
farmaceutickych vzoriek m6zeme konstatovat’, Ze ani
v jednej vzorke nebolo zistené prekrocenie hodnoty

ADI pri maximalnej terapeutickej dennej davke.
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ABSTRAKT

Neonikotinoidy sa pouzivaji v pol'no-
hospodarstve na ochranu rastlin pred Skodlivym
hmyzom, ale mdéZu mat’ negativny ucinok aj na
neciePové organizmy. Tieto insekticidy pdsobia
ako agonisti nikotinovych cholinergnych re-
ceptorov hmyzu, t. j. predlZuju depolarizaciu
neuréonov hmyzu a nadmerne stimuluja ich
CNS, ¢o nakoniec vedie k ich smrti. Zastupcom
neonikotinoidov je acetamiprid obsiahnuty v
pripravku Mospilan® 20 SP (20,2 % acetamipri-
du), ktorého ucinok sme sledovali v kultivova-
nych lymfocytoch periférnej krvi hovidzieho
dobytka pomocou mikrojadrového testu blo-
(CBMN) rozSireného na

tzv. cytéomovy test a TUNEL test. Lymfocyty

kovanej cytokinézy

boli exponované vplyvu Mospilanu® 20 SP v
koncentraciach 5, 10, 25, 50 a 100 pg.ml* na 24 a
48 h. NaSe vysledky poukazuju na to, Ze insekti-
cid Mospilan® 20 SP posobi genotoxicky na
lymfocyty hovidzieho dobytka vzhPadom na
pozorovanu zvySenu frekvenciu mikrojadier
ako biomarkera DNA poSkodenia. Pri ana-

lyze frekvencii jadrovych puacikov a nu-
kleoplazmatickych mostikov sme nezaznamena-
li Ziadne vyznamné zmeny, avSak zistili
sme, Ze Mospilan® 20 SP podsobi cytostaticky
prostrednictvom poklesu proliferaéného indexu
blokovanej cytokinézy (CBPI) u oboch donorov
v oboch expozi¢nych ¢asoch. Hodnoty frekvencie
apoptickych a nekrotickych buniek sa zvySova-
li v davkovej zavislosti so Statistickou vyznamnos-

tou u oboch donorov a pre obe doby expozicie,
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¢o potvrdzuje cytotoxické tcinky Mospilanu®
20 SP. Nad’alej je potrebné skiimat’ potencidlne
neziadu-ce ucinky pesticidov in vitro aj ex vivo
pre budice modelovanie a prognézovanie ich
genotoxickych a cytotoxickych uc¢inkov na ¢loveka
in vivo.

Kluacové slova: acetamiprid; apoptéza;
cytotoxicita; genotoxicita; lymfocyty hovidzieho
dobytka; mikrojadro

ABSTRACT

Neonicotinoids are used in agriculture to
protect plants against harmful insects, but they
can also have a negative impact on non-target
organisms. These iseciticides act as agonists
of insect nicotinic cholinergic receptors; they
prolong the depolarization of insect neurons and
overstimulate their CNS, which ultimately leads
to their death. A representative of neonicotinoids
is acetamiprid in its formulation Mospilan® 20 SP
(20.2% acetamiprid), which effect was assessed
in cultured bovine peripheral blood lymphocytes
using a cytokinesis-blocked micronucleus assay
(CBMN) extended to the so-called cytome assay
and TUNEL assay. Lymphocytes were exposed
to Mospilan® 20 SP at concentrations of 5, 10, 25,
50 and 100 pg.ml* for 24 and 48 h. Our results
indicate that the insecticide Mospilan® has a
genotoxic effect on bovine lymphocytes due to the
observed increased frequency of micronuclei as
biomarkers of DNA damage. We did not observe
any significant changes in the analysis of the
frequencies of the nuclear buds and nucleoplas-
mic bridges. We further found that Mospilan®
20 SP acts cytostatically through a decrease in
cytokinesis-blocked proliferation index (CBPI)
in both donors at both exposure times. The
frequency of apoptotic and necrotic cells increased
with statistical significance in dose dependence in
both donors for both exposure times, confirming
the cytotoxic effects of Mospilan® 20 SP. Therefo-
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re, there is still a need to investigate the potential
side effects of pesticides in vitro and ex vivo for
future modeling and prediction of in vivo genotoxic
and cytotoxic effects in humans.

Key words: acetamiprid; apoptosis;
cytotoxicity; genotoxicity; bovine lymphocytes;
micronucleus
UVOD

Pesticidy st definované ako xenobiotika pouziva-
né prevazne v polnohospodarstve na prevenciu,
nicenie a odpudzovanie Skodcov. NajbeznejSia
klasifikacia pesticidov sa opiera o cielové druhy
Skodcov, proti ktorym podsobia, t. j. insekticidy,
herbicidy, fungicidy a rodenticidy, pricom existuji
aj dalsie minoritnejSie skupiny ako su akaricidy,
moluskocidy, larvicidy, pedikulocidy, virusicidy a
baktericidy.

Neonikotinoidy st novou generaciou Siroko
pouzivanych insekticidov. Psobia na postsynaptické
nikotinové acetyl-cholinergné receptory (nAChR)
hmyzu ako agonisti tychto receptorov, ktoré sa
vyhradne nachadzaju v CNS, vedu k opakujicim
sa spazmom a naslednej paralyze hmyzu vzhl'adom
na uplné blokovanie S§irenia vzruchov (Simon-
Delso a kol., 2015). Neonikotinoidy sa vyznacuju
vysSou afinitou k receptorom hmyzu ako u cicavcov,
vysokou ucinnostou a jednoduchostou aplikacie.
Zastupcom tejto skupiny insekticidov je acetamiprid
v insekticidnom pripravku Mospilan® 20 SP, ktory
bol pouzity v nasich experimentoch.

Hodnotenie potencialneho cytotoxického a
genotoxického u¢inku Mospilanu® 20 SP sme v
nasej Studii testovali na lymfocytoch periférnej krvi
hovédzieho dobytka po 24 a 48-hodinovej expozicii
i pomocou in Vvitro cytdémového mikrojadrového
testu, a na identifikaciu a kvantifikaciu apoptickych
a nekrotickych buniek sme pouzili TUNEL test. Ako
modelové zviera sme si vybrali hovddzi dobytok,
pretoze prezivavce predstavuji vhodny model pre

hodnotenie potencidlneho rizika vzhl'adom na to, ze



ich primdrnym zdrojom potravy st zelené rastliny,
ktor¢ mdézu byt vystavené pdsobeniu pesticidov
(Pistl a kol., 2003; Rhind, 2005). Nasledne moze
konzumacia zivocisSnych produktov, v ktorych sa
tieto latky kumuluju, viest’ ku expozicii l'udi.
Mikrojadrovy  test blokovanej cytokinézy
(CBMN) je v stcasnosti preferovana in vivo a in
vitro metoda detekcie mikrojadier (MN) v réznych
bunkovych linidch ako st lymfocyty, bunky kostnej
drene, periférne erytrocyty, bunky epitelu bukalnej
sliznice a pluc. Z hl'adiska cytdémového pristupu sa
okrem MN identifikuji aj nukleoplazmatické mos-
tiky (NPB), jadrové puciky (NBUD), nekrotické
(NB) a apoptotické bunky (AB), a tiez sa hodnoti
bunkova proliferacia. CBMN cytomovy test je
oznaCovany ako komplexny systém na hodnotenie
DNA,

zivotaschopnosti skimanych buniek, ich mitotického

poskodenia cytostdzy a  cytotoxicity,
stavu a stavu chromozoémov alebo ich nestability
a poskytuje prilezitost na harmonizovany pristup
ku komplexnému stadiu genotoxicity a cytotoxicity
in vitro aj ex vivo (Fenech a kol., 2003).

TUNEL test je vhodny pre in situ detekciu DNA
fragmentacie spdsobenej apoptéozou. Pouziva sa na
identifikaciu a kvantifikdciu AB. Je to presna, rychla
a jednoducha neradioaktivna technika a moéze sa
pouzivat v roznych testovacich systémoch ako su
zmrazené a formalinom fixované tkanivové rezy, a
tiez sa vyuziva na stanovenie citlivosti malignych
buniek na liekmi indukovanu apoptézu pri vyskume
rakoviny. TUNEL test prednostne oznacuje bunky
v Stadiu apoptézy v porovnani s bunkami v Stadiu
nekrozy, ¢im sa da jednoznacne odliSit apoptdza
od nekrozy a tak identifikovat zlomy primarnych
vldkien DNA vyvolanych protinddorovymi liekmi
alebo ozarovanim (Roche Diagnostics, 2016).

Cielom naSej stidie bolo detegovat mozné
genotoxické, cytostatické a cytotoxické vplyvy
insekticidu Mospilan® 20 SP na
lymfocyty hovddzieho dobytka in vitro.

komer¢éného

MATERIAL A METODY

Pre tucely naSej Studie boli sterilne odobrané
vzorky krvi z vena jugularis od dvoch zdravych
byckov (6 mesiacov, krizence Holstajnského dobytka,
SPP Zemplinska Teplica). Nésledne boli vzorky krvi
kultivované a spracované postupmi stanovenymi pre
in vitro CBMN test a pre in situ detekciu bunkovej
smrti (TUNEL test).

Testovali sme ucinok insekticidneho pripravku
Mospilan® 20 SP, ktory obsahoval G¢innt latku
acetamiprid v koncentracii 200 g.kg*. Mospilan® 20
SP (Nippon Soda, Tokio, Japonsko) bol rozpusteny v
destilovanej vode a aplikovany do bunkovych kultur
v koncentraciach 5, 10, 25, 50 a 100 pg.ml?. Ako
negativna kontrola slizila v bunkovych kontrolach
destilovana voda vo finalnej koncentracii 1 % z

celkového objemu kultivacie.

Kultivacia bunkovych kultur a
Mospilanu® 20 SP
Lymfocyty boli izolované z celej krvi pomocou

expozicia

Histopaque®-1077, a to navrstvenim zriedenej krvi
vo fosfatovom tlmivom roztoku (PBS) na Histopa-
que® v pomere 1 : 1, centrifugovanim (30 min,
4500 ot/min) a odsatim prstenca, ktory obsahoval
vyizolované bunky. Izolované lymfocyty, ktoré sme
najprv dvakrat premyli v predhriatom PBS, sme
nasledne pridali do pripraveného kultivacného média
v mnozstve 0,4 x 106 buniek/ml média a kultivovali
podla Schwarzbacherova a kol. (2017). Lymfocyty
boli vystavené vplyvu Mospilanu® 20 SP po dobu
24 a 48 h; pre blokovanie cytokinézy bol pouzity
cytochalazin-B  (Sigma, USA) v koncentracii 6
ug.ml?, ktory bol pridany do kultivaéného média 44
h po zacati kultivacie buniek. Ako pozitivne kontroly
boli pouzité etylmetylsulfonat (24 h expozicia, 250
pg.ml?) a mitomycin (48 h expozicia; 0,4 pmol.ml?).

CBMN test a vyhodnotenie preparatov

Spracovanie bunkovych kultir a priprava
preparatov bola uskutocnena podl'a Schwarzbache-

rova a kol. (2017).
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V preparatoch boli vyhodnotené nasledujuce
parametre: pocet MN, NPB, NBUD, dalej CBPI,
AB a NB, a to na 1000 dvojjadrovych (BN) buniek
(Iymfocytov) od kazdého donora a pri kazdej
koncentracii insekticidu podla kritérii od Fenech a
kol. (2003). Prolifera¢ny index bol vypocitany podl'a
Surrallés a kol. (1995), kedy sa vyhodnotilo najmenej
500 buniek v rade za sebou minimalne trikrat pre
kazdu testovanu koncentraciu a donora s pouzitim

vzorca:

CBPI = (m,+2.m,+3.(m,+ m,)
n

kde m_, reprezentuji pocet buniek s 1, 2, 3 alebo 4
jadrami a n je celkovy pocet hodnotenych buniek. Pri
hodnoteni AB a NB sme tiez hodnotili najmenej 500
buniek v rade za sebou minimalne trikrat pre kazda

testovanu koncentraciu a donora.

TUNEL test
Exponované bunkové kultiry sme dvakrat
premyli roztokom fosfatového tlmivého roztoku
(PBS), fixovali (60 min pri 24 °C), nasledne premyli
v PBS a permeabilizovali (0,1 % Triton X-100 v 0,1
% roztoku citratu sodného, 2 min, 2 — 8 °C) (Roche
Diagnostics, 2016).
Priprava TUNEL reak¢nej zmesi a znacenie
buniek prebehli podl'a navodu od vyrobcu.
TUNEL

fluorescenénym mikroskopom Nikon Eclipse Ni-U

Vyhodnotenie testu sme urobili
(Nikon Instruments, NY, USA) a pomocou programu
LUCIA FISH® (Laboratory Imaging, Praha, Ceska
republika). Hodnotili sme najmenej 100 buniek v
rade za sebou minimalne trikrat pre kazdu testova-

nu koncentraciu a donora.

Statisticka analyza

Pre Statisticka analyzu dat MN, NPB a NBUD
sme pouzili chi-kvadrat (y?) test a Statisticka analyzu
dat CBPI, AB, NB a TUNEL pozitivnych buniek sme
vykonali jednocestnou analyzou variancie (ANOVA)
s Dunnettovym aposteriornym testom v programe
GraphPadPrism® s hladinami vyznamnosti p < 0,05,
p<0,0l ap<0,001.
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VYSLEDKY A DISKUSIA

Cytomovy CBMN test sa pouziva na hodnotenie
klastogénnych a aneugénnych tc¢inkov chemickych
latok ako ukazovatel miery genotoxicity, cytostazy
a cytotoxicity v roéznych bunkovych liniach. S
vyuzitim cytomového CBMN testu sme skumali
potencidlne genotoxické a cytotoxické ucinky
komer¢ne dostupného insekticidu Mospilan® 20 SP
(20,2 % acetamiprid) na lymfocytoch hovidziecho
dobytka. Vysledky CBMN testu st zobrazené
na obrazku 1 po 24 h a 2 po 48 h expozicii davke
Mospilanu® 20 SP.

Zistili sme zvySené frekvencie MN po 24 h
expozicii pri vSetkych koncentraciach pri oboch
donoroch. Po 48 h expozicii insekticidom boli hod-
noty MN zvysSené len pri koncentracii 100 pg.ml* u
donora 1 a pri koncentracii 50 pg.ml* u donora 2.
Zmeny frekvencie NPB v BN bunkach nevykazova-
li davkovu zavislost u oboch donorov pri oboch
expozi¢nych casoch, avSak signifikantne zvysené
hodnoty boli pozorované pri donorovi 1 (24 h
expozicia) pri koncentraciach 25 a 100 pg.ml? (p <
0,001 a p < 0,01) a pri donorovi 2 (48 h expozicia)
pri koncentracii 50 pg.ml? (p > 0,05). Pri analyze
NBUD
vyznamné zmeny v porovnani s kontrolou pri 24 h

frekvencii sme nezaznamenali ziadne
expozicii pri oboch donoroch a pri 48 h expozicii
len u donora 1 pri koncentracii 100 pg.ml? (p >
0,05). Predpokladame, Ze insekticid Mospilan® 20
SP posobi genotoxicky na lymfocyty hovddzieho
dobytka vzhl'adom na pozorovani zvysSenu frekven-
ciu MN ako biomarkera DNA poskodenia.

Z dostupnych stadii hodnotiacich cytotoxické
a genotoxické ucCinky Ccistého acetamipridu sa
tento efekt prejavil v humannych érevnych CaCo-
2 bunkach (Cavas a kol.,, 2012), v lymfocytoch
periférnej krvi (Kocaman aTopaktas, 2007; Gokalp
a kol., 2015) a aj v plucnych fibroblastoch (Cavas
a kol., 2014). V CBMN teste in vitro bola sledova-
na zvysena frekvencia MN oproti negativnej kontro-
le pri koncentraciach od 50 do 300 pmol.l%, ¢o je

v sulade s vysledkami $tudie Cavas a kol. (2012).



Obr. 1: Hodnotenie frekvencie BNMN, NPB, NBUD a CBPI po 24 h expozicii

Statisticka vyznamnost pre (x2) test a ANOVA + Dunnettov aposteriory test: * —p < 0,05; ** —p < 0,01 a
sk
—p <0,001.

Obr. 2: Hodnotenie frekvencie BNMN, NPB, NBUD a CBPI po 48 h expozicii

Statisticka vyznamnost’ (%) test a ANOVA + Dunnettov aposteriorny test: * — p < 0,05; *** —p < 0,001.

Obr. 3: Hodnotenie frekvencii % TUNEL pozitivnych buniek a AB a NB po 24 h expozicii

Statisticka vyznamnost ANOVA + Dunnettov aposteriorny test: * — p < 0,05; ** —p < 0,01 a *** —p <0,001.
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Obr. 4: Hodnotenie frekvencii % TUNEL pozitivnych buniek a AB a NB po 48 h expozicii

Statistick4 vyznamnost ANOVA + Dunnettov aposteriorny test: ¥ —p < 0,05; ** —p < 0,01 a *** —p <0,001.

Kocaman a Topaktas (2007) ako prvi popisali
genotoxicky ucinok komercne dostupnej formulacie
Mosetam® 20 SP (20 % acetamiprid) v Tudskych
lymfocytoch periférnej krvi in vitro. Acetamiprid
vymeny a
chromozémové aberacie pri vsetkych testovanych

indukoval sesterské chromatidové
koncentraciach a ¢asoch expozicie a frekvencia MN
bola signifikantne zvySend pri koncentraciach 30,
35 a 40 pg.ml! v porovnani s negativnou vzorkou.
Pozorované boli tiez znizené hodnoty CBPI pri
koncentraciach 35 a 40 pg.ml® po 24 h expozicii
acetamipridu a pri koncentracii 40 pg.ml* po 48
h expozicii acetamipridu, ¢im sa potvrdili zistenia
Mospilanu® 20 SP
prostrednictvom zisteného poklesu CBPI v oboch

o cytostatickom pdsobeni

expozi¢nych Casoch.

Subchronické podavanie acetamipridu potkanom
po dobu 90 dni v davke 110 mgkg? telesnej
hmotnosti vyznamne znizilo proliferaciu lymfocytov
a na funkciu makrofagov pdsobil acetamiprid
imunotoxicky (ShakthiDevan, Prabu, Panchapakesan,
2014).

Apoptoza je vysoko regulovany a kontrolovany
bunkovy proces, pri ktorom aktivacia Specifickych
signalnych drdh bunkovej smrti vedie k delécii
buniek z tkaniva. Charakteristickymi morfologicky-

mi znakmi apoptdzy si zmrStovanie buniek, kon-
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denzacia chromatinu a tvorba apoptotickych telie-
sok, ktoré st fagocytované makrofagmi bez akej-
kol'vek zapalovej reakcie (Jayakiran, 2015). Vysledky
hodnotenia AB a NB cytémovym CBMN testom a
TUNEL testom su na obrazkoch 3 po 24 h a 4 po 48
h expozicii.

TUNEL-ovym testom sme zistili signifikantne
zvysené hodnoty % TUNEL pozitivnych (AB)
buniek po 24 h expozicii u donora 1 od koncentra-
cie 25 pg.ml! a u donora 2 od koncentracie 50
pg.ml?, Tieto vysledky st podobné so zistenymi
zvySenymi frekvenciami AB v cytomovom CBMN
teste po 24 h expozicii od koncentracie 25 pg.ml?
u donora 1 a pre vSetky koncentracie u donora 2.
Podobne je tomu aj pri hodnoteni frekvencie NB,
kedy sme pri donorovi 1 pozorovali signifikant-
ne zvySené hodnoty % NB od koncentracie 10
pg.ml? a u donora 2 pri vSetkych koncentraciach.
Po 48 h expozicii sme pozorovali signifikantne
zvy$ené hodnoty % TUNEL pozitivnych AB u oboch
dono-rov uz od koncentracie 10 pg.ml* u donora
1 a u donora 2 od 50 pg.ml?, pricom zvySujuce sa
hodnoty frekvencie TUNEL pozitivnych buniek st
davkovo zavislé u donora 1 s vynimkou koncentracie
25 ng.ml?, avSak u donora 2 tato davkovu zavislost’
nepozorujeme. Dalej pri hodnoteni cytémového
CBMN testu sme pozorovali Statisticky vyznamne



zvySené frekvencie AB u donora 1 od koncentracie
50 pg.ml! a u donora 2 uz od koncentracie 10
ug.ml?! po 48 h expozicii. Pri hodnoteni frekvencie
NB pozorujeme signifikantne zvySené hodnoty v
davkovej zavislosti od koncentracie 25 pg.ml? u
donora 1 a pri vSetkych koncentraciach u donora 2.
Vsetky tieto zistenia naznacuji cytotoxické pdsobe-
nie acetamipridu na lymfocyty hoviddzieho dobytka.

Babelova a kol. (2017) hodnotili potencidlnu
toxicitu (embryotoxicitu) neonikotinoidov (tiak-
loprid, acetamiprid, tiametoxam a klotianidin) a ich
komerénych produktov: Calypso® 480 SC (zmes
tiaklopridu), Mospilan® 20 SP (zmes acetamipridu)
a Agita® 10 WG (zmes tiametoxamu) na vyvoj a
preimplanticiu embryi mysi a kralikov v podmien-
kach in vitro a in vivo a na blastocysty. Vsetky
skimané neonikotinoidy vyznamne znizili (takmer
o 50 %) schopnost embryi dosiahnut' S$tadium
blastocysty. Acetamiprid pri koncentracii 10 pmol.
ml? bol tiez schopny vyznamne redukovat’ pocet
buniek a zvysit’ incidenciu bunkovej smrti v mysich
blastocystach. Tento uCinok sa vSak nepotvrdil,
ked” sa pouzil Mospilan® 20 SP obsahujici jeho
ekvivalentni  koncentraciu. Zmeny  vyvolané
neonikotinoidmi pocas preimplantacného obdobia
vyvoja sa mozZu povazovat’ za potencidlny rizikovy
faktor pri reprodukcii cicavcov.

V studii de Almeida Rossi a kol. (2013) bol
hodnoteny ucinok chronickej expozicie subletalnym
davkam neonikotinoidu imidaklopridu (IMI) na
mozog afrikanizovanych véiel (Apis mellifera) po
dobu 1, 3, 5, 7 a 10 dni, a to prostrednictvom morfo-
logickej, histochemickej a imunocytochemicke;j
analyzy. Bunkova smrt bola potvrdenda imuno-
cytochemickou analyzou optickych lalokov TUNEL
testom. Vo vsetkych skupinach vciel oSetrenych IMI
a vo vSetkych expozi¢nych ¢asoch sa nasli pozitivne
jadra, ktoré prechadzali bunkovou smrtou. Autori
dospeli k zaveru, ze subletalne davky IMI maju cy-
totoxické ti¢inky na vcelie mozgy a ze optické laloky
su citlivejSie na insekticid ako iné oblasti mozgu. Aj
ked’ biologicka aktivita pesticidov zavisi hlavne od

ich ucinnej latky, ktort obsahuju, komercne dostupné

formulacie pesticidov na trhu Casto pozostavaju z
Cistej ucinnej latky a réznych pomocnych latok,
ktoré sa zvycCajne pouzivaju na zlepSenie vlastnosti
chemikélie pri manipulécii, skladovani a aplikacii
(Knowles, 1998). V mnohych pripadoch su tieto
zlozky chranené patentmi, Co stazuje uplni a
doslednt analyzu vysledkov ziskanych zo Studii
komeréne dostupnych pesticidov.

ZAVERY

S vyuzitim cytémového testu a TUNEL testu
sme ziskali informacie o moznom genotoxickom,
cytotoxickom a cytostatickom ucinku pripravku
Mospilan® 20 SP na lymfocyty periférnej krvi
hovidzieho dobytka. Po skratenej (24 h) aj predizenej
expozicnej dobe (48 h) sme zistili zvysené frekven-
cie mikrojadier, biomarkera genotoxicity chemicke;j
latky. Dalej sme detegovali vyznamny pokles pro-
liferacie lymfocytov (cytostaticky ucinok) a davko-
vo zavisly narast vyskytu apoptickych a nekrotic-
kych buniek (cytotoxicky uc€inok). Na zaklade
ziskanych vysledkov je potrebné poukazat na
dalSieho

genotoxickych uéinkov pesticidov in vitro aj ex vivo

potrebu skiimania cytotoxickych a

pre prognozovanie in vivo u¢inkov na ¢loveka.
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ABSTRAKT
Astaxantin je xantofylovy Kkarotenoid s

vyznamnymi  antioxidaénymi  vlastnost’ami.
Ciel’om predloZenej studie bolo porovnat® u¢inky
niz§ich davok (2,5; 5; 10 ng.ml?) a vyssich davok
(20 a 40 pg.ml?) extraktu astaxantinu (AXT) a
jeho monoesterov (ME) a diesterov (DE) na
fyziologicky stav lymfocytov izolovanych zo sle-
ziny zdravych Balb/c mySi. Hodnotenim Zi-
votaschopnosti buniek testom viability s try-
panovou modrou, ako aj sledovanim metabolic-
kej aktivity MTT testom sa nam podarilo zistit’,
Ze koncentracie astaxantinu a jeho monoesterov
a diesterov do 10 pg.ml* nevykazovali vyznamni
cytotoxicki aktivitu na imunitné bunky. Testom
absorpcie neutralnej cervenej, ktora zavisi od
schopnosti Zivych buniek aktivne transportovat’
neutralnu ¢erveni cez membrany a od schopnosti
udrziavat’ pH gradient v bunke prostrednictvom

produkcie ATP sa nam podarilo potvrdit, Ze

niz§ie koncentracie ucinnych latok (2,5; 5 a 10
pg.ml*AXT, ME, DE) nie si pre bunky toxické.
Sledovanim morfologickych zmien buniek po
zafarbeni farbivom May Griinwald — Giemsa sme
zistili, Ze vysoké koncentracie astaxantinu a jeho
esterov (20 a 40 pg.ml! AXT, ME, DE) veda k
fragmentacii jadra a pravdepodobne aZ k apop-
téze. Z vysledkov vyplyva, Ze zatial’ ¢o monoestery
maju najvyznamnejSie cytotoxické ucinky pri
vysokych koncentraciach, diestery potlacaju
zakladné fyziologické procesy v bunkiach pri
nizkych koncentraciach. Utinky astaxantinového
extraktu st pravdepodobne vysledkom kom-
binovaného pésobenia monoesterov a diesterov.
Nizke koncentracie extraktu posobili na imunitné
bunky stimula¢ne a cytoprotektivne.

KPucové slova: astaxantinovy extrakt;
diestery; fyziologické procesy; monoestery; mys;
splenocyty.
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ABSTRACT

Astaxanthin is a xantophyll carotenoid with
The
of the presented study was to compare effects

significant antioxidant properties. aim
of lower doses (2,5; 5; 10 pg.ml?) and higher
doses (20 and 40 pg.ml') of astaxanthin (AXT)
and its monoesters (ME) and diesters (DE) on
physiological fitness of lymphocytes isolated from
the spleens of healthy Balb/c mice. Evaluation
of cell viability by trypan blue assay as well
as monitoring the metabolic activity by MTT
showed that concentrations of astaxanthin and
its monoesters and diesters up to 10 pg.ml* did
not possess significant cytotoxic activity on immune
cells. Using of neutral red uptake assay which
depends on the ability of living cells to actively
transport neutral red dye across membrane
and the cell’s capacity to maintain pH gradients
through the production of ATP we confirmed that
lower concentrations of active compounds (2,5;
5 a 10 pg.ml* AXT, ME, DE) are not toxic to the
cells. Based on the observation of morphological
changes of the cells after May Griinwald — Giemsa
staining we found that high concentrations of
astaxanthin and its esters (20 a 40 pg.ml* AXT,
ME, DE) lead to nuclear fragmentation and
possibly to apoptosis. The results show that while
monoesters have the most significant cytotoxic
effects at high concentrations, diesters suppress
basic physiological processes in the cells at low
concentrations. The effects of astaxanthin extract
are probably the result of the combined action of
its monoesters and diesters. Low concentrations of
the extract had a stimulatory and cytoprotective
effect on the immune cells.

Key words: astaxanthin extract; diesters;
monoesters; mouse; physiological processes;
spleen.
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UVOD

Mechanizmy ucinku prirodnych latok zavisia
od ich chemickej Struktary. Pocas narusené¢ho
fyziologického stavu organizmu pri ochoreniach je
ich pdsobenie nasmerované k tprave, resp. obnove-
niu homeostdzy. Vyskum imunomodulaéného po-
tencialu latok izolovanych z vyssich a nizsich rastlin,
hub, rias a lisajnikov viedol k objaveniu a naslednej
syntéze vel'mi ucinnych latok s komercnou aplikéaciou
v humannej a veterinarnej medicine. Prikladom
takejto latky naturdlneho pdvodu je avermektin
izolovany z baktérie Streptomyces avermitilis, z
ktorého bol odvodeny antiparaziticky liek ivermektin
(Siddique a kol., 2014).

Neliecené infekcie a traumy vsak veda k zapalo-
vym reakcidm a nasledne k produkcii cytotoxickych
latok, ktoré su uvolfiované v ohnisku poranenia. Tie-
to latky zahfiaji vysoko reaktivne formy kyslika
(ROS) adusika (RNS), ktoré maji destruktivne G¢inky
nie len pre patogén, ale aj pre hostitela (O’Connor
a O’Brien, 1998). V boji proti ROS a oxida¢nému
poskodeniu sa organizmy spoliechaju na pomerne
zlozity antioxidacny systém zloZeny z endogénne
produkovanych zlucenin, vratane nizkomolekulo-
vych antioxidantov a enzymov. Organizmy st schop-
né produkovat’ mnozstvo endogénnych antioxidan-
tov, ktoré vychytavaju skodlivé volné radikaly a
zabranuji nerovnovahe medzi prozapalovym a
protizapalovym stavom. V pripade zna¢ného oxi-
dacného stresu je schopnost’ antioxidantov elimino-
vat’ vol'né radikaly prekrocend, a preto su potrebné
dalSie zdroje antioxidantov prijaté zo stravy (Chew a
Park, 2004). Patria sem najmé vitamin E (tokoferol),
vitamin C (askorbat), polyfenolové antioxidanty
a karotenoidy. Priaznivé ucinky karotenoidov
boli pripisované najmi B-karoténu a vitaminu A a
antioxidacné ucinky boli zistené aj u astaxantinu.

Astaxantin  (3,3°-dihydroxy-p, [B‘-karotén-4,4°-
dion) (vid obr. 1) patri do skupiny xantofylovych
2000).
syntetizovany len malym mnoZstvom organizmov,
ako mikroorganizmy — Brevibacterium, Mycobac-

karotenoidov  (Olaizola, V prirode je



Obr. 1: Chemicka $truktura astaxantinu (3S, 3°S)

terium lacticola, Agrobacterium auratim, zelené
riasy — Haematococcus pluvialis, Chlorella zofingien-
sis, Chlorococcum a kvasinky — Phaffia rhodozyma.
Tato prirodna latka bola Uradom pre kontrolu potravin
a lie¢iv v USA schvalena ako potravinarske farbivo
v krmive pre zvieratd. Pouziva sa aj ako zdroj
pigmentu v krmive pre niektoré druhy morskych ryb
a korovcov a je vyznamnou nutraceutickou zlozkou
pre ¢loveka (Higuera-Ciapara a kol., 2006). Uginky
astaxantinu vychadzaju z jeho jedinecnej moleku-
larnej Struktary, ktoru tvoria dve karbonylové skupiny,
dve hydroxylové skupiny a 11 konjugovanych
dvojitych etylénovych vizieb (vid obr. 1). Prave
vd’aka hydroxylovym (OH) a keto- (C=0) zvyskom
na kazdom iéonovom kruhu moéze byt esterifikovany a
z jeho Struktiry vyplyvaji aj antioxidacné vlastnosti.
Astaxantin je donorom elektronov reagujlcich s
ROS, ktoré¢ ukoncia retazovu reakciu a premenia
reaktivne molekuly na stabilnejsie, pre organizmus
neskodlivé produkty (Miki, 1991).

Studie Gi¢inkov astaxantinu dokazali, Ze je silnejsi
antioxidant ako [p-karotén, ucinnejSie inhibuje
peroxidaciu lipidov ako kataxantin, PB-karotén a
zeaxantin (Miki, 1991), a na rozdiel od lykopénu,
B-karoténu a luteinu nema prooxidacny ucinok
(McNulty a kol., 2007). Zistilo sa, ze astaxantin
ma aj tlmiaci efekt na singletovy kyslik, vychytava
superoxidy, peroxidy vodika a hydroxylové radikaly
a inhibuje peroxidaciu lipidov (Miki,1991; Palozza
a Krinsky, 1992). V sucasnosti tato latka vzbudzuje
znacny zaujem pre svoj potencial pri zmieriiovani
chordb stvisiacich s vekom (Park a kol., 2010).

Potencial tejto prirodnej latky bol dokazany aj
pri ochrane T'udského organizmu proti Sirokému
spektru chordb, vratane zapalu, zaludocnych lézii,
kardiovaskularnym ochoreniam ako aj ochoreniam
pecene, cukrovke, rakovine, oxida¢nému poskode-
niu spdsobenému UV Ziarenim a neurodegenerativ-
nym chorobdm (Ambati a kol., 2014). Je zname,
ze dieteticky astaxantin = stimuluje proliferaciu

lymfocytov indukovani mitogénmi a zvySuje
cytotoxicitu NK buniek a pocet T a B lymfocytov v
periférnej krvi (Park a kol., 2010).

Doposial’ bol vyskum astaxantinu zamerany naj-
mé na jeho biologické a antioxida¢né vlastnosti. Je
len malo stadii, ktoré by podrobne popisali jeho
vplyv na imunitné bunky a nie je zndme, ako sa na
tomto ucinku podielaju jeho zlozky ako monoestery
a diestery. V naSej Stidii sme sledovali vplyv AXT
a jeho esterov na zékladné fyziologické funkcie
nestimulovanych lymfocytov sleziny zdravych
mys$i v koncentracnej zavislosti. Zamerali sme sa
na cytotoxické posobenie tychto latok, ktoré sme
sledovali na zaklade u¢inkov na metabolickt aktivi-
tu, prijimanie zakladnych zivin cez bunkovua
membranu, viabilitu a morfologické zmeny v bun-

kach v in vitro podmienkach.
MATERIAL A METODY
Izolacia splenocytov zo slezin samcov zdravych
Balb/c mysi
V experimente boli pouzité samce zdravych

Balb/c mysi (VELAZ, Ceska republika) vo veku
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8 — 10 tyzdnov (n =

1zolované

8), z ktorych boli sterilne
sleziny a suspenzie buniek sleziny
boli resuspendované¢ v  RPMI 1640 médiu (Bio-
chrom-Merck, Nemecko), obsahujucom 10 % inak-
tivovaného bovinného fetalného séra (Biochrom-
Merck, Nemecko), 100 U.ml? penicilinu, 100 pg.ml*
streptomycinu, 10 pg.ml? gentamicinu a 2,5 pg.ml?
amfotericinu B (Sigma-Aldrich, USA). Cervené
krvinky boli odstrdnené inkubaciou
s lyzatnym roztokom (8,02 % NH,CI; 0,85 %
NaHCO, a 0,37 % EDTA). Splenocyty boli premyté
v tlmivom roztoku PBS (pH = 7,3), filtrované cez

suspenzie

40 pwm nylonové filtre (BD Biosciences, Darmstadt,
Nemecko), centrifugované pri 239 g pocas 5 min pri
20 °C a nasledne resuspendované v médiu. Izolova-
né bunky boli spocitané a ich viabilita bola hodnote-
na na zaklade absorpcie 0,05 % trypanovej modrej
(Biochrom-Merck, Nemecko). Po nariedeni vhodne;j
koncentracie buniek boli pouzité v d’alsich testoch.

Priprava astaxantinového extraktu, monoesterov
a diesterov

Astaxantin bol izolovany z riasy Cervenozrnko
(Haematococcus  pluvialis)
vysoko vykonnej protipridovej chromatografie
(HPCCC) v Centre Algatech, Mikrobiologicky ustav
AV CR, v.v.i. — vedecké pracovisko Ttebon, Ceska
republika (Fabryova a kol., 2020). V H. pluvialis je
astaxantin pritomny najmid vo forme monoesterov
(70 %) a diesterov (25 %). Zvysnych 5 % z celko-

vého mnozstva izolovaného astaxantinu zodpoveda

dazd’ové pouzitim

neesterifikovanej forme volného astaxantinu. Zo
zéasobnych roztokov astaxantinového extraktu (zmes
monoesterov a diesterov; AXT), monoesterov (ME) a
diesterov (DE) s koncentraciou 50 mg.ml* v DMSO
boli pripravené pracovné roztoky zriedenim v RPMI
médiu zodpovedajuce koncentraciam 2,5; 5; 10; 20
a40 pg.ml?,

Test viability splenocytov

Suspenzia splenocytov nariedena na koncentraciu
1 x 10° buniek/ml bola pridana v triplikatoch pre
kazdu koncentraciu a latku do 24-jamkovej platnicky
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(Corning, USA). Do kazdej jamky bolo pridané
vypocitané mnozstvo pracovnych roztokov EXT,
ME a DE s koncentraciami 2,5; 5; 10; 20 a 40
ug.ml*/jamka, ako kontrola boli pouZité neosetrené
splenocyty. Cytototoxicky uc¢inok bol hodnoteny
po 24-hodinovej kultivéacii splenocytov s ucinnymi
latkami pri teplote 37 °C a 5 % CO, atmosfére
stanovenim poctu zivych a miftvych buniek po
inkubacii v trypanovej modrej v riedeni 1 : 5 s PBS.
Viabilita bola overovana v dvoch nezavislych in

vitro experimentoch.

Test metabolickej aktivity splenocytov — MTT test
Splenocyty (1 x 10%ml) boli kultivované v
24-jamkovych platnickach po dobu 24 hodin s
jednotlivymi koncentraciami AXT, ME a DE ako je
opisané vyssie a nasledne boli pouzité na hodnote-
nie metabolickej aktivity pomocou MTT testu.
Zasobny roztok MTT bol pripraveny rozpustenim
5 mg v 1 ml PBS, filtrovany a pridany 4 hodiny
pred ukoncenim kultivacie v objeme 50 pl/jamka.
Neadherentna populacia buniek bola prenesena
do skumaviek a centrifugovana pri 956 g/10 min,
supernatant bol odstraneny a do skumaviek bol
pridany DMSO v objeme 100 ul. Po rozpusteni
krystalov formazanu boli lyzaty prenesené do 96-
jamkovej platnicky. Adherentné bunky boli premyté
PBS a do kazdej jamky bol pridany 100 ul DMSO.
Po lyze boli extrakty buniek prenesené do 96-jamko-
vej platnicky a nasledne bola zmerana absorbancia)
v oboch frakciach buniek pri vlnovej dizke 550 nm
(Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). In vitro
experiment bol zopakovany trikrat.
neutralna cervena

Test farbiva

splenocytmi

absorpcie

Absorpcia neutralnej cervenej sluzi na kvantitativ-
ne stanovenie zivotaschopnosti buniek a sledovanie
toxickych u¢inkov latok in vitro. Prijem neutralnej
cervenej zavisi od schopnosti bunky udrziavat’ pH
gradient v bunke prostrednictvom produkcie ATP
(Repetto a kol., 2008). Tato metdda bola pouzitad na
hodnotenie cytotoxickych ucinkov uvedenych latok



na splenocyty na zaklade iného mechanizmu ako je
pri MTT teste. Bunky (1 x 10%ml) boli kultivované
24 hodin v termostate pri teplote 37 °C a 5 % CO,
atmosfére s vysSie uvedenymi koncentraciami EXT,
ME a DE v triplikatoch. Neutralna c¢ervena (Sigma-
Aldrich, Darmstadt, Nemecko) bola rozpustend v
PBS a pridana (10 pg/jamka) hodinu pre ukon¢enim
kultivacie. Neadherentné¢ bunky boli z platnicky
prenesené do skimaviek, centrifugované 5 min pri
239 g, supernatant bol odstraneny a do kazdej
skiamavky bol pridany extrakény pufer so zloZenim:
1 % ladova kyselina octova, 50 % etanol a 49 %
destilovana voda. Adherentné bunky boli premyté s
200 pl PBS apo jeho odstraneni bol pridany extrakény
pufer. Neadherentnd a adherentnd populacia buniek
z kazdej kultivac¢nej jamky bola spojena a prenesena
do 96-jamkovej platnicky. Absorbancia extraktov
neutralnej ¢ervenej z buniek bola odc¢itana pri vinovej
dizke 550 nm (Thermo Scientific, Waltham, MA,
USA). In vitro experiment bol realizovany trikrat.
Morfologické zmeny buniek po zafarbeni
farbivami May Griinwald — Giemsa

Splenocyty s AXT, ME a DE v koncentracii
2,5; 5; 10; 20 a 40 pg.ml? boli inkubované 24
hodin v termostate rovnako, ako bolo popisané v
predchadzajucich experimentoch. Po kultivacii boli
bunky prenesené na podlozné sklicko a fixované 70
% metanolom v PBS 3 mintty. Na riedenie farbiv
boli pouzité Sérensenove pufre, ktoré tvorila zlozka
A: KH,PO,, pH= 4,8 a zlozka B: Na,HPO, x 12 H,O,
pH = 8,7. Bunky boli 10 minut farbené¢ 10 % May
Griinwald roztokom (pH 6,5) a premyté pufrovacim
roztokom pripravenym zo Sorensenovych pufrov v
zmiesavacom pomere zloziek A (70 ml) a B (30 ml)
s vyslednym pH 6,48. Nasledne boli farbené 5 mintit
v 5 % Giemsa-Romanowski roztoku a oplachnuté
v destilovanej vode. Po vysuSeni boli preparaty
analyzované pomocou svetelného mikroskopu
(Olympus, Praha, Ceskd republika) pri 1000 x

zvacseni a fotografované.

Statisticka analyza

Vysledky boli
nosmerného ANOVA testu a post-hoc Tukey testu.
Udaje boli vyhodnotené pomocou GraphPad Prism
(verzia 7) (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA,

USA). Statisticky vyznamny rozdiel v porovnani s

analyzované pouzitim jed-

kontrolnou skupinou bol zaznamenany na hladine
vyznamnosti * p < 0,05; ** p<0,01; a *** p<0,001.

VYSLEDKY

Utinky AXT, ME a DE na viabilitu splenocytov
Cytotoxicka aktivita AXT, ME a DE na
splenocyty bola hodnotena pocitanim zivych buniek
v suspenzii po zafarbeni 0,05 % trypanovou mod-
rou a vypoctom podielu zivych buniek z celkového
poctu buniek. Ako je uvedené na obr. 2a, c, viabilita
buniek kultivovanych s AXT a DE sa signifikantne
zvysila v porovnani s nestimulovanymi bunkami
v kontrole pri koncentracii 5, 10 a 20 pg.ml™
Cytotoxicky ucinok na viabilitu buniek nebol
zaznamenany ani pri koncentraciach 2,5 a 40 pg.ml?,
kedy doslo len k minimalnemu zvySeniu viability
splenocytov v porovnani s kontrolou. V pripade
kultivacie buniek s ME bol pozorovany opacny trend
ako pri AXT a DE, kedy bol zaznamenany vyrazny
cytotoxicky téinok pri koncentraciach do 10 pg.ml*
v porovnani s neo$etrenymi bunkami v kontrole (vid’
obr. 2b). Vyssie koncentracie ME naopak preukazali

mierne stimula¢ny uc¢inok na prezivanie buniek.

Utinky AXT, ME a DE na metabolicku aktivitu
splenocytov vyhodnotené MTT testom

MTT test je kolorimetricky test, ktory sa vyuziva
primarne na hodnotenie metabolickej aktivity
buniek, ktord je imernd zivotnosti buniek. Enzymy
oxidoreduktazy zavislé od NAD(P)H redukuju
tetrazoliové farbivo 3-(4,5-dimetyltiazol-2-yl)-2,5-
difenyltetrazéliumbromid na nerozpustné krystaly
formazanu. Pomocou tohto testu sme sledovali
koncentracne zavisly u¢inok AXT, ME a DE na zmeny
v metabolickej aktivite splenocytov. Ako vidiet' na

obr. 3a, b, AXT a ME mali stimula¢ny uc¢inok na
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Obr. 2: Viabilita splenocytov in vitro na zaklade absorpcie trypanovej modrej po 24- hodinovej kultivacii v
termostate pri teplote 37 °C a 5 % CO, atmosfére: (a) extrakt (AXT), (b) monoestery (ME), (¢) diestery (DE).
Signifikantne odlisné hodnoty v porovnani s kontrolou: * p < 0,05; ** p <0,01; *** p <0,001.

Obr. 3: Koncentrac¢ne zavisly uc¢inok astaxantinového extraktu (AXT; a), monoesterov (ME; b) a diesterov
(DE; ¢) na metabolicku aktivitu splenocytov po 24-hod inkubacii (MTT test). Signifikantne odlisSné hodnoty v
porovnani s kontrolou boli oznacené ako * p < 0,05.
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Obr. 4: Koncentracne zavisly cytotoxicky ucinok astaxantinového extraktu (AXT; a), monoesterov (ME; b)
a diesterov (DE; c) na splenocyty po 24-hod inkubacii sledovany na zaklade absorpcie neutralnej ¢ervenej.
Signifikantne rozdielne hodnoty v porovnani s kontrolou boli oznacené ako * p < 0,05; ** p <0,01.

metabolicku aktivitu splenocytov pri koncentraciach
< 10 pgml? (p < 0,05 pre ME). DE stimulovali
metabolicku aktivitu pri vysSich koncentraciach
od 5 do 20 pg.ml? (vid obr. 3¢). V porovnani s
kontrolnou skupinou bola inhibicia metabolickej
aktivity zaznamenana v pripade vSetkych troch latok
pri koncentracii 40 pg.ml?, najviac v pripade AXT (p
<0,05).
Cytotoxické ucinky AXT, ME a DE na splenocyty
sledované na ziklade absorpcie farbiva neutrilna
dervena

Utinky AXT, ME a DE boli hodnotené aj
na zaklade schopnosti zivych buniek aktivne
transportovat’ neutrdlnu cerveni cez membrany a
nasledne ju inkorporovat’ do lyzozomov, v dosledku

c¢oho zivé bunky =ziskali cervené sfarbenie. Z

vysledkov na obr. 4a, b vyplyva, ze AXT a ME
neposobili cytotoxicky na splenocyty po 24-hodinovej
kultivacii s koncentraciami < 10 pg.ml?* (p < 0,05
pre 2,5 pg.ml? AXT). VysSie koncentracie oboch
latok (20 a 40 pg.ml™) boli pre bunky mierne toxické
a najvyznamnejsi inhibi¢ny ucinok na absorpciu
farbiva bol zaznamenany pri koncentracii 40 pg.ml*
v pripade kultivacie buniek s ME (vid’ obr. 4b), ¢o
koreluje s vysledkami z testu metabolickej aktivity
prostrednictvom MTT testu. Ako vidiet’ na obr. 4c,
DE ovplyvnili absorpciu, a teda viabilitu buniek
rozdielnym spdsobom. Kym nizsie koncentracie < 10
posobili mierne cytotoxicky, vyssie koncentracie od
20 pg.ml™* mali stimula¢ny efekt na aktivny transport
farbiva a teda ich zivotnost’. Predpokladame, Ze tieto
rozdielne ucinky DE v porovnani s MTT testom boli

spdsobené inymi mechanizmami.
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Obr. 5: Morfologia zdravych splenocytov (a) a splenocytov po 24-hod inkubécii s extraktom astaxantinu (AXT)
v koncentracii b) 10 pg.ml! a ¢) 40 pg.ml . Lymfocyty s fyziologickym tvarom st znazornené Sipkami.

Uéinky AXT, ME a DE na morfologické zmeny
buniek

Na nateroch buniek po inkubacii s AXT, ME a
DE sme sledovali, ¢i vysledky predchadzajucich
testov koreluju s vyskytom morfologicky zmenenych
buniek v porovnani s neovplyvnenymi bunkami a
bunkami bez kultivacie. Vo vSetkych skupinach, te-
da aj v kontrole po inkubacii v uvedenych podmien-
kach doslo k miernym zmenam a afinite ku kyslym
farbivam, €o sa prejavilo purpurovym sfarbenim
jadier. Po in vitro inkubacii buniek s AXT, ME a DE
do 10 pg.ml? dochadzalo len k miernemu narastu
poctu buniek, u ktorych boli detegované morfologic-
ké zmeny jadra oproti bunkam v kontrole a prevazo-
vali lymfocyty s normalnym okrahlym tvarom, i
ked’ jadra nemali typicky okrthly tvar (vid’ obr. 5a).
Najvyssi pocet buniek s poskodenou morfologiou,
fragmentovanym jadrom, pravdepodobne v stave
apoptozy, sme zistili pri koncentraciach 40 ug.ml?,
priCom najvyraznejsie ucinky boli pozorované v
pripade ME (vid’ obr. 5b, c).

DISKUSIA

Astaxantin ~ je  tmavocerveny  karotenoid
pritomny prevazne v mikroorganizmoch a morskych
zivocichoch. Dosial’ na svetovom trhu dominovala

jeho synteticky pripravovana forma, avSak v si-
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Casnosti je zvySeny zaujem hlavne o prirodny AXT
izolovany zo zelenych rias H. pluvialis a kvasiniek
P. rhodozyma. Tato prirodna latka je vyuzivana najma
na prevenciu a liecbu mnohych ochoreni, vratane
tych, ktoré su sposobené oxida¢nym stresom (Higu-
era-Ciapara a kol., 2006). Vyhodou je, ze u AXT
neboli potvrdené ziadne vedl'ajsie G¢inky in vitro a
in vivo, avsak studie tykajuce sa priamo vplyvu tejto
latky a jej esterifikovanych foriem na imunitné bun-
ky zatial’ nie su zname.

V naSej Studii sme sa zamerali na porovnanie
uéinkov nizsich davok (2,5; 5; 10 pg.ml?) a vyssich
davok (20 a 40 ug.ml?) astaxantinu a jeho esterov na
T-lymfocyty izolované zo sleziny zdravych Balb/c
myS$i. V prvej casti sme sledovali koncentracne
zavisly ucinok AXT a jeho esterov na viabilitu
buniek. Z vysledkov vyplyva, Ze koncentracie do
10 ug.ml? mali v pripade kultivacie s AXT a DE
stimula¢ny ucinok. Rovnaky trend sa nam v pripade
ME nepodarilo dokazat’, naopak, po 24-hodinovej
kultivacii nizke koncentracie tejto latky vykazovali
vysoku mieru cytotoxicity na bunky. Predpoklada-
me, ze ME moézu byt toxickejSie, avSak je mozné,
ze tieto vysledky boli ovplyvnené aj inymi
mechanizmami v bunke, ktoré vznikli v dosledku
kultivacie, pripadne nepresnost'ou samotnej metody.
Lin a kol. (2015) sledovali imunomodula¢né ucinky
astaxantinu na produkciu cytokinov lymfocytov v



in vivo aj ex vitro podmienkach. Zistili, ze vysoké
davky astaxantinu (70 — 300 nM) neboli pre bunky
cytotoxické, avsak proliferacia lymfocytov bola
stimulovana lipopolysacharidom (LPS, 100 g.ml?)
akonkanavalinomA (Con A, 10 g.ml*). Metabolizmus
buniek stimulovanych LPS a Con A sa odliSuje od
bazalneho metabolizmu nestimulovanej bunky.
Najvyznamnej$ou metabolickou zmenou po aktiva-
cii naivnych T-lymfocytov je zvysSenie metaboliz-
mu glukozy a aerdbna glykolyza, ktora je Specific-
kou metabolickou adaptaciou znamou ako Warbur-
gov efekt. Okrem metabolizmu glukézy st vSak
pocas prechodu z pokojového stavu do aktivovaného
ovplyviované aj dalSie katabolické a anabolické
bunkové drahy. Viaceré studie dokazali, ze dolezith
ulohu ma aj metabolizmus mastnych kyselin.
Indukcia biosyntézy lipidov je vyznamnou sticast'ou
aktivacného procesu T-lymfocytov, ktord priamo
spaja metabolizmus glukézy s de novo syntézou
mastnych kyselin (Wang a kol., 2011; Kidani a kol.,
2013; Berod a kol., 2014). Stimulované imunitné
bunky maju vyssie energetické naroky, a preto ani
vysSie koncentracie astaxantinu, ktoré testovali
Lin a kol. (2015), neboli pre bunky cytotoxické.
V naSej stadii sme viabilitu buniek d’alej overili aj
prostrednictvom stanovenia ucinkov sledovanych
latok na metabolickt aktivitu pomocou MTT testu.
Nase vysledky potvrdili, ze AXT, ME a DE maju
pri koncentraciach 5 a 10 pg.ml* stimulaény G¢inok
na metabolizmus imunitnych buniek, avSak vyssie
davky posobili na bunky mierne -cytotoxicky.
Predpokladd sa, Zze redukcia MTT, ale aj inych
tetrazoliovych farbiv zavisi od metabolickej aktivity
bunky v dosledku toku NAD(P)H (Berridge a Tan,
1993). Bunky s nizkym metabolizmom, ako st
splenocyty, ale aj tymocyty, su schopné redukovat
mensie mnozstva MTT. Naopak, rychlo sa deliace
bunky vykazuju vysoku mieru redukcie MTT. Angius
a Floris (2015) zistili, ze k redukcii MTT moze
dochadzat' aj spontanne v lipidovych Struktarach,
a to bez enzymatickej katalyzy, co moze ovplyvnit
vysledky hodnotenia metabolickej aktivity tymto
testom. U¢inky sledovanych latok na Zivotnost

splenocytov sme hodnotili aj na zaklade aktivneho
transportu molekul cez cytoplazmaticki membranu
na zaklade prijimania neutrdlnej Cervenej. Tymto
testom sa nam podarilo potvrdit, ze najpriaznivejsi
vplyv na aktivitu buniek mali nizke koncentracie
ucinnych latok. Tieto vysledky boli v zhode s
vysledkami z testu viability a metabolickej aktivity
MTT testom, kde vyssie koncentracie AXT, ME a DE
posobili inhibicne. Nizke koncentracie DE sa vSak
ukazali ako mierne nepriaznivé na aktivny transport
molekul. Odchylky zaznamenané v nasich vysled-
koch v pripade testu viability, ale aj aktivneho
transportu farbiva po kultivacii s esterifikovanymi
formami astaxantinu mézu byt sposobené me-
chanizmom inkorporécie farbiva do bunky, ale aj
ich chemickou Struktirou. Giuffrida a kol. (2010)
skamali esterifikaciu skupiny karotenoidov — xan-
tofylov, ktoré sa v prirode vyskytuju v neesterifikova-
nej forme, alebo v stabilnejSej esterifikovanej for-
me mastnymi kyselinami ako monoestery a po-
lyhydroxylované xantofyly. Vo svojej stadii zistili,
ze esterifikdcia nemeni chromoforové vlastnosti
molekuly karotenoidov, ale upravuje ich Strukttru,
a preto moze ovplyviovat aj chemické vlastnosti
v zavislosti od druhu mastnej kyseliny naviazanej
na molekulu karotenoidu. Navyse dokéazali, ze
esterifikacia zvySuje rozpustnost karotenoidov v
lipidoch, s ktorymi st v prirode spojen¢, ¢im sa
zvysi ich biologicka dostupnost. Na zaklade tychto
vysledkov predpokladame, Ze nizSie davky ME a
DE, ktoré posobili mierne cytotoxicky, boli roz-
pustené v membranovych a bunkovych lipidoch,
a z toho dovodu aj dostupnej$ie pre spracovanie
metabolizmom bunky. Vysoka antioxidac¢na aktivi-
ta astaxantinu tieZz mohla zapri¢init vychytanie
vSetkych  ROS

metabolizmu bunky,

vzniknutych pocas bazalneho
alebo v dosledku

kultivaciou a narusit

stresu
vzniknutého homeostazu.
Pocetné vyskumy dokazali, ze reaktivne formy
kyslika funguju ako délezité fyziologické regulatory
intracelularnych drdh (D’Autréaux a Toledano,
2007; Finkel, 2011; Zhang a kol., 2016). Zistilo sa,

ze redoxna rovnovaha je kl'ucova pre fyziologické,
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ale aj patologické procesy v bunkach v dosledku
schopnosti ROS aktivovat’ alebo deaktivovat’ rozne
receptory, proteiny, i6ny a d’alSie signalne molekuly.
V pripade, Ze je tato rovnovaha naruSena nadmernou
akumulaciou, alebo naopak nedostatkom ROS,
dochadza k ovplyvneniu velkého poctu signalnych
drah, ktoré nasledne vedu k dysfunkcii bunky a k
rozvoju patologickych stavov. V poslednej Ccasti
nasho experimentu sme sledovali koncentracne
zavislé ucinky AXT, ME a DE na morfologické
zmeny buniek a ich jadier. Viaceré stadie potvrdili,
ze nestimulované lymfocyty sleziny su citlivejsie na
posobenie réznych chemickych latok, ktoré vyustia
do poskodenia membrany jadra a mdzu nasledne
viest’ k bunkovej smrti. Pomer morfologicky zme-
nenych buniek koreloval s vysledkami predcha-
dzajtcich testov.

ZAVER

Stadiom u¢inkov astaxantinu a jeho esterov
na nestimulované lymfocyty izolované zo sleziny
zdravych mysi sme zistili, ze davky u¢innych latok
do 10 pg.ml* mali stimulaény efekt na fyziologické
funkcie imunitnych buniek, naopak vyssie davky —
20 a 40 pg.ml? posobili cytotoxicky. ME sa ukazali
ako cytotoxickejSie pri vysokych koncentraciach
v porovnani s DE, ktorych vysSie davky mali skor
stimula¢ny uc¢inok na metabolizmus buniek. Tieto
vysledky potvrdili aj morfologické zmeny jadier,
ku ktorym dochadzalo po kultivacii s vysokymi
koncentraciami sledovanych latok. Vysledky tes-
tov preukazali, ze pri pdsobeni astaxantinového
extraktu dochadza pravdepodobne k vyrovnaniu
antagonistickych uc¢inkov ME a DE na zakladné
fyziologické procesy v bunkach pozorovanych pri
vysokych a nizkych koncentraciach tychto latok.
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ABSTRAKT

Extrakty =z vinica hroznorodého (Vitis
vinifera) maju viacero pozitivnych ucinkov na
Pudské zdravie, ako napriklad antioxidacné,
antimikrobialne, protizapalové ucinky, pésobia
tieZz priaznivo na Kkardiovaskularny systém.
latok
ktoré

aktivitou.

NajdolezitejSiu skupinu bioaktivnych

predstavuju  polyfenolové zluceniny,

disponuju silnou antioxida¢nou
Stidia sa zaobera stanovenim antioxidaénej
aktivity flavonoidov ziskanych zo semien vinica
hroznorodého. Na izoliciu polyfenolovych litok
sa pouzilo viacero extrakénych metod, pre samot-
né stanovenie antioxida¢nej aktivity boli pouzité
extrakty ziskané maceraciou. Spolu sa testovali
4 vzorky semien hrozna, dve pochadzajice z
vlastného zdroja z okolia TrebiSova (vzorky H1 —
odroda Furmint a H2 — odroda Tramin ¢erveny) a

dve vzorky zo semien boli zakiipené ako vyZivovy
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doplnok (HM — miika z hroznovych semien, HJ
— mleté hroznové semena). Antioxida¢na aktivita
sa stanovila pomocou metédy DPPH, ktora je
zaloZena na prenose elektrénov vol’'nych radika-
lov a vyuZiva sledovanie zmeny zafarbenia DPPH
radikalu spektrofotometricky. Na kvalitativne
stanovenie obsahovych latok extraktov bola
pouzitai NMR spektroskopicka analyza (1D
NMR). Antimikrobidlna aktivita vzoriek sa
testovala na kmene baktérii Escherichia coli
a Staphylococcus aureus. Pozoroval sa vyznam
nakol’ko

flavonoidy su latky polarne. NajlepSia antioxidac-

polarity  pouZzitého rozpust’adla,
na aktivita bola pozorovana u vzorky H1 s hodno-
tou IC, 1,1271 mg.ml' ziskanej extrakciou
pomocou etanolu. NajmenSia namerana an-
tioxidacna aktivita bola u vzorky HM 4,1399
mg.ml? ziskanej extrakciou pomocou hexanu.
Prostrednictvom 'H NMR metody sa u vzoriek

potvrdila pritomnost’ polyfenolovych zlicenin,



ktoré su zodpovedné za antioxidacnu aktivitu.
NajvysSiu antimikrobialnu uc¢innost’ mala vzorka
H2 s hodnotou RIZD 150,00 % na E. coli a
223,16% na S. aureus.

KPucové slova: antioxidacna aktivita; extrak-
ty z hroznovych semien; polyfenolické zlti¢eniny

ABSTRACT

Extracts of grapevine (Vitis vinifera) have

several positive effects on human health,
such as antioxidant, antimicrobial and anti-
inflammatory. They also have beneficial effect on
the cardiovascular system. The most important
group of bioactive substances are polyphenolic
compounds, which have strong antioxidant
activity. The study determinates the antioxidant
activity of flavonoids obtained from grape seeds.
Several extraction methods were used to isolate
the polyphenols. Measurement results were
revised using maceration. A total of 4 samples we-
re tested. Two coming from village nearby TrebiSov
(samples H1 — variety Furmint and H2 — variety
Tramin cerveny) and two were purchased as a
nutritional supplement (HM — grape seed flour,
HJ — ground grape seed). Antioxidant activity was
determined by the DPPH method, which is based
on electron transfer of free radicals and in which
colour changes of DPPH radical are observed
NMR

analysis (1D NMR) was used for the qualitative

spectrophotometrically. spectroscopic
determination of the contents of the extracts. The
antimicrobial activity of the samples was tested
on strains of Escherichia coli and Staphylococ-
cus aureus. The importance of polarity of the
solvent was also observed, as flavonoids are polar
substances. The best sample with antioxidant
effects appeared to be sample H1 with an IC_
value of 1.1271 mg.ml*, obtained by extraction
with ethanol. Compared to that, the smallest
measured antioxidant effect had sample HM
with value 4.1399 mg.ml*! after extraction with

hexane. The presence of polyphenolic compounds
responsible for antioxidant activity was detected
in every sample by 'H NMR method. The hig-
hest antimicrobial value was in the H2 sample with
a RIZD value of 150.00% for E. coli and 223.16%

for S. aureus.

Key words: antioxidant activity; grape seed
extracts; polyphenolic compounds

UVOD

Vini¢ hroznorody (Vitis vinifera L.) patri starym
kultiram odrod vini¢a a pestuje sa pre produkciu
hrozna a vina na rozsiahlych plochach vo svete.
Pri vyrobe vina vznika priblizne 25 % hmotnosti
hrozna ako vedlajsi produkt/odpad (nazyvany
ako ,,vylisky,” ktory sa sklada zo Supiek a semien)
(Dwyer, 2014).

mnozstvo fenolovych zlicenin, ¢o ma pozitivny

Semend  obsahuju  vysoké
ucinok pre ludské zdravie. Polyfenoly, a najméi

proantokyanidiny, predstavuji  najdolezitejSiu
skupinu bioaktivnych zloziek v semenach hrozna,
ktor¢ maju silntl antioxida¢nu aktivitu (Calvo,
2017). Fenoly predstavuju tretiu najpocetnejSiu
obsahovu latku v hrozne a vine po uhl'ohydratoch
a ovocnych kyselinach. Najmenej extrahovatel'nych
fenolov (10 %) bolo nameranych v duzine, potom v
Supke (25 — 28 %) a najviac (60 — 70 %) v semene.
Najcastejsie sa vyskytujicimi fenolmi izolovanymi
z hroznovych semien st katechiny (katechin,
epikatechin a procyanidiny) a ich polyméry. Zlozenie
fenolov cervené¢ho hrozna sa lis§i od zlozenia
bieleho hrozna. Antokyany st hlavnymi farbivami
¢erveného hrozna (Shi, 2003). Stilbény patria medzi
vyznamné obsahové latky vyskytujice sa vo vinici,
najznadmejsi zastupca je resveratrol. Resveratrol
prispieva k odolnosti vo¢i chorobam vinica (plesiiové
infekcie), jeho konzumacia je vysoko prospesna
pre l'udské zdravie so svojimi antirakovinovymi,
antioxidacnymi uc¢inkami, tieZ je vyznamny v reduk-
cii kardiovaskularnych chordb (Shi, 2014). Extrakt

7o semien hrozna obsahuje nenasytené mastné kyse-
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liny. Najviac pritomna je kyselina linolova, nasledu-
je kyselina olejova, palmitova, stearova a kyselina
palmitolejova (Da Porto, 2013). Olej z hroznovych
semien sa predava ako potravinovy a kozmeticky
vyrobok, pretoze obsahuje nenasytené mastné
kyseliny a antioxidanty. Extrakty z hrozna maji vo
vSeobecnosti viacero pozitivnych uc¢inkov na l'udské
zdravie, vratane antioxidacného, protizapalového,
antimikrobialneho,  antikarcinogénneho  ucinku,
priaznivo posobia na kardiovaskularnu aktivitu a ma-
ju mnoho inych priaznivych efektov. Preto ras-
tie zaujem spolocnosti o vyuzitie potencialu
tohto rastlinného druhu a produktov z neho v
potravinarskom, farmaceutickom a kozmetickom
priemysle. V pripade hrozna Vitis vinifera L. sa
ukazalo, ze vytazky su vyuzitelné v potravinars-
kom priemysle (konzervacia potravinovych vyrob-
kov), ako aj v pripade nutraceutik alebo doplnkov
pre zdravie, a to z dovodu ich Sirokého spektra

farmakologickych uc¢inkov (Calvo, 2017).

MATERIAL A METODY

Pristrojové vybavenie

Spektrofotometer (Agilent Technologies Cary 60
UV-VIS, USA), rotacna vakuova odparka (IKA RV
10 digital, Nemecko), NMR spektrometer VNMRS
600 MHz (Varian, Palo Alto, Kalifornia, USA)

Chemikalie

DMSO - dimetylsulfoxid (Merck Millipore,
Nemecko), DMSO-d6 (Merck Millipore, Nemecko),
etanol, hexan, aceton (Sigma-Aldrich, Bratislava,
SR), destilovana H20 — destilovana voda (Merck
Millipore, Bratislava, SR), DPPH — 22-difenyl-
1-pikrylhydrazylovy radikal (Sigma-Aldrich,
Bratislava, SR)

Vzorky
Vzorka ¢. 1 —HI:

Vysusené hroznové semena z vlastného zdroja 1
Vzorka €. 2 — H2:

Vysus$ené hroznové semena z vlastného zdroja 2
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Vzorka ¢. 3 — HM:

Muka z hroznovych semien
Vzorka ¢. 4 — HI:

Mleté hroznové semena

Vzorky H1 a H2 boli ziskané¢ z vlastnych zdrojov
z vinice od lokalnych pestovatel'ov v okoli TrebiSova
ako odpad pri vyrobe vina. Konkrétne pri vzorke H1
ide 0 odrodu Furmint a pri vzorke H2 o odrodu Tramin
Cerveny. Semena boli odizolované a uchovavané
v mraznicke. Vzorky HM a HJ boli zakipené od
Adresa
vyrobcu je v zapadnej oblasti Slovenska v obci Jelka

internetového predajcu bio produktov.

pri Sladkovicove. Cielom tejto kipy a naslednym
zistovanim antioxidacnej aktivity bolo porovnat
tieto priemyselné vyrobky s hroznovymi semenami

ziskanymi prirodzenym spdsobom — pestovanim.

Extrakcia

V stadii bola pouzita extrakcia podl'a Soxhleta a
macerdcia. Na extrakciu podla Soxhleta sa pouzila
aparattra, ktora pozostavalaz: varnej banky (s varnymi
Soxhletovho
chladica (privod vody zospodu), ohrevu (elektrického

kamienkami), nastavca, spitného
hniezda). 5 g vzorky sa vlozilo do patrény (obalu),
ktora sa vyrobila z filtracného papiera a umiestnila
sa v nastavci. Pocas extrakcie sa kontroloval pocet
prepadov rozpustadla a charakter extraktu. Vzorky sa
nechali extrahovat’ tak dlho, aby sa dosiahlo celkovo
5 prepadov rozpustadla. Na extrakciu boli pouzité
rozpustadla: etanol, acetéon a hexan. 5 g pomletych
semien bolo zmieSanych so 100 ml extrakéného
¢inidla. Zmes bola premiesana a nechala sa odstat
na 24 hodin. Rozpustadlo z filtratu bolo odparené
dvoma spdsobmi, a to pomocou vakuovej odparky
a v susiarni. Na sériovl extrakciu bola pouzita
voda, nasledne hexan a etanol. Nasledne sa u takto
pripravenych extraktov stanovila antioxidacna,
antimikrobialna aktivita, a na kvalitativne stanovenie

chemickych zlucenin sa vyuzila NMR spektroskopia.

Antioxida¢na aktivita
Antioxida¢na aktivita sa stanovila pomocou

metody vyuzivajicej radikal DPPH. Princip tejto



metddy je zalozeny na prenose elektronov volnych
radikalov a vyuziva sledovanie zmeny zafarbenia
DPPH radikdlu spektrofotometricky pri vlnovej
dizke 517 nm. V pritomnosti antioxidanych
molekul (extraktov) je DPPH (stabilny volny
radikal s tmavofialovym zafarbenim) schopny pri-
jat elektron alebo atom vodika, kedy vznika este
viac  stabilnd molekula DPPH-H (difenyl-
pikrylhydrazin). Redukovand forma DPPH-H je
svetlo-zlta. Cim vidsia je vychytavacia schopnost
volnych radikdlov antioxidantmi, tym je vécSia
schopnost’ redukcie DPPH a dochadza k odfarbova-
niu fialovej farby vo vzorke (Carmona-Jimenez,
2014). Antioxidacna aktivita sa vyjadrila ako hod-
nota IC,,
pri ktorej bolo vychytanych 50 % radikalov DPPH
(Indis, 2016). Pripravilo sa 5 skimaviek pre kazdu

ktora sa ukdzala ako koncentracia vzorky,

zo Styroch vzoriek. Do prvych skumaviek sa pridalo
2 mg vzorky a 2 ml metanolu (C,H,OH). Vzorky
sa riedili pomerom 1:1. Ziskalo sa 5 koncentracii:
10 mg.mlY;, 5 mg.ml?; 2,5 mg.ml?; 1,25 mg.ml?;
0,625 mg.ml?. Do kazdej nariedenej skimavky
sa pridal 1 ml roztoku DPPH (metanolovy roztok
0,2 mmol.I* = 7.8 mg DPPH v 100 ml metanolu).
Takto pripravené roztoky sa nechali v tme pri
teplote 25 °C po dobu 30 minut. Pri vinovej dizke
517 nm sa na spektrofotometri merali absorbancie
kazdej vzorky. Ako referencny roztok sa pouzili 2
ml metanolu a ako slepa vzorka bol pouzity roztok
pripraveny zmieSanim 1 ml roztoku DPPH s 1 ml
metanolu a bola odmerana absorbancia. Nasledne
sa odmeriavali absorbancie vsetkych vzoriek trikrat
a vysledna hodnota sa spriemerovala. Podl'a vzorca:

A Av

2 X100 %

(DPPH)

A

(DPPH)

sa vypocital 1 (%) — inhibicia aktivity DPPH
radikalu, teda antioxida¢na aktivita, kde ADPPH
je absorbancia DPPH roztoku, Avz je absorbancia
vzorky. Pre vypocet hodnoty IC,, sa pre kazdu jednu
vzorku zostrojil graf zavislosti antioxidacnej aktivi-
ty od koncentracie vzorky a pomocou trendovej

priamky a jej rovnice sa ziskala dana hodnota.

Antimikrobidlna aktivita

Pre stanovenie antimikrobialnej aktivity extraktov
sa pouzila platnova agarova difuzna metéoda podla
Rojasa a kol. (2006). Baktérie urCené na testovanie
— Staphylococus aureus (SA) a Escherichia coli
(EC), ziskané z Ceskej zbierky mikroorganizmov v
Brne, boli kultivované v bujone BHI (Brain Heart
Infusion broth, Oxoid) po dobu 20 hodin pri teplote
37 °C. Baktérie boli nasledne po kultivacii nariedené
na koncentraciu 0,5 — 1,0 McFarlandovej zakalovej
stupnice vo fosfatovom fyziologickom roztoku.
Takto pripravené inokulum bolo nanesené na povrch
zivného agaru sterilnym tamponom a rozotreté
v troch smeroch tak, aby bol inokulovany cely
povrch pddy. Proces inokulacie sa opakuje dvakrat
s 15-minatovym odstupom. Do Petriho misiek s
priemerom 9 cm sa vylialo 20 ml agaru a po stuhnuti
do neho boli vyrezané jamky s priemerom 0,5 cm,
kde sa nasledne aplikovali jednotlivé koncentracie
testovanych latok v mnozstve 30 pl. Platne boli
inkubované 24 hodin pri teplote 37 °C a po uplynuti
inkuba¢nej doby bola odmerand velkost' inhibic-
nych zén. Ako pozitivna kontrola bol pouzity vodny
roztok 25 pg.ml* gentamycin-sulfatu a ako negativna
kontrola DMSO (dimetylsulfoxid). Antibakteridlny

ucinok extraktov je vypocitany podl'a vzorca:

RIZD = (IZD (vzorka) — IZD (negativna kontrola)
x 100 %

(IZD (pozitivna kontrola)

kde RIZD je uvadzany v percentach priemernej
relativnej inhibi¢nej zony a IZD je priemer inhibi¢nej
zony v mm. IZD vzoriek aj kontrol sme urcili
pomocou softvéru Imagel.

Kvalitativna analyza

Spektralna analyza sa uskuto¢nila na spektrometri
Varian VNMRS 600 MHz. Extrakty vzoriek H1, H2,
HM, HJ (30 mg) sa rozpustili v 0,6 ml deuterované¢ho
dimetylsulfoxidu (DMSO-d6) v kremennych NMR
kyvetach. Ur€enie Struktiry chemickych zlucenin v
extraktoch vzoriek si vyzadovalo analyzu 1D NMR
spektier (*H NMR). Pri spracovani spektier bol
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Tab. 1: Priemerné inhibi¢né koncentracie pre vzorky

po priamej extrakcii hexdnom

VZORKA IC,, (mg.ml?)
H1 3,0489
H2 3,2393
HM 4,1399
HJ 3,8665

— rozpustadlo bolo odparené v laboratornej susiarni pri

teplote do 35°C

Tab. 2: Priemerna inhibi¢na koncentracia vzoriek po

priamej extrakcii acetonom

VZORKA IC,, (mg.ml?)
H1 2,0127
H2 2,1199
HM 2,5644
HJ 2,1278

— rozpustadlo bolo odparené v laboratornej susiarni pri

teplote do 35°C

Tab. 3: Priemerna inhibi¢na koncentracia vzoriek po

priame;j extrakcii etanolom

VZORKA IC,, (mg.ml"?)
H1 1,1271
H2 1,2952
HM 1,5371
HJ 1,2903

— rozpustadlo bolo odparené v laboratornej susiarni pri

teplote do 35°C

Tab. 4: Priemerna inhibi¢na koncentracia vzoriek
po sériovej extrakcii s koneénym rozpustadlom —

etanolom
VZORKA IC,, (mg.ml™)
H1 1,5616
H2 1,6934
HM 1,9824
HJ 1,8586

— rozpustadlo bolo odparené v laboratornej suSiarni pri
teplote do 35°C
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pouzity softvér Mnova-MestReNova, verzia 11.0.4-
18998, 2017 (Aboutanios, 2017).

VYSLEDKY

Extrakcia a antioxidac¢na aktivita

V extrakcii podl'a Soxhleta bola ziskana najvyssia
kvantita ziskanych latok hexdnom (10 %), nasledne
acetonom (7 %) a potom etanolom (4 %). V procese
sériovej extrakcie podla maceracnej metddy boli
vytaznosti niz§ie v porovnani s priamou. extrakciou
Pri extrakcii maceracnou metodou sa ziskali mensie
vytaznosti v porovnani s extrakciou podl'a Soxhleta.
Najvicsia vytaznost sa ziskala u vzorky HM pri
priamej extrakcii s acetonom, a to 6,3 %; a najnizSia
u vzorky HJ pri sériovej extrakcii s etanolom
(2,4 %). Pri stanoveni antioxidacnej aktivity boli
pouzité vzorky extraktov po maceracii a odpareni
rozpustadiel (hexan, aceton, etanol) v laboratérnej
susiarni pri teplote do 35 °C, nakol’ko extrakty ziskané
extrakciou podla Soxhleta a odparenim rozpustadla
vo vakuovej odparke nevykazovali relevantné
antioxidacné hodnoty. Najvyssiu IC,; hodnotu mala
vzorka H1 (1,1271 mg.ml?) pri extrakcii etanolom

cvve

extrakcii hexanom.

Antimikrobialna aktivita

Antimikrobialnu aktivitu na baktérie S. aureus a
E. coli vykazovali vSetky vzorky. Vypocitané hodnoty
RIZD st uvedené v tabul’ke 5.

Kvalitativna analyza

Pomocou 'H NMR spektroskopie, porovnanim
signalov. s NMR databazou chemickych zlucenin
a pomocou dostupnej literatary, v spektrach
naSich vzoriek boli najdené zmesi polysacharidov
a aromatickych zla¢enin. Signaly proténov
polysacharidov lezia v oblasti 3,0 — 5,0 ppm. Ich
pritomnost’ potvrdzuje znova poloha dubletovych
signalov vodikov viazanych na anomérny atom uhlika
pri 5,18 ppm; 4,91 ppm a 4,28 ppm. Zaujimava je
aromaticka oblast’ od 6,5 — 7,0 ppm, kde sa nachadza



Tab. 1: Priemerné inhibi¢né koncentracie pre vzorky po priamej extrakcii hexanom

Vz. O;';:fsi“;lfe“a Vl\zlt)‘;‘l’{zyg‘t(;‘;) ];\f\;‘é’(z;t(:;) SA aktivita | RIZD (%) | EC aktivita | RIZD (%)
H1 3 30 160 4no 163,16 4no 141,41
H2 1 30 160 4no 223,16 4no 150,00
HM 4 30 160 ano 68,42 ano 77,34
HJ 2 30 160 ano 123,16 4no 67,97

Obr. 1: 'H NMR spektrum extraktu vzorky H1 merané v DMSO

mnozstvo aromatickych proténov viazanych na sp?
hybridizovanom atome uhlika. Vzhl'adom na povod
extraktov moézeme ocakavat’, ze ide o antokyany. De
La Cruz a kol. vo svojom vyskume pri identifikovani
antokyanov z Vitis vinifea pouzitim NMR metddy
uviedli, ze ide o zluCeniny monoglukozidové (glu)
a diglukozidové (diglu) derivaty 5 antokyanidinov:
delfinidin (DEL), cyanidin (CYA), petunidin (PET),
peonidin (PEO) a malvidin (MAL) (De La Cruz,
2012). Vo vzorkach HM a HJ bola naviac zistena
pritomnost’ nenasytenych MK (mastnych kyselin).

DISKUSIA

Extrakcia vzoriek:

Pracovalo sa s extraktmi Styroch vzoriek vini¢a
hroznorodého. Vzorky H1 a H2 su vysusené hroznové
jadierka pochadzajuce z vlastného zdroja, vzorky
HM a HIJ st zakupené vyzivové doplnky (hroznova
muka zo semien, mleté hroznové semena). V stadii
bola pouzitd extrakcia podl'a Soxhleta a maceracia.
Boli pouzité rozpustadla polarne (aceton, etanol) a
nepoléarne (hexan) pre priamu maceraciu, a pre sério-

vl s extrakénymi Cinidlami vodou, hexdnom a
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konecnym rozpustadlom — etanolom. Zistilo sa, zZe
teplota extrakcie sa javi ako dolezity parameter. S
teplotou rastie vytaznost, ale klesa antioxidac¢na
aktivita u latok s antioxidacnymi vlastnostami
nachadzajucimi sa v  hroznovych semenach.
Pri extrakcii za vysSej teploty sa niektoré latky
zodpovedné za antioxidacnl aktivity hroznovych
semien zrejme rozkladaju. VysSia teplota moze
viest’ k strate antioxida¢ne aktivnych zlticenin. Prva
vykonana extrakcia vzoriek s pouzitim extrakcie
podla Soxhleta, pri ktorej je dosahovand vysoka
teplota, nevykazovala antioxidacnu aktivitu, pretoze
hlavné obsahové latky u hroznovych semien,
antokyany, st pri vysokych teplotach nestabilné
a rozkladaju sa (Songsermsakul, 2013). Preto pre
dalSie merania sa pouzili extrakty ziskané priamou
a sériovou maceraciou. Pri odparovani vo vakuovej
odparke vzorky nevykazovali potrebné hodnoty pre
antioxidacnu aktivitu. Kvoli zvysenej citlivosti latok
s antioxidaCnymi vlastnostami ziskanych macera-
ciou pomletych hroznovych semien sa odparovali
pouzité rozpustadla v laboratornej susiarni pri teplo-
te do 35 °C. Rozdiely vo vytaznosti mozu byt
sposobené typom extrakcie alebo charakterom pou-
zit¢ho rozpustadla, pripadne odlisSnym kvantitativ-
nym aj kvalitativnym zloZenim obsahovych latok v
jednotlivych vzorkach. Ziskané hexanové, acetonové
a etanolové extrakty boli pouzité na analyzu ich
antioxidacnej a antimikrobialnej aktivity a bolo

analyzované ich kvalitativne zlozenie.

Antioxida¢na aktivita:

Pre stanovenie antioxidacnej aktivity bola pouzi-
tametdda hodnotiaca eliminaciu syntetického radikalu
— DPPH. Pozostava zo spektrofotometrického sta-
novenia absorbancie a z vypoctu strednej inhibi¢ne;j
koncentracie extraktov (IC,). Rozdiely vo vysledkoch
IC,, sa pozorovali pri pouziti réznych typov
rozpustadiel, konkrétne v rozdielnosti ich polarity.
Riedenia sa pouzivali 5; 2,5; 1,25 a 0,625 mg.ml™.
Antioxidacna aktivita I (%) klesala priamotumerne so
znizujicou sa koncentraciou. Najvyssia antioxida¢na

aktivita bola namerana u vzorky H2 pri priamej
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extrakcii etanolom. D&vodom mdze byt povaha
rozpustadla, ked’ze etanol je polarne rozpustadlo a
obsahovym latkam s polarnymi vlastnost’ami vo vini-
¢i hroznorodom su pripisované antioxidacné ucin-
ky. Taktiez sa pri tychto extraktoch zaznamenala

fvw e

s Konkrétne u vzorky HI, a
to 1,1271 mg.ml. Cim je inhibiénd koncentracia u
extraktu nizsia, tym ma lepsie antioxidacné vlastnosti,

teda menej mnozstva extraktu je potrebného na inhi-

aktivitu pri najnizSom riedeni 5 mg.ml! sme
zaznamenali pri vzorke HM (57,1 %) pri priame;j
extrakcii hexdnom. Taktiez pri tomto extrakte vysla
aj najvyssia hodnota IC_, — 4,1399 mg.ml”, teda
rozpustadlo, a to je aj dovod nizkej antioxidacnej
ked'ze latky
vini¢a hroznorodého st minimalne zodpovedné za

schopnosti, nepolarne  obsahové
antioxida¢nu ucinnost’. Pri pouziti priamej extrakcie
acetonom vysli hodnoty IC_ niZSie ako pri extrakcii
hexanom, ale vysSSie ako pri priamej a sériovej
extrakcii etanolom. Z toho vyplyva, ze antioxida¢na
ucinnost’ je vyssia pri priamej extrakcii acetonom ako
pri extrakcii hexdnom, ale nizSia ako pri priamej a
sériovej extrakcii etanolom. Aceton prepusta latky
polarne aj nepolarne, ¢o mdze mat’ za nasledok vznik
tychto hodnot. Pri sériovej extrakcii s kone¢nym
rozpustadlom — etanolom boli hodnoty IC,; o nieco
vyssie ako pri priamej extrakcii etanolom a nizSie
ako pri extrakcii acetonom. NizS§ie hodnoty an-
tioxidacnej G¢innosti sériovej extrakcie v porovnani s
priamou extrakciou etanolom su vysledkom toho, ze
kazda latka v sériovej extrakcii extrahuje aj ¢ast’ 1a-
tok, ktoru by extrahoval len samotny etanol. Pretoze
pri priamej extrakcii ide o extrakciu len jednou latkou,
pri sériovej extrakcii sa zacinala extrakcia vodou,
ktora odstranuje polysacharidy, nasledne hexanom,
ktory odstraniuje nepolarne latky a nakoniec extrakcia
etanolom, ktory extrahuje antokyany s antioxidacnymi
vlastnost’ami.

Antioxidacna aktivita v hroznovych semenach
je pripisovana hlavne vysoko polarnym oligomeric-
kym proantokyanidinom. In vivo §tadie ukazali, ze



extrakt proantokyanidinu z hroznovych semien je
lepsi vychytavac¢ radikalov nez alfa-tokoferol alebo
beta-karotén (Songsermsakul, 2013). Hroznové¢ se-
mena prioritne obsahuju z vicsej Casti monomerické
fenolické zluceniny ako su (+)-katechiny, (-)-epi-
katechiny a (-)-epikatechin-3-O-galat, d’alej dime-
rické, trimerické a tetrametrické prokyanidiny.
Poznanim benefitov pre l'udské zdravie katechinov
a prokyanidinov extraktov z hroznovych semien
viedlo k ich uzivaniu ako vyzivovych doplnkov
(Jayaprakasha, 2003).

V stadii Felhi a kol. boli testované extrakty z
hroznovych semien. V porovnani celkového obsahu
fenolov bolo najvacSie mnozstvo zaznamenané
v etanolovom extrakte, acetéonovom; o polovicu
niz§ie hodnoty predstavoval hexanovy extrakt, ¢o
sa da vysvetlit’ polaritou rozpustadla. Antioxida¢na
aktivita bola merana pomocou DPPH a vyjadrend v

IC,,; v porovnani s ostatnymi extraktmi mal etanolovy

v

antioxidacnu tucinnost’, ¢o moze byt vysvetlené
vysokou hodnotou celkového obsahu fenolov (Felhi,
2016).

'H NMR:
Pomocou H NMR

sme zistili, ktoré obsahové latky obsahuju nase

zobrazovacej metody
jednotlivé vzorky. Vzorky HM a HJ obsahujii zmes
nenasytenych MK (mastnych kyselin) — ide najma
o kyselinu linolovt, ktorda sa vyskytuje bud ako
volna alebo viazana vo forme esteru s glycerolom.
V HM na rozdiel od HJ prevazuje kyselina linolova
viazana na glycerol, o Com svedCia signaly —
CH=CH-, ktor¢ lezia pri 5,19 ppm; pricom pri vol'nej
kyseline linolovej tieto signaly lezia v nizSom poli
(5,32 ppm). Vo vzorke HJ je zaujimava pritomnost’
diacylglycerolu kyseliny linolovej, konstatujeme to
na zaklade integrovanej intenzity protonov glycerolu
4,10 ppm; 2H, 1 = 0.22 a integrovanej intenzity
tripletového signalu kyseliny linolovej pri 2,63 ppm;
2H,1=0.41. Vo vzorkach H1 a H2 bola okrem zmesi
polysacharidov a nenasytenych MK pozorovana aj

pritomnost aromatickych zlucenin, o Com svedci

rozsiahla aromaticka oblast’ 6,5 — 7,0 ppm. Podla
povodu vzoriek konstatujeme, Ze ide o antokyany.

Antimikrobidlna aktivita

Antimikrobialnu aktivitu na S. aureus vykazovali
vSetky vzorky. VyraznejSia aktivita bola u vzorky
H2, pri ktorej bola vypoctom zistena hodnota
priemernej relativnej inhibicnej zony (RIZD) 223,16
%. U vzorieck H1 a HJ boli namerané priblizne
rovnaké hodnoty (163,16 % a 123,16 %). Najmensia
vypocitana hodnota RIZD bola u vzorky HM, a to
68,42 %.

Antimikrobialnu aktivitu na E. coli vykazovali
taktiez vSetky vzorky. Najvyssia hodnota RIZD
bola vypocitand u vzorky H2 (150,00 %), priblizne
rovnaku hodnotu mala vzorka H1 (141,41 %). HM a
HJ mali RIZD 77,34 % a 67,97 %.

Extrakty z hroznovych semien ziskali znac-
ni pozornost ako antimikrobidlne pdsobiace lat-
dosledku 3,4,5-
-trihydroxyfenylovych najdenych

zlucenin

latok
v epigalokatechine, epigalokatechin-3-O-galate,
prodelfinidine a kastalagine (Felhi, 2016).

ky v pritomnosti

skupin

ZAVER

V stadii sa skumali a porovnavali antioxidacné
hodnoty extraktov zo semien vini¢a hroznorodého
z vlastného zdroja a zaklpenych doplnkov
vyzivy. Znizenie teploty pri samotnej extrakcii
alebo odparovani rozpustadla viedlo k zlepSeniu
antioxidacnej aktivity extraktov. Kedze obsahové
latky vini¢a polyfenolového pdvodu, ktoré sa
vyznacuji samotnymi antioxida¢nymi vlastnost’ami
su polarneho charakteru, zvolené polarne rozpustadla
sa javia ako lepsia a prinosnejSia volba pre lepsie
antioxida¢né vlastnosti koncového produktu.

Vypocitanim hodnoty IC,, sa ako najlepSia
vzorka s antioxidaénymi vlastnost'ami javila vzorka
H1 s hodnotou 1,1271 mg.ml? ziskanda maceraciou
etanolom. Porovnanim vzoriek extraktov z vlastnych
zdrojov a zaktpenych produktov zo semien hrozna
susené¢ hroznové

(hroznova muka a semena)
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sa vysledky inhibicnych koncentracii lisili len
minimalnymi rozdielmi.

Pomocou 'H NMR metoédy sme u vzoriek zistili
pritomnost’ aromatickych zlucenin — polyfenolov,
nenasytenych MK a polysacharidov.

Extrakty zo semien vinia hroznorodého boli
vyznamnym zdrojom polyfenolovych latok. Prirod-
né zdroje oproti zdrojom zakipenym mali vysSie
RIZD hodnoty. Najvyssiu antimikrobidlnu aktivitu
ka HI— 67,97 %. Vzorka H2 bola taktieZ najucinnejsia
aj proti S. aureus s hodnotou RIZD 223,16 %;

najmenej ucinna bola vzorka HM.
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ABSTRAKT

Africky druh hada Bitis arietans predstavuje
jeden z najjedovatejSich druhov rodu Bitis.
Predpoklada sa, Ze prevazna vicSina zavaznych
v Afrike je

zapri¢inena prave jedincami druhu B. arietans.

uhryznuti jedovatymi hadmi
Embryotoxicky tuc¢inok a vazoaktivny efekt
jedu hadov druhu B. arietans pévodom z dvoch
rozliénych africkych lokalit Cape Town, JuZna
Afrika a Lake Nakuru, Keina sme sledovali a
hodnotili na modeli kuracieho embrya pouZitim
dvoch testov — CHEST (Chick Embryotoxicity
Screening Test) a HET-CAM (Hen’s Egg Test
— Chorioallantoic Membrane). Ciel’'om S$tadie
bolo sledovat’ vplyv jedov na hmotnost’ kuracich
embryi, embryonalnych srdc a peceni, posudit’
morfologické zmeny, stanovit’ mortalitu, hodnoty

LD a

50
expozicii testovanym hadim jedom. Na zaklade

iritacny potencial po jednorazovej
vysledkov CHEST testu bola po aplikacii jedu
hadov druhu B. arietans lokality Cape Town
stanovena hodnota LD50 12,61 pl/embryo a po
aplikacii jedu jedincov z oblasti Lake Nakuru
LD,, 7,966 pl/embryo. Aplikicia jedov na povrch
chorioalantoickej membrany vyvolala hemora-
gie a vznik zrazenin. So zniZujucou sa koncentra-
ciou jedov klesal aj ich iritacny potencial zo silné-
ho na mierny. S cie’om porovnat’ adekvatnost’
metéd pouzZivanych za ucelom spracovania
a skladovania hadich jedov bol stanoveny
bielkovinovy profil a celkovy obsah bielkovin
vo vzorkach cerstvého, mrazeného a suSeného
jedu hadov druhu B. arietans z neSpecifikovanej
lokality Juhoafrickej republiky. Kvalita jedov bola

rozlicnymi formami skladovania ovplyvnena iba
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nepatrne. Z vysledkov vyplyva, Ze na uskladnenie
jedov pre potreby neskorSich analyz je vhodné
pouZitie oboch testovanych sposobov uchovavania
hadieho jedu.

KPucové slova: embryotoxicita; hadi jed; LD,
ABSTRACT

African snake species Bitis arietans is one of
the most venomous species of the genus Bitis. The
vast majority of severe venomous snake bites in
Africa are believed to be caused by B. arietans.
The embryotoxic and vasoactive effects of snake
venom obtained from B. arietans originating
from two different African localities: Cape Town,
South Africa and Lake Nakuru, Kenya were
studied and evaluated on a chicken embryo
model by using two tests — Chick Embryotoxicity
Screening Test (CHEST) and Hen’s Egg Test
(HET-CAM) (Chorioallantoic Membrane). The
aim of the study was to monitor the effects of
venoms on chick embryo weight, embryonic hearts
and livers, to evaluate the morphological chan-
ges, to determine mortality, LD, values and
irritation potential after a single exposure to the
tested snake venoms. Based on the CHEST test
results, the LD, of 12.61 pl/embryo was determi-
ned after administration of venom from B. arietans
of Cape Town locality, and the LD, of 7.966 pl/
embryo after administration of venom from B.
arietans of Lake Nakuru locality. The application
of venoms to the surface of the chorioallantoic
membrane induced haemorrhages and forma-
tion of clots. As the concentration of venoms
their

from strong to moderate. In order to compare

decreased, irritation potential changed
the adequacy of the methods used to process
and store snake venoms, the protein profile and
total protein content of fresh, frozen and dried
venom samples of B. arietans snake species from
an unspecified locality in South Africa were
determined. The quality of the venoms was only
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slightly affected by the different forms of storage.
The results showed that both tested methods of
snake venom storage are suitable for later analy-
ses in order to maintain snake venom.

Key words: embryotoxicity; LD_; snake venom
UvVoD

Symbol hada puta Tudski pozornost uz od
nepamati. V pribehoch gréckej mytologie sprevadzal
boha lekarstva Asklépia a omotany okolo Asklépio-
vej palice dodnes pomyselne bdie nad osudom
mediciny. Nabozensky kontext starého zakona vnima
hada ako pokusitel'a nabadajuceho k neposlusnosti
a hriechu. Odhliadnuc od kultarneho vplyvu a
symboliky, strach z hadov zakoreneny v hlbinach
l'udského podvedomia bol evolucne podmieneny
najmi smrtelnymi komplikéaciami, ktoré odpradavna
sprevadzali vacsinu uhryznuti jedovatymi hadmi.

V priebehu poslednych dekad pokrok v oblasti
technoldgii a analytickych metod umoznil nebyvaly
vyskum hadov a hadich jedov. Vyvoj a produkcia
antiveninov stali na pociatku efektivnej a tispesnej
Vedecky

zaujem a nové poznatky o moznostiach vyuzitia

terapie mnohych hadich uhryznuti.
zootoxinov potlacaju starocny strach z potencialneho
nebezpedenstva. Zivoéisne jedy su dnes povazované
za cenny zdroj medicinsky vyznamnych latok.

Z chemického hladiska predstavuje hadi jed
zlozith a réznorodu zmes farmakologicky aktivnych
proteinov, polypeptidov a mensSich neproteinovych
zloziek. Kazdy protein sa vyznacuje vlastnou
biologickou aktivitou, enzymatickou alebo ne-
enzymatickou. Na zaklade chemickej podstaty su
proteiny hadich jedov tradi¢ne delené na toxiny a
enzymy. Toxiny su zlozené z peptidov, polypeptidov
a proteinov, pricom nevykazujii enzymovu aktivitu.
Enzymy st latky proteinovej povahy. Miera ich
ucinku je zavisla na koncentracii a ¢ase posobenia,
pricom niektoré enzymy sa vyznacuji toxickym
vplyvom na ciel'ové Struktiry.

Pre zastipenie a charakter jednotlivych zloziek



Tab. 1: Koncentracie testovanych jedov (CHEST)

Hmotnost’ Koncentracia (ug.ul?)
Hadi jed .
170 pl jedu (mg) E-2 E-3 E-4 E-5
B. arietans (Cape Town) 172 10,1 1,01 0,101 0,0101
B. arietans (Lake Nakuru) 205 12,1 1,21 0,121 0,0121
Tab. 2.: Koncentracie testovanych jedov (HET-CAM test)
Hmotnost’ Koncentracia (ug.ul?)
Hadi jed .
170 pl jedu (mg) E-1 E-2 E-3
B. arietans (CT) 182 107 10,7 1,07
B. arietans (LN) 184 108 10,8 1,08
jedu je typicka vnutrodruhova, ako aj medzidruhova MATERIAL A METODY

variabilita. Vo vSeobecnosti plati, ze ¢im uzsi je
fylogeneticky vztah medzi hadmi, tym podobnejsie
su vlastnosti a zlozenie ich jedov. Rozdiely mézu
byt podmienené stupiiom ontogenetického vyvinu,
geografickou lokalitou ako aj vplyvom sezénnych
zmien. Mnozstvo a zloZzenie hadiecho jedu odraza
celkovy stav kazdého jedinca. Jed hadov druhu
Bitis arietans sa vyznacuje vyraznym ucinkom
na kardiovaskularny systém a hemoregulaciu.
Geografické rozsirenie naprie¢ celou Subsaharskou
Afrikou az po Arabsky polostrov moze predstavovat’
vyznamny faktor podmieniujuci variabilitu jedu v
ramci daného druhu.

Cielom studie bolo sledovat a porovnat
embryotoxicky efekt a vazoaktivny ucinok jedu
hadov druhu Bitis arietans poévodom z dvoch
rozlicnych lokalit Afriky (Cape Town, Juzna
Afrika a Lake Nakuru, Kena) na experimentalnom
modeli kuracieho embrya. Zaroven bol stanoveny
a porovnany profil bielkovin a celkové mnozstva
bielkovin v troch rozlicne skladovanych vzorkach
jedu (Cerstvy, mrazeny a suSeny) hadov druhu Bitis
arietans z nespecifikovanej lokality JAR.

Aplikacia hadieho jedu a sledovanie jeho u¢inkov
na kuracie embryo

Oplodnené kuracie vajcia, znesené v priblizne
rovnakom cCase, boli dovezené z liaharenského
podniku Parovské haje (Nitra). Dovoz bol realizovany
pri teplote 15 °C a tato teplota bola dodrzana aj pri
skladovani vajec pred inkubaciou. Pred nalozenim
do inkubatora boli vajcia ocistené 70 % etanolom a
nasledne poukladané tupym pélom nahor. Inkubacia
prebichala pri teplote 37,5 °C a vlhkosti 60 %.
Automaticky inkubator zabezpecoval otacanie vajec
v pravidelnych 3-hodinovych intervaloch, ¢im sa
zabranilo prilepeniu kuracich embryi na vajec¢né
membrany. Metodicky postup oboch pouzitych
metodik je na zdklade faz embryonalneho vyvinu
rozdeleny na niekol’ko ¢asti. Den nalozenia vajec do
inkubatora predstavuje nulty embryonalny den (0.
ED).

Hmotnost’ jedu pre experimentalne ucely tejto
studie bola stanovend ako rozdiel medzi hmotnostou
prazdnej skimavky a hmotnost'ou tej istej skimavky
naplnenej 170 pl 100 % nativneho jedu. Tento
vychodiskovy objem sa dalej riedil sterilnym fy-
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ziologickym roztokom (E-1 = 1530 pl) na prislusné

testovacie koncentracie (vid’ tab. 1 a 2).

Embryotoxicita (CHEST)

Embryotoxicky uc¢inok jedu je mozné sledovat
a stanovit' pouzitim CHEST testu. Aplikacia jedu
prebicha na 4. ED. Pred zaciatkom aplikacie je
potrebné dezinfikovat’ pracovny priestor. Po vybrati
vajec z inkubatora boli tupé poly znovu ocistené 70
% etanolom a nasledne prelepené bielou lepiacou
paskou. Dezinfikovanymi noznicami boli vystrihnuté
otvory, ¢o umoznilo aplikaciu jedu metédou ,,window
technique®. Pri praci je nevyhnutné postupovat
opatrne, aby sa ¢o najmenej Skrupinovych tlomkov
dostalo do vnutra vajec a aby nedoSlo k naruSeniu
druhého embryonalneho obalu. Vo vnutri oplodne-
nych vajec mozno pozorovat’ cievnu siet, pripadne
bijuce srdce. Neoplodnené vajcia boli v tejto faze
z pokusu vyradené. Pocas aplikacie jedu (100 ul/
vajce) je nutné dbat na to, aby Spicka pipety neprisla
do kontaktu s obalom alebo Skrupinou. Po ukonceni
aplikacie boli otvory na vajciach hermeticky
uzatvorené priesvitnou lepiacou paskou. Kazdé vajce
bolo oznacené prislusnou koncentraciou pouzitého
jedu, ¢im sa predislo pripadnym zdmenam. Nasled-
ne boli vajcia uloZené naspét’ do inkubatora tak, aby
uzatvoreny otvor smeroval nahor a aby sa zabranilo
otacaniu. Dostato¢na vlhkost’ prostredia v inkubatore
bola
destilovanej vody (Davies a Freeman, 1995). Na 9.

zabezpecend  adekvatnym — mnozstvom
ED prebiehal odber vzoriek. Lepiaca paska bola z
vajec odstranena a jednotlivé otvory zvidcsené, aby
ich velkost umoznila opatrné vytiahnutie embryi.
Zivé embrya (nad 650 mg) boli jednotlivo odvazené
a pripravené na pitvu. Jemnym nastrihnutim brus-
nej dutiny dochadza k odhaleniu vnutornych organov,
¢o umoznilo chirurgicki exciziu pecenového a
srdcového tkaniva. Vynaté organy boli odvazené
a zistené hmotnosti zaznamenané pre potreby
dalsieho Statistického spracovania. Toxicita pre
Specifické ciel'ové organy moze sluzit’ ako indikator
kardiotoxickych uc¢inkov jedu. Zmeny na urovni
pecenového tkaniva mozu

signalizovat zmeny
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metabolizmu v dosledku prebichajucej detoxikacie
(Petrovova a kol., 2009).

Pomocou Statistickej analyzy boli z hmotnosti
kuracich embryi, embryonalnych stdc a peceni
vypocitané priemerné hodnoty a stanovena Standardna
chyba priemeru (SEM). Vsetky hodnoty uvedené v
tabulkach su priemerné hodnoty ziskané z kazdej
skupiny embryi. Na porovnanie zistenych hmotnosti
kuracich embryi, embryonalnych sfdc a peceni bol
pouzity neparovy Studentov t-test (GraphPad Prism
5.0 for Windows, GraphPad Software, San Diego, CA,
USA). Statisticky vyznamné rozdiely v sledovanych
skupinach oproti kontrole boli oznacené hviezdickou
(*) a st povazované za signifikantné na hladinach * =
p <0,05; ** =p <0,01; *** =p <0,001.

Vazoaktivita (HET-CAM test)

Na 3. ED sa ostrymi noznicami vytvori maly otvor
na ostrom konci kazdého vajca, ¢o umozni odber
bielka (2 ml) pouzitim sterilnej ihly a striekacky.
Nasledne su otvory uzatvorené pomocou tekutého
parafinu a vajcia sa ulozia spat’ do inkubatora tak,
aby ostry koniec s uzatvorenym otvorom smeroval
vzdy nadol (Knight a kol., 2019).

Aplikacia jedu prebiecha na 9. ED. Vajcia boli
postupne vyberané z inkubatora a za pomoci noznic
sa z kazdého vajca odstranila skrupina vrchnej Casti
tupého polu v takej miere, aby vzniknuty otvor
umoznoval aplikaciu jedu na chorioalantoicku
membranu (CAM) a sledovanie jeho ucinkov.
Neoplodnené vajcia boli v tejto faze vyradené.
Vhodnou pinzetou bola z vrchnej casti CAM
odstranena papierova blana (membrana papyra-
cea), ¢im sa odhalili cievy. Jed bol aplikovany v
mnozstve 50 pl/vajce priamo na cievy CAM. V
kontrolnej skupine bol namiesto jedu aplikovany
fyziologicky roztok (50 pl/vajce). Princip HET-CAM
testu spociva v sledovani vyskytu zmien (hyperémia,
hemoragie a zrazanie) bezprostredne po aplikacii
testovanej latky na CAM. Kazda zmena je bodovo
hodnotena na zaklade Casu, ktory uplynul od aplikacie
latky na CAM do objavenia sa vazoaktivneho efektu.

Na zaklade stanoveného kumulativneho skére moz-



Tab. 3: Bodovaci systém pre hodnotenie iritacného potencialu podl’a Luepkeho

Cas potrebny na prejavenie drazdivého uéinku Body
Hyperémia Hemoragie ZraZanie
< 0,5 min 5 7 9
0,5 -2 min 3 5 7
2 — 5 min 1 3 5

Zdroj: Knight a kol., 2019

Tab. 4: Klasifikacia irita¢ného potencialu podl’a Luepkeho

Kumulativne skoére Irita¢ny potencial
<10 Zanedbatelny
1,0-49 Nepatrny
50-8,9 Mierny
9,0-21,0 Silny

Zdroj: Knight a kol., 2019

no klasifikovat’ iritacny potencial latky (silny,
mierny, nepatrny alebo zanedbatel'ny). Po aplikacii
jedu bol sledovany a fotograficky zaznamenavany
vazoaktivny efekt jedu v intervaloch 0, 30, 120 a
240 sekund. Po ukoncéeni experimentu nasledovalo
vyhodnotenie ziskanych vysledkov a vypocet
iritacného potencidlu pre jednotlivé koncentracie
jedov pouzitim Luepkeho hodnotiaceho systému
(vid’ tab. 3, 4 a 6) (Knight a kol., 2019).

Elektroforeticka analyza frakcii bielkovin
hadieho jedu

Na stanovenie proteinového spektra hadieho
jedu bol pouzity automaticky, multiparametricky,
elektroforeticky systétm HYDRASYS (SEBIA,
Lisses, Franctuzsko). Vzorky hadieho jedu
(10 pl) boli analyzované pouzitim komercnej
supravy HYDRAGEL 7 PROTEINE Kit. 14100
(ECOMED, Zilina, SR), ktord umoziuje separaciu
proteinov na pufrovanych agarézovych géloch
(gél s obsahom agardzy 8 g.I"! a trisbarbitalovy
pufer s pH = 9,2). Bielkoviny separované na

niekol’ko frakcii boli nasledne vizualizované farbenim
amidoc¢ernou s koncentraciou 0,4 g.dl. Po vysuSeni
boli gély vyhodnotené vizualne aj denzitometricky (A
=570 nm; EPSON PERFECTION V 700 PHOTO).
Jednotlivé frakcie boli kvantifikované v programe
PHORESIS (Verzia 5.50, 2009, SEBIA, Lisses,
Francuzsko) (Andrej¢akova a kol., 2015).

Stanovenie celkovej koncentracie proteinov
hadieho jedu

Principom stanovenia celkovej koncentracie
proteinov je reakcia medzi mednatymi kationmi
a proteinovymi peptidmi v zasaditom prostredi za
vzniku farebného komplexu. Celkova koncentracia
proteinov v 30 ul vzorky doplnenej 500 ul substratu
bola analyzovana  spektroskopicky, pouzitim
(RANDOX,
Crumlin, UK) a automatick¢ho biochemického
analyzatora ALIZE (LISABIO, Pouilly-en-Auxois,

Franctuzsko). Nasledne bola merand absorbancia

komeréného  diagnostického  kitu

(A = 540 nm), vysledky boli vyjadrené v g.I?t
(Andrejcakova a kol., 2015).
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Obr. 1: Priemerné hmotnosti kuracich embryi, embryonalnych sidc a peceni na 9. ED po aplikacii jedu hadov
druhu Bitis arietans lokalit Cape Town, JuZzna Afrika a Lake Nakuru, Kena

Tab. 5: Prehl’ad mortality po aplikacii rozli¢nych koncentracii jedu hadov druhu B. arietans CT a LN

Jed Koncentracia Pocet embryi v Pocet mrtvych Mortalita
jedu skupine embryi (%)
Kontrola 0 10 1 10
E-2 9 4 44,444
. E-3 11 1 9,09
B. arietans CT
E-4 11 1 9,09
E-5 9 1 11,111
E-2 11 0 0
. E-3 11 2 18,18
B. arietans LN
E-4 11 6 54,54
E-5 8 1 12,5
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VYSLEDKY A DISKUSIA

S cielom posudit’ a porovnat’ vplyv hadieho jedu
jedincov druhu Bitis arietans africkych lokalit Cape
Town a Lake Nakuru na vyvinové §tadia kuracich
embryi bola stanovena priemerna celkova hmotnost’
kuracich embryi a priemerné hmotnosti embryonal-
nych stdc a peceni v jednotlivych skupinach (vid’ obr.
1). Statisticky vyznamné rozdiely oproti kontrole bo-
li zaznamenané vo vsetkych sledovanych skupinach.
Okrem troch pripadov (priemerna hmotnost” embryi
a embryonalnych stdc E-2, CT a priemerna hmotnost’
embryi E-4, LN), kedy bola statisticka vyznamnost’ **
na hladine pravdepodobnosti p < 0,01; bola Statistic-
ka vyznamnost vSetkych ostatnych testovanych
skupin *** na hladine pravdepodobnosti p < 0,001.

Na zaklade zistenych hodnot mortality (vid’ tab. 5)
boli pouzitim tabulkového procesora Microsoft Ex-
cel z rovnice grafu linearnej funkcie vypocitané
hodnoty LD, (dosis lethalis media) pre oba testované
jedy. Hodnota LD, je zékladnym ukazovatelom
akutnej toxicity jedov. Je to taka davka jedu, ktora
vyvola u vsetkych testovanych jedincov klinické
priznaky a u 50 % smrt. Nizka hodnota LD, je
odrazom vysokej toxicity malych davok testovanej
latky. Hodnoty LD, pre jed hadov druhu B. arietans
lokality CT (12,61 pl/vajce) a lokality LN (7,966
ul/vajce) poukazuji na vysSSiu mieru mortality a
letalneho ucinku po aplikacii jedu hadov druhu B.
arietans lokality Lake Nakuru. Z vysledkov $tudie
monitorujicej embryotoxicky vplyv jedu hadov
druhu B. arietans Styroch rozli¢nych africkych
lokalit na modeli kuraciecho embrya mozno stanovit’
LD,,= 7,6388 ul/embryo pre jed zastupcov druhu B.
arietans z oblasti Lake Nakuru a LD, = 14,47 ul/
embryo pre jed hadov druhu B. arietans lokality Cape
Town, ¢o bola zaroven najvysSia zistena hodnota
LD,, spomedzi vSetkych Styroch testovanych jedov
(Peters a kol., 2020). Tieto vysledky naznacuju
vys$si embryotoxicky potencial jedu hadov druhu B.
arietans z oblasti Lake Nakuru v porovnani s jedom
jedincov z lokality Cape Town, ¢o potvrdzuju aj nami
dosiahnuté vysledky.

Pocas vazenia a pripravy embryi na pitvu bolo
zaznamenanych  niekol'ko

zmien. Po aplikacii jedu hadov druhu B. arietans CT,

patomorfologickych

E-4 bolo pozorované embryo s chybajucim l'avym
okom. Pravé oko bolo na pohl'ad normalne vyvinuté.
V skupine, kde bol aplikovany jed hadov druhu B.
arietans LN, E-1 bolo pritomné jedno embryo s
morfologickou zmenou pravej hrudnikovej koncatiny,
na dalSom embryu boli viditelné morfologické
zmeny hlavy a zobéka.

Literatara dokumentuje embryotoxicky ucinok
a teratogénny potencial jedov rozlicnych druhov
hadov, napr. Vipera aspis (Gabriel-Robez a Clavert,
1980), Naja nigricollis, Calloselasma rhodostoma
(Langley, 2010) alebo Bothrops jararaca (Bernardi,
2011). Z klinickej praxe prinasa uhryznutie jedova-
tym hadom riziko pre matku aj plod, pricom zdroje
monitorujuce pripady envenomacii tehotnych zien
uvadzaju vyssie percenta fetalnych amrti nez umrti
matiek (Langley 2010).

Jed hadov druhu B. arietans obsahuje zlozky z
rozli¢nych skupin. Disintegriny Bitistatin, disintegrin
izoforma D-2, disintegrin izoforma D-3, zinkova
BA-5A,

uvolnujuci kallidin zo skupiny serinovych proteinaz,

metaloproteinaza-disintegrin enzym
postsynapticky neurotoxin Bitanarin zo skupiny
fosfolipaz A, baptidy, hyaluronidazy Hy-1 a Hy-2,
pravé lektiny C-typu CTL a CTL-2, lektinom podobné
proteiny C-typu Snaclec, Cystatin, vaskularny
endotelidlny rastovy faktor Barietin, fibrinogenaza
Bal00 a dalSie kvantitativne menej zastipené
zlozky boli izolované a popisané v ramci rozlicnych
experimentalnych $tadii. Mnohé z tychto zloziek
maju vplyv na kardiovaskularny systém (VenomZone
n. d., UniProt n. d.).

Po aplikacii jedu hadov druhu B. arietans lokalit
CT a LN na cievy CAM boli pozorované zmeny v
podobe hemoragii a zrazenin. Hyperémia nebola
pritomna. Na zéklade zisteného kumulativneho skore
bol pouzitim hodnotiaceho systému podl'a Luepkeho
stanoveny iritacny potencial pre jednotlivé testované

koncentracie jedov.
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Tab. 6: Priemerné kumulativne skére a klasifikacia iritaného potencialu rozli¢nych koncentracii vybranych

hadich jedov
Jed c Hyperémia Hemoragie ZraZanie Kumulativne Iritaény
skore potencial
Kontrola N/a 0 0 0 0
B. arietans E-1 0 6 11 Silny
(Cape town) E-2 0 4,5 0 4,5 Nepatrny
E-3 0 55 0 55 Mierny
) E-1 0 6 7 13 Silny
B. arﬁiﬂ;ﬁake E-2 0 6 6 12 Silng
E-3 0 55 0 55 Mierny

Stadia hodnotiaca vazoaktivitu hemotoxickych
hadich jedov pouzitim HET-CAM testu a hod-
notiaceho systému podl'a Luepkeho uvadza vyskyt
hemoragii a krvnych zrazenin po aplikacii jedu
hadov druhu B. arietans z nespecifikovanej lokali-
ty JAR. Zmeny v podobe hyperémie neboli pozoro-
vané (Knight a kol.,, 2019). Rovnako, ani nami
aplikované jedy hadov druhu B. arietans africkych
lokalit Cape Town a Lake Nakuru nevyvolali
hyperémiu. Oba testované jedy vyvolali vznik
hemoragii a krvnych zrazenin, pricom pre jed
hadov druhu B. arietans z lokality Lake Nakuru
boli stanovené vyssie hodnoty iritacného potencidlu
nez pre jed hadov druhu B. arietans z lokality Cape
Town. Podobne ako nami stanovené hodnoty LD,
aj toto zistenie poukazuje na vys$Siu mieru toxicity
jedu zastupcov daného druhu z lokality Lake Nakuru,
Kena.

Kvalita troch rozlicne skladovanych vzoriek je-
du hadov druhu B. arietans z nespecifikovanej loka-
lity JAR (Cerstvy, mrazeny, suseny) bola analyzova-
na elektroforeticky na agarézovych gélovych
platniach. Elektroforeogramy cerstvého, mrazen¢ho
a suseného jedu hadov druhu B. arietans su do vel-
kej miery podobné a naznacuju, Ze kvalita jedu nebo-
la podmienkami skladovania vyrazne ovplyvnena.
Rozdiely boli zaznamenané iba v kvantite frakcii.
Vo vzorke Cerstvého jedu bolo po elektroforetickom
rozdeleni pritomnych 7 frakcii, zatial’ co v mrazenom

a suSenom jede bola detegovand pritomnost 6
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frakcii. Frakcia ¢. 4 cerstvého jedu zanikd, resp.
splynula s frakciou €. 5 pri teplotnych zmenach pocas
skladovania.

Podmienky  skladovania  jedu  ovplyvnili
kvantitativne zastipenie celkovych proteinov iba
nepatrne. Koncentracia bielkovin bola vo vzorke
Cerstvého a mrazeného jedu rovnaka (11,2 g.1?).
Vo vzorke susen¢ho jedu bol zaznamenany mierny
pokles kvantity celkovych bielkovin (9,65 g.I*).

V priebehu rokov boli publikované rozlicné
Stadie sledujuce vplyv skladovacich podmienok
na zlozenie a ucinok skladovanych hadich jedowv.
Analyza rozli¢ne skladovanych vzoriek jedu hadov
druhu Crotalus molossus molossus naznacuje, ze
teplota a skladovacie podmienky nemaju vyrazny
vplyv na stabilitu zloziek hadieho jedu. Autori na
zaklade ziskanych vysledkov predpokladaju, ze
proteiny hadich jedov st stabilnejSie, nez sa prvotne
predpokladalo (Munekiyo a Mackessy, 1998). Tieto
zistenia potvrdzuje aj Studia porovnavajuca Ucinok
vzoriek susenych hadich jedov z historickej zbier-
ky s ti¢inkom ¢erstvo odobranych vzoriek jedov tych
istych druhov hadov z rovnakych lokalit. Bez pristu-
pu vzduchu je suseny hadi jed schopny zachovat’ si
zlozenie a vlastnosti takmer rovnocenné s Cerstvo
odobratym jedom, aj po vySe osemdesiatich rokoch
skladovania (Jesupret a kol., 2020). Z porovnania
Cerstvého, mrazeného a suseného jedu hadov druhu
Bitis arietans z neSpecifikovanej lokality JAR

vyplyva, Ze oba sposoby, ¢i uz zmrazenie na — 80 °C



alebo susSenie desikantom, st vhodné na spracovanie
a skladovanie hadich jedov.

Pri skladovani susenych hadich jedov je nutné
vytvorit také podmienky, aby nedochadzalo k
degradacii jedu vplyvom pritomnosti vzduchu. V
ramci $tadia hadich jedov a vyskumnych expedicii
je potrebné zameriavat pozornost na odber a
uskladnenie jedov, najmd vzacnych a zriedkavych
druhov hadov.

ZAVER

Statisticky vyznamné zmeny v priemernych
hmotnostiach embryi, embryonalnych sfdc a peceni
potvrdili, Ze jed hadov druhu Bitis arietans ma
toxicky vplyv na vyvijajliice sa embryo. Hemoragie a
vznik zrazenin po aplikacii oboch testovanych jedov
na povrch CAM su dokazom pritomnosti vazoaktiv-
nych zloziek a latok s ti¢inkom na hemoregulacny
systém v jede hadov druhu Bitis arietans. Na zaklade
stanovenych hodn6t LD,  a iritatného potencidlu
mozno usudit’, ze jed hadov druhu Bitis arietans loka-
lity Lake Nakuru pouzity na ucely tejto experimen-
talnej Studie vykazoval vyssiu mieru toxického ucin-
ku nez jed jedincov z lokality Cape Town. Bielkovi-
novy profil a celkové mnozstva bielkovin stanovené
v troch rozli¢ne skladovanych vzorkach jedu hadov
druhu Bitis arietans z neSpecifikovanej lokality
Juhoafrickej republiky (Cerstvy, mrazeny a suseny)
naznaCuju, ze vybrané spOsoby spracovania a
skladovania nemaju negativny vplyv na zloZenie
jedu, pretoze kvalita jedov bola rozlicnymi formami
Stadia
demonstruje praktické vyuzitie modelu kuracieho

skladovania ovplyvnena iba nepatrne.

embrya vo vyskume hadich jedov.
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ABSTRAKT

Lekarenska starostlivost’ zahriia poskytovanie
odbornych informacii a rad o liekoch, pricom
dispenzaciu (poradenski a konzulta¢nu ¢innost’)
podava osoba opriavnena vydavat’ lieky a tyka sa
nielen humannych, ale aj veterinarnych liekov.
Stidia je zamerana na dispenziciu veterinarnych
lieckov s obsahom nesteroidnych antiflogistik.
Spravna dispenzacia je nevyhnutna k poskytnu-
tiu kvalitnej poradenskej ¢innosti a rada lekar-
nika pri vydaji veterinarneho lieku je déleZitou
sucast’ou zabezpecenia ucinnej a bezpeCnej tera-
pie zvierat. Stidia popisuje vybrané lie¢iva zo
Sirokej skupiny nesteroidnych antiflogistik, ich
vyznam vo veterinarnej medicine a ich pouZitie

u jednotlivych druhov zvierat. Sucastou $tudie

je prehPadna tabulka obsahujica zakladné
takychto
veterinarnych liekov registrovanych na Slovens-

informacie potrebné k dispenzacii

ku, ktorda moZe zjednodusit’ a urychlit’ pracu
lekarnika v praxi. Lieky, ktoré podava vyhradne
veterinarny lekar, nie su sucast’ou tejto Studie.

Kracové slova: dispenzacia; nesteroidné an-
tiflogistika; veterinarne lieky; zvierata

ABSTRACT

Pharmaceutical care includes a provision of
professional information and advice on medicines,
whereas dispensing (advisory and consulting
activities) is given by a person authorized to
dispense medicines and concerns not only human,
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but also veterinary medicines. This article is
focused on the dispensing of veterinary medicines
containing  non-steroidal  anti-inflammatory
drugs. Proper dispensing is essential for a provi-
sion of qualified advisory activities and the speci-
fic advice a pharmacist (when dispensing veteri-
nary medicines) is an important part of effective
and secure therapy for animals. The article
describes selected active substances from an
extensive class of non-steroidal anti-inflammato-
ry drugs, their importance in veterinary medicine
and their usage in relation to individual animal
species. The article contains also a summary
table containing basic information necessary for
the dispensation of such veterinary medicines
registered in Slovakia, which can simplify and
speed-up the work of a pharmacist in practice.
Medicines given exclusively by a veterinarian are

not included in this article.

Key words: animals; dispensing; non-steroidal

anti-inflammatory drugs; veterinary medicines
UVOD

Dispenzacia je informacna a poradenska ¢innost’
o liekoch, zdravotnickych pomdckach a dietetickych
potravinach. Dispenzaciu podava osoba opravnena
vydavat’ lieky, zdravotnicke pomobcky a dietetické
potraviny za uCelom zabezpecenia uCinnosti a
bezpecnosti liecby (Vyhlaska MZ SR ¢. 129/2012 Z.
z.). Rovnako ako pri humannych liekoch, lekarnik by
mal poskytnit’ dispenzaciu aj pri vydaji veterinarne-
ho lieku, lebo aj veterinarny liek je stc¢astou sorti-
mentu lekarne, ako uvadza Zakon o liekoch a
zdravotnickychpomdckach(ZakonNR SR ¢.362/2011
Z. z.). Rada lekarnika pri vydaji veterinarneho lieku
musi byt podana tak, aby sa dodrzala ucinnost’ a
bezpecnost’ liecby zvierat.

Stidia sa zaobera dispenzaciou veterinarnych
liekov, ktoré obsahuju nesteroidné antiflogistika
(NSAID). Ide o latky, ktoré potlacaji neprimeranu

reakciu organizmu na zapalovy podnet, zabranuju
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rozvoju zapalovych zmien. Okrem antiflogistického
ucinku maju aj analgetické, antipyretické, a niektoré
latok

skupiny ma spolo¢né neziaduce ucinky ako zvySené

aj spazmolytické 1ucCinky. VAacsina tejto
riziko vzniku gastrointestinalnych (GIT) ulceracii,
nefrotoxicita, u dehydratovanych zvierat aj diarhea a
anorexia (Lamka a kol., 2014).

Na Slovensku je z tejto skupiny registrovanych
mnoho liekov v réznych silach, pricom v zéavislosti
od mnozstva lieCiva v lickovej forme daného lieku
sa moze dispenzacia liSit. Cielom tejto Stadie je
zozbieranie a utriedenie informdcii o veterinarnych
lickoch s obsahom NSAID a naslednym vypra-
covanim prehladu zakladnych informacii potreb-
nych k dispenzacii liekov. Sucastou Sstudie je
uvedenie prikladov detailnej dispenzacie u vybranych
veterinarnych liekov z danej skupiny. Dispenzacie
mozu zjednodusit’ a urychlit' pracu lekarnika pri
poskytovani informacnej a poradenskej ¢innosti o
veterinarnych liekoch.

MATERIAL A METODY

Pri  vypracovdvani zakladnych informdcii

potrebnych k dispenzacii veterinarnych liekov zo

skupiny NSAID sme vychadzali z tychto zdrojov:

a) Vademecum veterinarnych liekov a pripravkov v
Slovenskej republike

stranka

veterinarnych biopreparatov a lie¢iv (USKVBL)

b) webova Ustavu ~ $tatnej  kontroly
c) webova stranka Europskej liekovej agentiry

(EMA)

V prvom kroku sme vyhladali nazvy liekov s
obsahom lie¢iv zo skupiny NSAID podla Vademeca
veterinarnych liekov a pripravkov. Do prehl'adu ne-
boli zahrnuté lieky, ktoré podava vyhradne veterinar-
ny lekar (napr. injekcie, infuzie a pod.). Informacie o
liekoch sme ziskavali zo suhrnov charakteristickych
vlastnosti lieku (SPC) a pisomnych informacii pre
pouzivatela veterinarneho lieku (PIL) z webovej
stranky EMA, pripadne USKVBL. Informécie bo-
li spracované k 27.2.2021. Formou tabulky sme

vytvorili prehlad zakladnych informacii potreb-



nych k dispenzacii veterindrnych liekov zo skupiny
NSAID. Lieky v tychto tabul’kach st rozdelené podla
lie¢iva, liekovej formy a druhu zvierata, pre ktory je
liek uréeny.

Priklady detailnej dispenzéacie obsahuju subor
zékladnych informacii o lieku, v ktorom st uvedené
lie¢iva a ich mnozstvo v pripravku, druh zvierat,
pre ktoré je liek urceny, indikacie, zakladne
kontraindikacie, neziaduce ucinky, lieckové interakcie
a hlavne sposob podania lieku, davkovanie a
opatrenia, ktoré by mala osoba podavajica liek urobit’

pre spravnu, bezpecnu a u¢innu farmakoterapiu.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Jednou z najznamejsich latok zo skupiny

NSAID je kyselina acetylsalicylova, ktord sa
pouziva u vsetkych druhov zvierat hlavne pre jej
analgetické a antipyretické ucinky. Je to jedna z
mala nesteroidovych protizdpalovych latok, ktora
je relativne bezpecna pre psov i macky, hoci mbze
sposobit’ vyznamné krvacanie z gastrointestinalne-
ho traktu u psov. Popri analgetickych, protizapalo-
vych a antipyretickych tuc¢inkoch sa terapeuticky
vyuziva aj jej antiagregacny ucinok na krvné
dosticky pri liecbe diseminovanej intravaskuldrnej
koagulopatie a pri ochoreniach pltcnych tepien v
dosledku infekcie sposobenej srdcovymi Cervami u
psov. Pouziva sa tiez u maciek s kardiomyopatiou
(Plumb, 2008).

Vel'mi ¢asto pouzivanou latkou z tejto skupiny vo
veterinarnej medicine je meloxikam. Meloxikam sa
uziva na akutne a chronické lieCenie bolesti a zapalu
u psov a maciek. Jednym z najcastejSich pouziti
je osteoartritida a bolest’ spojena s chirurgickym
zdkrokom. Pre psov bola stanovena akutna aj
dlhodoba bezpecnost’ a Gi¢innost’. Pouzitie u maciek
je obmedzené na kratkodobé alebo dlhodobé uziva-
nie v nizkych davkach. Pri liecbe bolesti spojenej s
chirurgickym zakrokom u maciek ma porovnatel'nu
a dokonca lepSiu uCinnost ako butorfanol. U
osipanych je meloxikam tc¢inny pri syndrome MMA

(mastitis-metritis-agalactia). Meloxikam sa nesmie

pouzivat pri gravidnych a laktujtcich zvieratach, pri
zvieratach trpiacich gastrointestindlnymi porucha-
mi, s poskodenou funkciou pecene, srdca alebo
obli¢iek. Nemal by sa podavat psom, mackam a
konom do veku 6 tyzdiiov a psom s hmotnost'ou do 4
kg (Papich, 2011; Hederova, 2017).

Dal§im vyznamnym liedivom tejto skupiny je
karprofén. Je to nesteroidové protizapalové liecivo
odvodené od kyseliny fenylpropionovej. Pouziva sa
na zmiernenie zapalu a bolesti pri muskuloskeletar-
nych ochoreniach a degenerativnych ochoreniach
kibov. Je vhodné aj na tlmenie pooperaénej bolesti a
ako pokraCovanie parenteralnej analgézie. Podava sa
hlavne psom. Nesmie sa pouzivat’ u zvierat trpiacich
srdcovymi, peceniovymi, oblickovymi ochoreniami
alebo u zvierat, u ktorych hrozi ulceracia GIT.
Nesmie sa podavat’ Stenatdm mladsim ako 4 mesiace
a dehydratovanym a hypotenznym jedincom. Lie¢ivo
sa nesmie pouzivat' u gravidnych stk a v obdobi
laktacie (Plumb, 2008; Lamka a kol., 2014).

Fenylbutazéon je lieCivo s velmi silnym anti-
flogistickym ucinkom, ktory sa priblizuje ste-
roidnym  antiflogistikdm.  Oproti  salicylatom
ma silnejSie analgetické uinky a ma aj mierne
urikozurické vlastnosti. Vyuziva sa ako analgetikum
pri ochoreniach pohybového aparatu, pri bolesti-
vych zraneniach a kolikach, hlavne u koni a psov
(Lamka a kol., 2014).

V humannej medicine sa koxiby uzivaju zriedka-
vo kvoli zvySenému riziku vzniku tromboembolic-
kych kardiovaskularnych a cerebrovaskularnych
prihod. Ale u zvierat su indikované na potlacenie
bolesti a lie¢bu zapalov pohybového aparatu, hlavne

u psov.

Zikladné informacie potrebné k dispenzacii
veterinarnych liekov s obsahom NSAID

Prehlad informacii potrebnych k dispenzacii
liekov s

veterinarnych obsahom nesteroidnych

antiflogistik  registrovanych na Slovensku je
znazorneny v tab. 1. Lieky st rozdelené podl'a lieciva,
liekovej formy a druhu zvierat’a, pre ktory st urcené.

Castou liekovou formou tejto skupiny si zuvacie

69



Tab. 1: Zakladné informacie potrebné k dispenzacii veterinarnych liekov s obsahom NSAID

- Nazov lieku | Liekova Druh o Zikladné informacie
Liecivo . Indikécie (1. .
forma zvierat potrebné k dispenzacii
zmiernenie
Acticam, zapalu a bolesti | Tablety sa uzivaju denne s jedlom alebo bez
Inflacam, y . pri akatnych | jedla. Prvy den sa podava jednorazova davka
) zuvacie L : o o . .
Loxicom, tablet psy a chronickych | 0,2 mg.kg! a udrziavacia davka je 0,1 mg.kg?!
Metacam, Y svalovych raz denne. Nepodavat’ psom mlads$im ako 6
Rheumocam a kostnych tyzdnov s hmotnost'ou do 4 kg.
ochoreniach
Pred pouzitim pretrepat’. Podava sa v malom
Contacera, . . , , .
mnozstve krmiva pred kimenim. Suspenzie sa
Inflacam, (1 Coe
davkuji pomocou odmerne;j striekacky
Metacam, kone 9 y ; o
. 0,6 mg.kg* raz denne az 14 dni. V prvy den sa
Novaquin, . . . e
poda dvojnasobna davka. Nepodavat’ konom
Rheumocam “ BN
mlads$im ako 6 tyzdnov.
§ Pred pouzitim pretrepat’. Podava sa priamo do
E Inflacam, papule alebo zmiesany v krmive. Suspenzie sa
% Loxicom, davkuji pomocou odmernej strickacky alebo
= Melosus, v pripade Metacam kvapkadlom. Metacam 0,5
Meloxidyl, psy mg.ml? 1 kvapka dava 0,02 mg meloxikamu
Meloxoral, a Metacam 1,5 mg dava 0,05 mg. Davkuje sa
Metacam, 0,2 mg.kg* prvy defi a 0,1 mg.kg* d’alSie dni.
Rheumocam Nepodavat’ psom mlads$im ako 6 tyzdnov s
hmotnost'ou do 4 kg.
. . Sposob podania rovnaky ako u psov. Pri
zmiernenie Do , o .
. . .| chronickych a akatnych ochoreniach je prva
Loxicom, zapalu a bolesti i 9 . ,
S davka 0,1 mg.kg* a pokracuje sa podanim
Melosus, , pri akatnych e <, .
. peroralna y ., 0,05 mg.kg*/deii. Pri pooperacnych bolestiach
Meloxidyl, . macky a chronickych . e S
suspenzia , a zapaloch sa odporuca oSetrenie injekénym
Meloxoral, svalovych . . .
, roztokom meloxikamu a nésledne suspenziou
Metacam a kostnych ) 1 o1
. v davke 0,05 mg.kg™. Nepoddvat mackam
ochoreniach « s
mlads$im ako 6 tyzdnov.
- horuckovité Liek sa mo6ze podat’ individualne aj hromadne
_% a bolestivé rozpusteny v pitnej vode. Liek sa zvycajne
;,‘ telata, stavy, zapalové podava jedenkrat denne, pripadne
= N kone, ochorenia, 2 — 3 x denne po 6 — 8 hodinach maximalne
2 prasok na o o y , L. .
2 . osipané, | oSipané a kura | pocas 10 dni. Po rozpusteni v pitnej vode je
0 ASA peroralny L . , .
2 roztok kura domaca aj potrebné roztok spotrebovat’ do 6 hodin.
3 domaca, prevencia Denna davka pre tel'ata je 50 mg.kg™ z. hm.,
§ morky | a liecba poruch kone 10 — 60 g na kus, osipané, morky a
Q obehového kura domaca 1 g na 10 kg z. hm. Nepodavat’
aparatu zvieratam pri nizkej teplote prostredia.
Podavat ¢o najkratSiu dobu. Nepodavat spolu s
- krmivom. Koii: prva davka 4,5 mg.kg*!
xo ~ . 4 -1
g ’ kone, bolest a zépal 2 x denne a onracoxzama (}avka %,5 ’mg.kg
= Phenylbut- | peroralny . \ 2 x denne pocas 7 dni. Ponik: prva davka 4,5
2 . , poniky, pohybového 1 N L
= ariem gél s Aparatu mg.kg? 2 x denne, pokracovacia davka 3,5
E) psy P mg.kg? 2 x denne pocas 8 dni. Pes: prva
davka 20 — 60 mg.kg'/den, pokracovacia
24 mg kgt/den.
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znizenie horuacky

Maximalna dizka lie¢by je 3 dni. Pri lie¢be
musia zvierata prijimat’ dostato¢né mnozstvo
tekutin. Podava sa zriedeny v pitnej vode,

Dinaleen peroralny (}11:; atc(lil spojenej s ktora je jediny zdroj pitnej vody. Roztok sa
rozto o respiranym ripravuje Cerstvy kazdyc odin. Tel'ata
£ k OSIYane’ piradny pripravuje &erstvy kazdych 24 hodin. Telat4
z@ p ochorenim 3 mg.kg?, osipané 1,5 - 3 mgkg™. .Pri
% podéavani pouzivat’ ochranné rukavice
2 a okuliare.
v,
Liek sa podava s vodu vo fl'aske s 0,5 I vody.
croraln hoviidzi zmiernenie Podava sa ihned” po zmiesani v davke
olovet vet zapalu mg.kg?/den pocas 1 — 3 dni. Pri podavani
Dol proztoky dobytok ipal 4 mg kg*/defi pocas 1 - 3 dni. Pri podévani
M a horucky pouzivat’ ochranné rukavice, okuliare a
respirator.
Carporal Zézgf;nggll:sﬁ Podavaju sa v davke 4 mg.kg/def. Dizka
b liecby zavisi od klinickej odpovede. Pri liecbe
£ pri muskuloske- . ; > :
2 letarnvch viac ako 14 dni by mal byt pes pravidelne
§ Carprieve tablety psy ochoreziach monitorovany. Pouzitie u zvierat mladsich
Q Carprodyl f ana thmenic ako 6 tyzdnov alebo starych jedincov
Rimadyl coperadne; predstavuje riziko. Liek nepodavat’ gravidnym
platable pooperachic) sukam a v obdobi laktacie.
bolesti
Aplikuje sa na sucht kozu a zvierata je
mivenic potrebné chranit’ pred premocenim 6 hodin
E Finadvne our-on hoviidzi horack po podani. Podava sa na neporusent kozu na
g Trans deyrmal proz tok dobviok a zniien}i]e stredovtl liniu chrbta. OSetrované zvierata je
3 Y bolesti potrebné drzat’ oddelene od ostatnych. Davka
je 1 ml roztoku na 15 kg. Pri podavani
pouzivat’ ochranny odev.
) Tablety sa podavaji 1x denne s jedlom alebo
é Previcox zuvacie S zmiernenie bez jedla v davke 5 mg.kg*. Nepodavat
£ tablety psy bolesti a zapalu zvieratdm mladsim ako 10 tyzdnov a s
= hmotnost'ou mensou ako 3 kg.
.é’ Onsior 5, 10, lictba bolesti Podavaju sa 30 min pred alebo po jedle.
e 20, 40 psy a zavalu Nemali by sa lamat’. Podava sa 1 mg.kg! raz
s tablety oh bI())Vého denne 6 dni u maciek aj psov. Nepodédvat’ psom
fg) Onsior 6 mack p ayarétu s hmotnostou menej ako 2,5 kg a mlad$im ako
22 Y P 3 mesiace a mackam mlad$im ako 4 mesiace.
. . Podava sa pred alebo po hlavnom jedle psa.
2
X suvacie heac‘bzzbglljstl 2 mg.kg! jednorazovo. Opakuje sa 0 14 dni a
ES Trocoxil tablet psy oh bIc))vého potom kazdy mesiac maximalne 7 mesiacov.
é) Y p ayarétu Nepodavat’ psom mlads$im ako 12 mesiacov
P a 'ah§im ako 5 kg.
e} . v .
'g suvacie hegbzelibglljstl Podéva sa 1x denne s jedlom alebo bez
4 Cimalgex table psy oh bP()) vého v davke 2 mg.kg?. Lie¢bu monitorovat’
£ v pohy , u psov mladsich ako 6 mesiacov.
@) aparatu

Zdroj: spracované podla SPC, resp. PIL z webovej stranky EMA a USKVBL
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tablety, o je vo veterinarnej medicine nezvycajné,
kedze v inych skupinach prevlada premix, prasok
a roztok. Zuvacie tablety su ochutené a zviera ich
viacsinou dobre prijima. Pour-on transdermalny
roztok sme zaznamenali len u jedného lieciva —
flunixin. Tato liekova forma sa nandSa na kozu
pozdiz chrbtice zvierata a je pecificka pre aplikaciu
zvieratam. PouZzivanie koxibov v huménnej medicine
kvoli  vzniku

ustupuje cerebrovaskularnych a

kardiovaskularnych  tromboembolickych  prihod,
vo veterinarnej farmakoterapii su vSak pomerne
Casto zastupenou skupinou z NSAID. Vo veterinar-
nej medicine sa stretdvame s tym, ze ind sila toho
istého lieku méze byt urcend pre iny druh zvierata
a je nevyhnutné podat iné informacie potrebné
k spravnej dispenzacii. Takto je to napr. pri lieku
s obsahom meloxikamu (Metacam peroralna
suspenzia), ktory je v zavislosti od sily mozné podat’
psom, mackam a koniom. V ramci dispenzacie je
potrebné upozornit’ majitel'ov aj na rdzne Specifika,
napr. lieck s obsahom ketoprofénu (Dinalgen) je
mozné uzivat maximalne 3 dni, d’alej po aplikacii
licku s obsahom flunixinu (Finadyne Transdermal)
je potrebné chranit’ zviera 6 hodin pred premocenim
a drzat’ od ostatnych zvierat oddelene, alebo za ako
dlho by mal byt medikovany roztok spotrebovany,
resp. vymeneny za novy. VSetky tieto informaécie
by mal lekarnik poskytnut’ majitelovi zvierata pri
vydaji licku pre zabezpeCenie Uc¢innej a kvalitnej

farmakoterapie zvierat.

Priklady detailnej dispenzacie
V nizSie uvedenom texte su priklady detailnej
dispenzacie vybranych liekov zo skupiny NSAID.

Kyselina acetylsalicylova

Liek: ASA 467 mg.g" prasok na peroralny roztok.
Vydaj lieku je viazany na veterinarny lekarsky
predpis.
Liecivo: 1 g lieku obsahuje 467 mg kyseliny
acetylsalicylovej

Druh zvierat: tel'ata, kone, kura domaca, morky

Indikacie: Tel'ata, kone: horuc¢kovité a bolestivé sta-
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vy, zapalové ochorenia. OSipané: prevencia a liecba
porich obehového systému, respiracny syndrom
prasiat, hortckovité stavy pri infekciach, zacinajuce
kibové ochorenia. Kura doméaca, morky: prevencia

a liecba poruch obehového systému (ascites u
brojlerov), horuckovité stavy pri infekciach, za-
&inajace kibové ochorenia, vysoka teplota prostre-
dia a respiracné problémy.

Kontraindikacie: Nepodavat pri poruchach zrazania
krvi, vredovej chorobe zaludka a ¢riev. Nepodavat
zvieratam pri nizkej teplote prostredia.

Osobité bezpefnostné opatrenia: Pri manipulacii
s lickom sa odporuca pouzivat ochranné rukavice a
respirator.

Pouzitie pocas gravidity, lakticie a znaSky:
Neodporuca sa v ¢ase gravidity, laktacie a znasky.
Sposob podania lieku: Peroralne. Pri individualnom
podani sa vypocitané mnozstvo lieku rozpusti v
primeranom mnozstve vody. Pri hromadnom podani
sa obsah dozy (450 g) za staleho mieSania rozpusti v
5 az 10 litrov pitnej vody. Liek sa podava zvycajne
jedenkrat denne, lieCebne sa moze podat’ aj 2 — 3 krat
za defi po 6 — 8 hodinach. Maximalna diZka podavania
lieku je 10 po sebe nasledujucich dni.

Davkovanie: tel'atd 50 mg.kg? z. hm./den, kone 10 —
60 g na kus/den, oSipané, morky a kura domaca 1 g
na 10 kg z. hm./den

Ochranna lehota: Miso bez ochrannej lehoty,
nepodéavat’ nosniciam, ktorych vajcia st urCené na
I'udsky konzum.

Cas pouzitePnosti: Po otvoreni ihned’ spotrebovat
cely obsah balenia, po nariedeni v pitnej vode
spotrebovat’ do 6 hodin [USKVBL (3) 2021].

Meloxikam

Lieky: INFLACAM, LOXICOM, MELOSUS,
MELOXIDYL, MELOXORAL, METACAM pero-
ralna suspenzia pre psy. Vydaj lickov je viazany na
veterinarny lekarsky predpis.

Liecdivo: suspenzie obsahuju 0,5 mg alebo 1,5 mg
meloxikamu na mililiter

Druh zvierat: psy

Indikacie: Zmiernenie zapalu a bolesti pri akutnych



a chronickych svalovych a kostnych ochoreniach.
Kontraindikacie: Nepouzivat pri gravidnych a
laktujacich zvieratach, pri zvieratach trpiacich

gastrointestinalnymi  poruchami, s poskodenou
funkciou pecene, srdca alebo obliciek. Nepodavat

psom, mackam a koniom do veku 6 tyzdnov a psom s

z. hm. do 4 kg.

Liekové interakcie: Neaplikovat® sucasne s
inymi NSAIDs, glukokortikoidmi, diuretikami,
antikoagulanciami, aminoglykozidovymi antibio-

tikami a latkami so silnou vdzbou na proteiny.
Neziaduce ucinky: Obcas boli popisované typické
neziaduce reakcie NSAIDs, ako su strata apetitu,
vracanie, hnacka. Tieto vedlajsie ucinky si vo
vicsine pripadov prechodné.

Osobité
u dehydrovanych, hypovolemickych

bezpefnostné opatrenia: NepouZivat
alebo hy-
potenznych zvierat, pretoze je tu potencidlne riziko
renalnej toxicity.

Pouzite pocas gravidity a laktacie: Bezpecnost’
lieku pocas gravidity nebola potvrdena.

Sposob podania lieku: Pred pouzitim dobre
pretrepat’. Liek sa podava zamieSany v krmive alebo
priamo do tlamy. Klinicki odpoved’ je zvycajne
mozné pozorovat’ v priebehu 3 — 4 dni. Liecba sa
prerusi najneskor po 10 dnoch, ak nie je viditeI'né
klinické zlepsenie.

Suspenzie je mozné aplikovat’ pomocou odmernej
striekacky prilozenej v baleni. Pripravky METACAM
je mozné aplikovat’ pomocou kvapkadla (pre vel'mi
malé plemena psov). METACAM 0,5 mg.ml?
peroralna suspenzia pre psy jedna kvapka poskytuje
0,02 mg meloxikamu. METACAM 1,5 mg.ml*
peroralna suspenzia pre psy jedna kvapka poskytuje
0,05 mg meloxikamu.

Davkovanie: Prvy deit 0,2 mg.kg?, udrziavacia
davka 0,1 mgkg? 1 x denne. Klinicka odpoved’ je
mozné pozorovat' v priebehu 3 — 4 dni.

Cas pouzitePnosti: Po prvom otvoreni vnutorného
balenia: 6 mesiacov [EMA (3) 2021; EMA (4) 2021;
EMA (5) 2021; EMA (8) 2021; EMA (11) 2021;
EMA (13) 2021; EMA (16) 2021; EMA (18) 2021;
EMA (20) 2021]

Karprofén

Lieky: CARPORAL, CARPRIEVE, CARPRODYL
F, RIMADYL PALATABLE, RYCARFA FLAVOUR
tablety pre psov. Vydaj liekov je viazany na
veterinarny lekarsky predpis.

Liecivo: tableta obsahuje 20 mg, 50 mg, 100 mg
alebo 160 mg karprofénu

Druh zvierat: psy

Osobité bezpecnostné opatrenia: Pouzitie u zvierat
mladsich ako 6 tyzdnov alebo u starych jedincov
predstavuje urcité riziko.
Sposob podania lieku: Perordlne. Pri liecbe
trvajucej viac ako 14 dni by mal byt pes pravidelne
vysetrovany. Tablety su vac¢sinou ochutené a su dobre
prijimané psami. Tablety mozno rozdelit’ na 2 Casti,
v pripade liecku CARPORAL na 2 alebo 4 rovnaké
Casti.

Davkovanie: Poc¢iatocna davka je 4 mg ketoprofénu
na kg/den podand ako jedna denna davka alebo
rozdelend do dvoch davok. Na predizenie anal-
getického a protizapalového ucinku pri pooperac-
nom parenteralnom podani je mozné pokracovat
podavanim tabliet v dennej davke 4 mg karporfénu
na kg z. hm. pocas 5 dni.

Cas pouZitePnosti: Rozbalena alebo rozdelend
tableta by mala byt pouzitd do: CARPORAL 3 dni
od rozbalenia, CARPRIEVE 24 hodin od rozbalenia,
CARPRODYL F do 7 dni od rozbalenia, RYCARFA
FLAVOR do 24 hodin od rozbalenia. U ostatnych
tabliet sa neuvadza [USKVBL (4) 2021; USKVBL
(5) 2021; USKVBL (6) 2021; USKVBL (7) 2021;
USKVBL (8) 2021; USKVBL (9) 2021; USKVBL
(10) 2021; USKVBL (11) 2021; USKVBL (16) 2021;
USKVBL (17) 2021; USKVBL (18) 2021; USKVBL
(19)2021; USKVBL(20)2021; USKVBL (21)2021].

Mevakoxib

Liek: TROCOXIL. Vydaj lieku je viazany na
veterinarny lekarsky predpis.

Liecivo: tablety obsahuji 6 mg, 20 mg, 30 mg, 75 mg
alebo 95 mg mevakoxibu

Druh zvierat: psy vo veku 12 mesiacov a viac
Indikacie: Liecba bolesti a zapalov spojenych
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s degenerativnymi ochoreniami kibov u psov v
pripadoch, kde je indikovand nepretrzita lieCba
presahujtca jeden mesiac.

Kontraindikacie: Nepodavat' zvieratdam mladSim
ako 12 mesiacov alebo l'ah$§im ako 5 kg, s gas-
trointestinalnymi vredmi, s ochorenim srdca, pecene,
obli¢iek u dehydratovanych a hypotenznych zvierat.

Liekové interakcie: Nepodavat stcasne s glu-
kokortikoidmi, inymi NSAIDs, lie¢ivami so silnou
vézbou na plazmatické bielkoviny a nefrotoxickymi
liekmi. Do uvahy treba brat’ riziko interakcii aj po
1 — 2 mesiacoch po podani Trocoxilu.

NezZiaduce ucinky: Bezne boli hlasené neziaduce
ucinky na traviaci trakt ako je zvracanie a hnacka. V
ojedinelych pripadoch bola hladsena gastrointestinalna
ulceracia.

Pouzite pocas gravidity a laktacie: Nepouzivat u
gravidnych a lakujtcich zvierat.

Sposob podania lieku: Liek sa podava pred alebo s
hlavnym jedlom psa.

Davkovanie: 2 mg mevacoxibu/kg z. hm. Liecba
sa opakuje o 14 dni a potom je davkovaci interval 1
mesiac. LieCebny cyklus by nemal presiahnut’ 7 po
sebe iducich davok (6,5 mesiaca) [EMA (27) 2021;
EMA (28) 2021; EMA (29) 2021].

ZAVER

Stadia je zamerana na dispenzatnu &innost
v lekarni v oblasti veterinarnej mediciny. Lieky
s obsahom nesteroidnych antiflogistik st vo
veterinarnej medicine casto vyuzivané na liecbu
bolesti a réznych zapalovych ochoreni. Zo skupiny
NSAID sa vo veterinarnych registrovanych liekoch
na Slovensku, ktoré podava chovatel' zvierata,
vyskytovali nasledujice lieCiva — meloxikam,
kyselina acetylsalicylova, fenylbutazon, ketoprofén,
karporfén, flunixin, firokoxib, robenakoxib, me-
vakoxib a cimikoxib. Prehl'ad zakladnych informa-
cii potrebnych k dispenzacii bol spracovany z 51
registrovanych liekov s tymito lieivami. Dispenza-
cia veterinarnych liekov a pripravkov je sice menej

Castym lekarenskym vykonom, ale je rovnako do-
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lezita ako pri humannych liekoch. Prehl'adné texty k
dispenzacii veterinarnych liekov mézu farmaceutovi
v praxi pomoct’ rychlo najst’ zakladné informéacie
potrebné k poskytnutiu kvalitnej poradenskej a
informacnej ¢innosti pri vydaji veterinarneho lieku a
zaroven prispiet’ k bezpecnej a i¢innej farmakoterapii

zvierat.
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ABSTRAKT

ob-
sah celkovych polyfenolov, flavonoidov a an-

Cielom experimentu bolo stanovit
tiradikalovu aktivitu vzoriek plodov, listov, kory
Hippophae rhamnoides L., odrody ,,Sluni¢ko“.
Odroda bola pestovana v oblasti KosSice-
okolie (SR) a vzorky boli zbierané v roku 2019.
NajvysSia antiradikalova aktivita stanovena ako
% redukcie DPPH radikalu bola 16,66 % =+ 1,21
v metanolovom extrakte zriedenej vzorky listov
(1 : 49). Metanolové extrakty zriedenych vzoriek
(1 : 24) vykazovali antiradikalovu aktivitu 8,73 %
+ 0,92 kora a 7,14 % = 0,91 plody. Antiradikalo-
va aktivita prepocitana na kvercetin (QE) bola
v metanolovom extrakte vzorky listov 1930 mg
QE.100g*, plodov 1040 mg QE.100g' a kory
1190 mg QE.100g' suchej drogy. NajvysSiu
antiradikalova aktivitu prepocitani na Trolox
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(TEAC) sme stanovili v metanolovom extrakte
vzorky listov 9460 mg TEAC.100g* suchej drogy.
V metanolovom extrakte kory sme stanovili
antiradikalova aktivitu 1645 mg TEAC.100g*
a v plodoch 1040 mg TEAC.100g'! suchej
drogy. Antiradikalova aktivitu prepoditani na
kyselinu askorbovi sme stanovili v metanolovom
extrakte vzorky listov 4035 mg AAEAC.100g*
a kory 1645 mg AAEAC.100g' suchej drogy.
NajvysSiu hodnotu obsahu celkovych flavonoi-
dov (ako ekvivalent kvercetin) sme zaznamenali
v acetatovom extrakte vzorky listov 4270 mg
QE.100g* a v extrakte vzorky plodov 3130 mg
QE.100g* suchej drogy. Najvyssi obsah celko-vych
polyfenolov (ako ekvivalent Kkyseliny galo-vej)
sme stanovili vo vodnom extrakte listov 17 860
mg GA.100g* a kory 10 260 mg GA.100g* suchej
drogy. Z vysledkov vyplynulo, Ze listy, kora a plo-
dy rakytnika reSetliakového si zdrojom poly-



fenolov, vykazuju antioxida¢nu aktivitu a maju
uplatnenie v profylaxii ochoreni spdsobenych
oxida¢nym stresom.
slova:  antioxidacna

KPacové aktivita;

flavonoidy; polyfenoly; rakytnik reSetliakovy

ABSTRACT

The aim of the experiment was to determine
the content of total polyphenols, flavonoids and
antiradical activity of samples of fruits, leaves,
bark of Hippophae rhamnoides L., variety
»Sunshine“. The variety was grown in the KoSice-
okolie (SR) area and samples were collected in
2019. The highest antiradical activity determined
as % reduction of DPPH radical was 16.66% =+
1.21 in the methanol extract of the diluted leaf
sample (1 : 49). Methanol extracts of the diluted
samples (1 : 24) showed antiradical activity of
8.73% =+ 0.92 peel and 7.14% =+ 0.91 fruit. The
antiradical activity converted to quercetin (QE)
was in a methanol extract of a leaf sample of
1930 mg QE.100g, fruits 1040 mg QE.100g* and
bark 1190 mg QE.100g* of dry drug. The highest
antiradical activity converted to Trolox (TEAC)
was determined in a methanol extract of a leaf
sample of 9460 mg TEAC.100g! of dry drug.
We determined the antiradical activity of 1645
mg TEAC.100g"* in methanolic bark extract and
1040 mg TEAC.100g" of dry drug in fruits. The
antiradical activity converted to ascorbic acid
was determined in a methanol extract of a leaf
sample of 4035 mg AAEAC.100g"* and bark 1645
mg AAEAC.100g" of dry drug. The highest value
of the content of total flavonoids (as quercetin
equivalent) was recorded in the acetate extract
of the leaf sample 4270 mg QE.100g* and in the
extract of the fruit sample 3130 mg QE.100g* of
dry drug. The highest content of total polyphe-
nols (as gallic acid equivalent) was determined
in the aqueous extract of the leaves 17 860 mg
GA.100g'and the bark 10 260 mg GA.100g'of

dry drug. The results showed that the leaves,
bark and fruits of Sea buckthorn are a source of
polyphenols, have antioxidant activity and have
a role in the prophylaxis of diseases caused by
oxidative stress.

Key words: antioxidant activity; flavonoids;
polyphenols; sea buckthorn

UVOD

Rakytnik resetliakovy (Hippophae rhamnoides
L.) patri do radu Rosales, ¢el'ade Elaesagnaceae a
rodu Hippophae. Rastlina je zaradena k adaptogénom
a prirodzene rastie v udoliach riek Azie a Eurdpy
(Fielda a kol., 2021). Rakytnik resetliakovy je trvaci,
dvojdomy, svetlomilny, opadavy, 2 az 5 metrov
vysoky ker, ktory sa dobre adaptuje na sucho, mraz
a emisie (Valicek, Havelka, 2014; Vali¢ek, Kokoska,
Holubova, 2016). NajcastejSie sa pestuje rakytnik
reSetliakovy pravy (Hippophae rhamnoides L.,
subsp. rhamnoides) a rakytnik resetliakovy karpatsky
(Hippophae rhamnoides subsp. carpatica Rousi),
ktoré¢ sa od seba morfologicky odliSuju tvarom
konéarov a plodov (Haban, Habanova, 2013). Samicie
rastliny vytvaraji zIt¢ az oranzové kostkovice
vajcovitého, elipsoidného, gul'atého tvaru s kratkou
stopkou (Valicek, Kokoska, Holubova, 2016).

Kostkovice v obdobi konzumnej zrelosti obsahuju
karotenoidy (B-karotén, lykopén, kryptoxantin, zea-
xantin), flavonoidy (kempferol, izorhamnetin, kver-
cetin, katechin, rutin), proantokyanidiny, katechiny
(epikatechin, galokatechin a epigalokatechin), fe-
nolové kyseliny (salicylova, p-kumdarovd, m-ku-
marova, galova a p-hydroxyfenyl-mlie¢na) (Hoje-
rova, Pazourekova, 2012; Koskovac a kol., 2017).
» C, E, K, hesperidin,
ktory chrani a predlzuje ucinok vitaminu C (Bajer,
2014; Masoodi a kol., 2020). Taktiez st zdrojom
esencialnych omega-3, omega-6, omega-7 mastnych

Obsahuju vitaminy A, B, B

kyselin a superoxid dismutazy (Mrazova, Babin-
cova, 2018). V kostkoviciach sa nachadza cholin,

kyselina vinna, jabl¢na, triesloviny, betain, pektin,
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mineralne latky a sacharidy (Vali¢ek, Kokoska,
2016).

aminokyseliny (metionin, cystein, lyzin), izoprenoi-

Holubova, Listy obsahuju flavonoidy,
dy, triterpény, B-sitosterol (Koskovac a kol., 2017),
lykopén a vitamin C (Valicek, Kokoska, Holubo-
va, 2016). V kore sa nachadzaju polyfenoly a
serotonin, ktory pozitivne pdsobi pri psychickom
vycerpani (Masoodi a kol., 2020). Hlavné obsahové
latky v semenach tvoria karotenoidy, triesloviny,
vitamin E, B-sitosterin, vysoky podiel kyseliny
palmitovej, linolovej, linolénovej a olejovej (Valicek,
Havelka, 2014).

Nadzemné casti rastliny sa v tradi¢nej medicine
pouzivaju v profylaxii a lieCbe prechladnuti,
virusovych, koznych infekcii a zaludo¢nych vredov
(Ghangal a kol., 2013). Plody sa pouzivaju ako
antioxidant, stomachikum, roborans, tonikum,
karcinostatikum a antisklerotikum (Hemzal, 2015).
V in vitro pokusoch bol potvrdeny inhibi¢ny ucinok
vodného extraktu listov na rakovinové bunky prosta-
ty (Masoodi a kol., 2020). Lie¢ivé ucinky oleja sa
vyuzivaju v kozmetike, dermatoldgii, gynekologii a
onkologii pri terapii ozarovanim (Haban, Habanova,
2013; Hemzal, 2015; Vali¢ek, Kokoska, Holubova,
2016). Cielom experimentalnej Studie bolo stanovit’
obsah

antiradikalov( aktivitu extraktov vzoriek listov,

celkovych polyfenolov, flavonoidov a
plodov a kory rakytnika reSetliakového, odrody
,Slunicko®.

MATERIAL A METODY

Biologicky material

V experimente boli pouzit¢ vzorky plodov,
listov a kory rakytnika reSetliakového, odrody
»3lunicko™. Odroda bola pestovand v pddno-
klimatickych podmienkach KoSice-okolie, a vzorky
boli zbierané v roku 2019. Vzorky boli susené pri
60 °C, rozpraskované pomocou elektrického mlyn-
¢eka a extrakty pripravené pomocou rdznych

rozpustadiel.
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Postup pripravy extraktov

Do troch 100 ml varnych baniek sme navazili
0,1 ghomogenizovanych vzoriek plodov, kory a listov
rakytnika reSetliakového. Ako extrakéné ¢inidlo sme
pouzili 50 ml metanolu. Pripravené vzorky sme 1
hodinu extrahovali v ultrazvukom kupeli (Kraintek
18, Slovensko). Extrahované vzorky sme prefiltrova-
li a straty metanolu doplnili na objem 50 ml. Filtraty
sme pouzili k dalSiemu stanoveniu. Pre IlepsSiu
vidite'nost’ farebnej zmeny a reakcie sme vzorku
extraktu listov zriedili 50-krat a vzorku extraktu
plodov a kory 25-krat.
Stanovenie antiradikidlovej aktivity DPPH
metodou

Antiradikalovu aktivitu metanolovych extraktov

vzoriek plodov, kory, listov sme stanovili DPPH

metddou. Metdda je zalozend na poskytnuti
vodikového atomu testovanej latky stabilnému
syntetickému radikalu DPPHe (1,1-difenyl-2-

-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl), ktory sa redukuje
a vznikne DPPH-H. Reakciu a pokles absorbancie
sme sledovali spektrofotometricky pri vinovej dizke
A =517 nm (Paulova, Bochotakova, Taborska, 2004).

Postup stanovenia

Roztok DPPH radikalu 0,06 mmol.dm™® sme si
pripravili rozpustenim 2,24 mg difenylpikrylhydra-
zylu v 100 ml metanolu. ZmieSanim 30 pl me-
tanolu a 900 pl roztoku DPPH radikidlu sme si
pripravili porovnavaci roztok DPPH. Absorbanciu

porovnavacicho roztoku (A.,,,) sme zmerali pri

DPPH
vlnovej dizke A =520 nm, pri¢om hodnota absorbancie
vypovedala o 100 % pritomnosti radikalu DPPH.
Rovnakym postupom sme pripravili rastlinné
extrakty, zmieSali 30 pl extraktu vzorky (listy, plody,
kora) a 900 pl roztoku DPPH radikalu. Roztok sme
inkubovali 3 minuty a nasledne odmerali absorbanciu
(Ag) v

skimaného roztoku bola merand v porovnani so

troch opakovaniach. Absorbancia
slepou vzorkou metanol. Vysledky merani boli
vyjadrené ako percento redukcie (inhibicie) DPPH

podl'a vztahu:



antioxidac¢na aktivita (%) =
100 - (A A x 100)

extrakt / DPPH

A —absorbancia extraktu po 3 minttach

extrakt

A,ppy, — absorbancia roztoku DPPH

Celkovu (TAA)
metanolovych extraktov vzoriek sme vyjadrili
ako ekvivalent Troloxu (TEAC), kvercetinu (QE)
a kyseliny askorbovej (VCEAC). Na zaklade

rovnice Standardov  bola

antiradikalovu aktivitu

kalibracnej priamky
vypocitana koncentracia vzorky a prepocitand na

mg (ekvivalent).100g? suchej vzorky.

Stanovenie celkovych flavonoidov

Na stanovenie obsahu celkovych flavonoidov
sme pouzili spektrofotometricki metddu zalozenu
na tvorbe farebnych cheladtovych komplexov s
chloridom hlinitym v kyslom prostredi kyseliny
octovej. Absorbanciu sme merali pri vinovej dizke A
=425 nm (Kalita a kol., 2013).

Postup stanovenia

Do troch 100 ml varnych baniek sme navazili po
0,6 g homogenizovanych vzoriek plodov, listov a
kory. Nasledne sme pridali 20 ml acetonu, 1 ml 0,5 %
roztoku methenaminu, 1 ml koncentrovanej kyseli-
ny chlorovodikovej a =zahrievali pod spitnym
chladi¢om na vodnom kupeli 30 minat. Ochladent
zmes sme prefiltrovali cez vatu do 100 ml odmerne;j
banky. Drogu s vatou sme zahrievali pod spitnym
chladiCom v tej istej varnej banke s 20 ml acetonom
po dobu 10 minut eSte dvakrat. Extrakty sme
prefiltrovali a doplnili acetonom na objem 100 ml.
Takto sme ziskali roztoky A vzoriek kory, listov a
plodov (Ramos a kol., 2017).

V deliacich lievikoch sme zmiesali 20 ml roztoku
(A), 20 ml destilovanej vody, 15 ml etylacetatu
a pretrepavali. Acetonové extrakty vzoriek sme
pretrepavali s 15 ml etylacetatu a eSte potom trikrat
s 10 ml ethylacetatu. Etylacetatové vytrepky sme
dvakrat premyli s 50 ml destilovanej vody, preniesli
do 50 ml odmernej banky a doplnili po objem banky

etylacetatom. Takymto postupom sme ziskali roztoky
B vzorky kory, listov a plodov.

Na spektrofotometrické stanovenie sme do 25
ml odmemnej banky napipetovali 10 ml roztoku
B pridali sme 1 ml 2 % roztoku chloridu hlinitého
v zmesi kyseliny octovej a metanolu v pomere
1 : 19. Skiimané roztoky sme doplnili zmesou
kyseliny octovej a metanolu v pomere 1 : 19 po 25
ml objem. Porovnavacie roztoky sme pripravili 10
ml roztoku B a doplnili sme zmesou kyseliny octovej
a metanolu v pomere 1 : 19 na objem 25 ml. Po 30
minutach inkubacie sme merali absorbanciu roztoku
pri vlnovej dizke A = 425 nm oproti slepej vzorke,
ktora neobsahovala roztok chloridu hlinitého. Obsah
flavonoidov v % sme vypocitali podla vzorca:

% flavonoidov = (A k) / m
A — absorbancia skimaného roztoku pri A =425 nm
k — prepocitavaci koeficient na $tandard kvercetin

m — navazka drogy v gramoch

Vysledky boli prepocitané na zaklade kalibracne;j
priamky kvercetinu a uvedené v mg QE na 100 g

suchej vzorky.

Stanovenie celkovych polyfenolov

Na stanovenie celkového mnoZstva polyfenolov
sme pouzili kolorimetricku metédu s Folin-Ciocalteu
(FC) cinidlom. Absorbanciu sme merali pri vinovej
dizke X =750 nm (Singleton, Rossi, 1965; Bliainski a
kol., 2013).

Postup stanovenia:

Do troch 250 ml varnych baniek sme navazili po
0,5 g homogenizovanej drogy (kory, listov, plodov) a
pridali 150 ml vody. Zmes sme priviedli k varu a pod
spatnym chladicom varili 30 mintt. Vychladené zmesi
sme previedli do 250 ml odmernych baniek a doplnili
destilovanou vodou na objem banky. Roztoky sme
prefiltrovali a prvych 50 ml filtratu sme odstranili. Z
vodného extraktu listov, plodov a kory sme odobrali
5 ml a doplnili destilovanou vodou na objem 25 ml.

Potom sme 2 ml roztoku zmieSali s 1 ml kyseliny
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Tab. 1: Absorbancie a percento inhibicie DPPH radikalu

Absorbancia [nm]
Vzorka Inhibicia DPPH [%]
priemer (SD)
Listy 0,105 0,002 16,66 £ 1,21
Plody 0,117 0,001 7,14+ 0,91
Kora 0,115 0,001 8,73+0,92

* priemer absorbancie vzoriek z listov, plodov a kory rakytnika;
SD — smerodajna odchylka

Tab. 2: Antiradikalova aktivita vzoriek vyjadrena ako ekvivalent QE, TEAC, VCEAC

QE QE TEAC TEAC AAEAC AAEAC
Vzorka mg.ml* mg.100g! mg.ml? mg.100g! mg.ml*! mg.100g*
vo vzorke suchej drogy vo vzorke suchej drogy vo vzorke suchej drogy
Listy oo 1930 o 9460 e 4035
Poay | OORE [ g | 00s o o0
Ko | 0028 [ gy |00 [ [ oo [

*QE - kvercetinu, TEAC — Trolox equivalent antioxidant capacity, AAEAC — ascorbic acid ekvivalent antioxidant capacity

fosfowolframovej a 17 ml 20 % roztoku uhli¢itanu
sodného. Po dvoch minutach po pridani posledného
roztoku sme merali absorbancie (UV VIS — Beckman
DUS530, USA) pri vlnovej dizke A = 750 nm oproti
slepej vzorke s 2 ml destilovanej vody. Absorbancia
bola meranad v troch opakovaniach a nasledne bola
vypocitana priemerna hodnota vzoriek a smerodajna
odchylka.

Celkovy obsah polyfenolov (ako ekvivalent
kyseliny galovej) sme vypocitali pomocou kalibrac-
nej priamky kyseliny galovej a vyjadrili v mg GAE
na 100 g suchej vzorky.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Antiradikalova aktivita stanovena DPPH met6dou

Namerané hodnoty absorbancii metanolovych
extraktov vzoriek listov, plodov a kory rakytnika
resSetliakového,

priemerné hodnoty, smerodajné

odchylky a percento inhibicie DPPH radikalu st

82

uvedené v tabulke (vid’ tab. 1). Tato redukcia sa
vztahuje na 50 ml extraktu obsahujiceho 0,1 g
susenej drogy.

Antiradikélova aktivita stanovend ako % reduk-
cie DPPH bola v metanolovom extrakte zriedenej
vzorky listov 16,66 % £ 1,21. Metanolovy extrakt
zriedenej vzorky kory vykazoval antiradikalovu
aktivitu 8,73 % £ 0,92 a plodov 7,14 % =+
0,91.
reSetliakového stanovili Papcun a kol. (2008), avSak

Antiradikalova aktivitu plodov rakytnika

na extrakciu pouzivali etanol a extrakty riedili v
pomeroch (1 :9,2:8,3:7,4:6a5:5). Autori
stanovili najvyssiu antiradikalovl aktivitu (94,7 %)
ni 1 : 9. Autori zistili, Ze ak pouzili na extrakciu zmes
vody a acetonu, stanovili v extrakte plodov nizsiu
antiradikdlova aktivitu (74,7 %). Pri vzajomnom
porovnavani hodndt antiradikalovej aktivity eta-
nolového extraktu plodov (1 : 9) a metanolového

extraktu plodov (1 : 24) sme my stanovili v meta-



Tab. 3: Absorbancie, obsah celkovych flavonoidov v % a prepocet na ekvivalent QE

Absorbancia [nm] Obsah celkovych QE QE
Vzorka flavonoidov mg.ml? mg.100g !

priemer (SD) v % vo vzorke suchej drogy

Listy 0,387 0,002 4,27% +0,02 0,041 + 0,0002 4270

Plody 0,285 0,002 3,13% +0,02 0,030 + 0,0002 3130

Kora 0,155 0,001 1,77% +0,01 0,017 + 0,0001 1770

*QE - ekvivalent kvercetin
nolovom extrakte niz§ie hodnoty. Rozdiely v TEAC.100g-1 a plodov 1040 mg TEAC.100g™.

nameranych hodnotach mohli sposobovat: odroda,
lokalita pestovania, podno-klimatické podmienky,
termin zberu a vyber vhodného extrakéného ¢inidla.

Antiradikalovu aktivitu metanolovych extraktov
vzoriek kory, listov a plodov sme vyjadrili ako
ekvivalenty kvercetinu, Troloxu a kyseliny askorbo-
vej (vid tab. 2.) Antiradikalova aktivitu (ako
ekvivalent QE, TEAC a AAEAC) sme vypocitali
pomocou kalibra¢nej priamky kvercetinu y =
0,6767x—0,1311,(R?2=0,9747), Troloxuy =0,0777x
-0, 1197, (R?= 0, 9691) a kyseliny askorbovej y =
0,2093x — 0, 1219, (R2 =0, 9901).

Najvyssiu antiradikalova aktivitu (ako ekviva-
lent kvercetin) vykazoval metanolovy extrakt
vzorky listov 0,0386 + 0,002 mg QE.ml! a najniZsiu
extrakt vzorky plodov 0,0208 + 0,002 mg QE.ml™.
Antiradikédlova aktivita metanolového extraktu
vzorky listov, prepocitana na 100 g suchej drogy bo-
la 1930 mg QE.100g*, plodov 1040 mg QE.100g™ a
kéry 1190 mg QE.100g™.

Najvyssiu antiradikalovi aktivitu (ako ekviva-
lent Trolox) vykazoval metanolovy extrakt vzorky
listov 0,1892 + 0,02 mg TEAC.I-1. V metanolovom
extrakte vzorky kory sme stanovili antiradikalovi
aktivitu 0,0605 + 0,01 mg TEAC.ml?. Najnizsiu
antiradikdlovt aktivitu sme zaznamenali v extrakte
vzorky plodov (0,0305 + 0,02 mg TEAC.ml?).
Antiradikalova aktivita metanolového extraktu
vzorky listov prepocitand na 100 g suchej drogy

bola 9460 mg TEAC.100g?, kory 1645 mg

Orsavova (2019) stanovila metédou DPPH an-
tiradikalov aktivitu vodnoetanolovych extraktov
(70 : 30) plodov rakytnika reSetliakového odrody
Sluni¢cko na 12,80 g Troloxukg?. Vzajomnym
porovnanim hodnét sme zistili, Ze my sme stanovili
v metanolovych extraktoch nizSie hodnoty. Nao-
pak, ak porovnavame hodnoty antiradikalovej
aktivity naSich extraktov plodov s hodnotami (0,57
mg TEAC.100g?), ktoré stanovili Cosmulescu a kol.
(2017), potom my sme stanovili vyssie hodnoty.
Najvyssiu antiradikalova aktivitu (ako ekvivalent
kyseliny askorbovej) sme stanovili v metanolovom
extrakte vzorky listov 4035 mg AAEAC.100g™
V metanolovom extrakte kory sme stanovili
antiradikalova aktivitu 1645 mg AAEAC.100g*
a plodoch 1170 mg AAEAC.100g? suchej drogy.
Cho a kol. (2017) DPPH metodou
antiradikalovl aktivitu v extrakte z listov rakytnika
reSetliakového 20,6 g AAEAC.100g? suchej drogy,
¢o je skoro patkrat vysSia hodnota, nez aki sme
(2014) stanovili
antiradikalovll aktivitu v plodoch sedemnastich

stanovili

stanovili my. Korekar a kol.

prirodnych populacii rakytnika resetliakového
od 56 do 3909 mg AAEAC.100g*" suchej drogy.
Ak porovnavame naSe hodnoty antiradikalovej
aktivity plodov s hodnotami Korekar a kol. (2014),
moézeme konstatovat’, ze nase hodnoty sa pohybuju v
stanovenom rozsahu.

Z dosiahnutych vysledkov vyplynulo, Ze s kle-
sajucimi hodnotami absorbancie stipali hodnoty
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Tab. 4: Obsah celkovych polyfenolov vyjadrenych v % a prepocet na ekvivalent GAE

Namerané hodnoty
Vzorka f‘bs"rba“c“ nm l?(g;ﬁ‘n?ilokv"vvyﬁ/l: mg GAE. mI" | mg GAE.100g"

priemer (SD)

Listy 0,545 0,005 17,86 % +0,20 0,3573 0,004 17860

Plody 0,160 0,007 1,9% +0,26 0,0380 0,005 1900

Plody 0,361 0,004 10,26 % +0,15 0,2051 +0,003 10260

*GAE - ekvivalent kyseliny galovej
antiradikalovej aktivity. Pri porovnavani anti- Pri vzajomnom porovnani hodndt sme zistili, ze sme

radikalovej aktivity zriedenych metanolovych
extraktov vzoriek listov, plodov a kéry sme zistili,
ze extrakt vzorky listov (1 : 49) vykazoval najvyssiu
antiradikalovi aktivitu (ako ekvivalent QE, TEAC,

AAEAC).

Obsah celkovych flavonoidov

Namerané priemerné hodnoty absorbancii
acetatového extraktu vzoriek listov, plodov, kory,
smerodajné odchylky a obsah celkovych flavonoidov
v % a nasledne prepocitanych na ekvivalent QE (mg
QE.100.g? suchej drogy) uvadzame v tabulke (vid’
tab. 3). Celkovy obsah flavonoidov (ako ekvivalent
kvercetin) sme vypocitali pomocou kalibracnej
priamky kvercetinuy=9,5294x +0,0028 (R>=0,9997).

Najvyssi obsah celkovych flavonoidov v %
sme stanovili v acetatovom extrakte vzorky listov
kéry 1,77 % £ 0,01. V acetatovom extrakte vzorky
plodov sme namerali 3,13 % =+ 0,02 celkovych
flavonoidov. Najvyssie hodnoty obsahu celkovych
flavonoidov (ako ekvivalent kvercetin) sme namera-
li v extrakte listov 4270 mg QE.100g* a plodoch
3130 mg QE.100g*. Cho a kol. (2017) stanovili v
extrakte listov obsah celkovych flavonoidov 53,6
mg QE.100g? suSenej drogy, ¢o je niZzSia hodnota,
nez aka sme stanovili my (4270 mg QE.100g%).
Cosmulescu a kol. (2017) stanovili obsah celkovych
flavonoidov v extrakte vzorky z plodov rakytnika

reSetliakového 147,98 mg QE.100g? suSenej drogy.
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stanovili 21-krdt vysSiu hodnotu. Anjum, Tripathi
(2015) wuvadzaju, ze v etylacetatovom extrakte
vzorky plodov stanovili obsah celkovych flavonoidov
1,16 mg QE. 100g™ suchej drogy. Sytafova a kol.
(2020) obsah celkovych flavonoidov (ako ekvivalent
rutin) stanovili v extraktoch listov deviatich odrdd
rakytnika resetliakového od 14,40 — 49,44 mg RE kg™
a v plodoch od 0,55 — 4,11 mg RE.kg? suchej drogy.
Vysledky nemozeme navzajom porovnavat’, pretoze
autori pouzili prepocet na Standard rutin a nie na

kvercetin.

Obsah celkovych polyfenolov

Obsah celkovych polyfenolov vo vodnych
extraktoch listov, koéry a plodov rakytnika reSe-
tliakového sme prepocitavali na ekvivalent kyseli-
ny galovej (GAE). Celkovy obsah polyfenolov bol
vyjadreny na zaklade kalibracnej priamky kyseliny
galovej y = 1,2067x + 0,1138 (R? = 0,9975). V
tabul’ke (vid’ tab. 4) uvddzame hodnoty absorbancii
vzoriek listov, plodov, kory rakytnika resetliakového,
priemerné hodnoty nameranych absorbancii, sme-
rodajné odchylky a hodnoty celkovych polyfenolov
v % a prepocitané na ekvivalent GAE.100g? suchej
drogy.

Najvyssie percentudlne zastupenie celkovych
polyfenolov 17,86 % + 0,20 sme stanovili vo vodnom
extrakte vzorky listov. Vo vodnom extrakte vzorky

kory sme stanovili obsah celkovych polyfenolov

cvve



polyfenolov sme stanovili vo vodnom extrakte
plodov 1,9 % =+ 0,26. Najvyssi obsah celkovych
polyfenolov prepocitanych na ekvivalent kyseliny
galovej sme stanovili vo vodnom extrakte listov 17
860 mg GAE.100g* a kory 10 260 mg GA.100g™
sme zaznamenali vo vodnom extrakte plodov 1900
mg GA.100g™. Orsavova (2019) stanovila v plodoch
rakytnika reSetliakového odrody ,,Slunicko* celkovy
obsah polyfenolov 11 480 mg GAE.100g™. Pri po-
rovnavani hodnot navzajom sme zistili, Ze naSe
namerané hodnoty su nizSie ako uvadza autorka.
Cosmulescu a kol. (2017) stanovili obsah celkovych
polyfenolov v plodoch rakytnika z Rumunska na
343,57 mg GA.100g? suchej drogy. Pri porovnani
naSich hodnét s hodnotami autorov sme zistili, Ze
sme namerali Sestkrat vyssiu hodnotu. Sytafova a
kol. (2020) stanovili v plodoch a listoch deviatich
odrod rakytnika reSetliakového celkové polyfenoly
v rozmedzi 0,70 — 3,62 g GAE kg* (plody) a 1,88 —
3,72 g GAE.kg? (listy). Pri vzajomnom porovnava-
ni hodn6t sme zistili, Ze sme vo vodnom extrakte
listov stanovili vyssi obsah celkovych polyfenolov
ako uvadzaju autori a pri plodoch sa nase hodnoty
pohybuju v stanovenom rozsahu. Korekar a kol.
(2014) stanovili obsah celkovych fenolov v plodoch
v sedemnastich prirodnych populéaciach rakytnika
resetliakového v rozmedzi od 964 do 10 704 mg
GAE.100g? suchej drogy. Nase stanovené hodnoty sa
pohybuju v rozsahu ako uvadzaju autori. Pri stano-
veni celkovych polyfenolov metéodou s Folin-
-Ciocalteu cinidlom je potrebné brat do tuvahy,
ze Cinidlo moze reagovat aj s inymi zluCeninami
(kyselina askorbova, sacharidy) a m6ze nadhodnotit
vysledky (Zendulka, 2008).

Z vysledkov vyplynulo, Ze na antiradikalovej
aktivite vzoriek listov, plodov a kory sa z cel-
kovych polyfenolov podielali flavonoidy iba
malym percentom. Preto je potrebné identifikovat
dalsie skupiny fenolickych latok, ktoré sa po-
dielaji na antiradikalovej aktivite rakytnika re-
Setliakového. Obsah celkovych polyfenolov v ra-
kytniku resetliakovom je ovplyvilovany odrodou,

klimatickymi a podnymi podmienkami. Droga ra-
kytnika
heterogénne zlozenie, ktoré ovplyviiuje extrakciu.

reSetliakového (list, plod, koéra) ma
Mnozstvo obsahovych latok v extraktoch zavisi
od terminu zberu, spdsobu Upravy drogy, vhodne
zvoleného extrakéného Cinidla a extrakénej metody.
Ondrejovi¢ a kol. (2009) uvadzaju, ze vzhl'adom k
tomu, ze rastlinna droga tvori heterogénnu zmes, je
vhodné pri izolacii fytochemikalii z rastlinnej drogy
odstranit’ nezelané fenolové a nefenolové zluceniny
vo vyslednom extrakte (vosky, tuky, terpény a
chlorofyl).

ZAVER

V experimentalnej $tidii sme stanovili obsah
celkovych polyfenolov, flavonoidov a antiradikalo-
vu aktivitu vzorky plodov, listov, kory rakytnika
reSetliakového, odrody ,,Sluni¢ko®, pestovanej v
Kosice-okoli a vzorky boli zbierané¢ v roku 2019.
Antiradikdlova aktivitu metanolovych extraktov
vzoriek kory, listov a plodov stanovenu ako
% redukcie DPPH radikdlu sme vyjadrili ako
ekvivalenty kvercetinu (QE), Troloxu (TEAC) a ky-
askorbovej (VCEAC). Najvyssiu anti-
radikalova aktivitu (ako ekvivalent QE, TEAC,
VCEAC) vykazoval zriedeny (1 : 49) metanolovy

seliny

extrakt vzorky listov rakytnika reSetliakového. V
metanolovom extrakte vzorky listov sme stanovili
antiradikalova aktivitu 1930 mg QE.100g? suchej
drogy, 9460 mg TEAC.100g? suchej drogy a 4035
mg VCEAC.100g™ suchej drogy. Najvyssie hodnoty
obsahu celkovych flavonoidov (ako ekvivalent
kvercetin) sme zaznamenali v acetatovom extrakte
listov 4270 mg QE.100g* a plodov 3130 mg
QE.100g* suchej drogy. Najvyssi obsah celkovych
polyfenolov sme stanovili v extrakte listov (17 860
mg GA.100g? suchej drogy) a kory (10 260
mg GA.100g! suchej drogy). Obsah celkovych
polyfenolov a antiradikalov aktivitu extraktov
vzoriek ovplyviiuje odroda, lokalita pestovania,
klimatické faktory. Heterogénne zlozenie drogy
rakytnika resetliakového (list, plod, kora) ovplyv-
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latok.
Rozhodujtci vplyv mé aj sposob upravy drogy,

fluje extrakciu a stabilitu obsahovych
zvolena extrakéna metdda a extrakéné cinidlo. V
experimente sme potvrdili, ze listy, kéra a plody
rakytnika reSetliakového st cennym zdrojom
polyfenolov, vitaminu C, vykazuju antioxidac¢nil
aktivitu a maju uplatnenie v profylaxii a liecbe
ochoreni spdsobenych oxida¢nym stresom. Zaroven
sa plody a listy mozu vyuzit’ pri vyrobe funkénych

potravin.
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ABSTRAKT

Alergicka rinitida (AR) je bezné chronické
ochorenie dychacich ciest sprostredkované
imunoglobulinom E s prevalenciou 10 az 30
% v dospelej populicii. Coraz viac sa spaja so
zmenou podnebia vo vztahu k pelovému alergé-
nu vplyvajicemu na rozsah a zavaznost’ alergic-
kej rinitidy. Tieto predpoklady sa potvrdili aj v
uvedenej Stadii, kde sa analyzou ro¢nej preskrip-
cie z dvoch nezavislych lekarni na vychode
Slovenska sledoval narast poc¢tu pacientov s
diagnézou J30.1 (Alergicka rinitida zapri¢inena
pelom). ZvySena preskripcia bola sledovana
hlavne pocas jari (marec — maj) s frekvenciou
34,61 % vzhPadom na ro¢né obdobie. Tento udaj
manifestuje aj rozsah prijatych receptov v pocte

1944, pricom na zaklade vyvojového diagramu
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sa v kone¢nom désledku hodnotilo 861 z nich.
Prihliadalo sa pritom na vekoviu skupinu pacientov
v rozmedzi 15 — 64 rokov. Z preskripénych
zaznamov vyplyva, Ze z farmakologickej liecby
AR sa odporucaju antihistaminika (60,74 %) a
kortikoidy (29,27 %).

Krlucové slova: alergicka rinitida; doplnkova
klinické

ochorenia; preskripny zdznam lie¢iva

terapia; farmakoterapia; aspekty

ABSTRACT

Allergic rhinitis is a common chronic disease
of airways which is mediated by immunoglobulin
E. It affects 10 to 30 % of adult population. It
is increasingly associated with climate change
in relation to the pollen allergen affecting the



extent and severity of allergic rhinitis. These
assumptions were also confirmed by the presented
study, where the analysis of annual prescriptions
from two independent pharmacies in eastern
Slovakia observed an increase in the number of
patients diagnosed with J30.1 (Allergic rhinitis
caused by pollen). The increased prescription
was monitored mainly during spring (March —
May) with a frequency of 34.61 % with respect to
the season. This data also manifest the range of
recipes received in the number of 1944, and on the
basis of the flow chart, 861 of them were finally
evaluated. The age group of patients in the range of
15 — 64 years was taken into account. Prescribing
records suggest that antihistamines (60.74 %)
and corticoids (29.27 %) are recommended for
pharmacological treatment of AR.

Key words: allergic rhinitis; adjunctive
therapy; pharmacotherapy; clinical aspects of the

disease; drug prescription records
UvoD

Povod alergickej rinitidy (AR) je potrebné hla-
dat’ v chronickej nadche. Alergicka nadcha zastresuje
Sirokt  Skalu nozologickych jednotiek s pestrou
patofyziologiou. Definuje sa ako zapal sliznice no-
sa, charakterizovany minimalne jednym z prizna-
kov ako kychanie, svrbenie (alebo iny drazdivy pocit
v nose), vytok z nosa, upchavanie nosa (kongescia
sliznice) (Ciznar, 2009; Sur a Plesa, 2015; Hrubisko,
2016). U vicsiny pacientov sa ale vyskytuju aj
pridruzené prejavy, medzi ktorymi dominuju ocné
priznaky (svrbenie, slzenie, pocit cudzieho telesa v
oku, opuch mihalnic). Sleduje sa aj vicSia/mensia
strata Cuchu, svrbenie usi, bolesti hlavy, poruchy
spanku, Unava, frustrovanost. Zapal takmer vzdy
postihuje aj prepojené sliznice, preto je Casto pritomna
aj rinokonjunktivitida, resp. rinosinusitida (Hrubisko,
2016). Alergicku rinitidu teda definuje kazda viac-
menej chronickd nadcha neinfekéného pdvodu,

spojend s vyssie uvedenymi prejavmi. Postihuje 10

az 15 % deti vo vekovej skupine 6 — 7 ro¢nych a 25
— 35 % deti vo vekovej skupine 13 — 14 ro¢nych. U
chlapcov je castejSia, v dospelosti sa pomer medzi
pohlaviami vyrovnava, pricom Specifickymi IgE
protilatkami sa jej povod dokaze iba v priblizne
polovici pripadov (Ciznar, 2009; Hrubisko, 2016).
Prvym krokom tuspesnej liecby je preto stanovenie
konkrétneho typu rinitidy pozitivnym alergickym
koznym testom alebo prostrednictvom sérovo
Specifického IgE testu (Hoyte a Nelson, 2018).
Kontakt s alergénom vyvola alergicky zapal
nosovej sliznice u predtym senzibilizovaného jedinca
(pritomnost’ alergénovo Specifickej protilatky IgE
v sére, alebo priamo v sliznici hornych dychacich
ciest viazanej na mastocyty). Skord faza alergickej
reakcie je

zapalovej vyvolana vazoaktivnymi

mediatormi (histamin, prostaglandiny, leukotrié-
ny) sposobujicimi vazodilaticiu s extravazaciou
plazmy, nasledkom coho je sliznica nosa zdurena,
zacervenana s pritomnou seréznou tekutinou. Za-
palové mediatory drazdenim nervovych zakonceni
zapri¢inuju svrbenie a kychanie. Neskora faza zapa-
lu nastupuje po niekol’kych hodinach od expozicie.
Spaja sa s aktivaciou T-lymfocytov, mastocytov,
bazofilov, eozinofilov, endotelovych a epitelovych
buniek. Vstupni branu pre alergény predstavuju
dychacie cesty, a preto su jej najcastejSou pricinou
vzdusné alergény ako roztoe bytového prachu.
Povodcami su aj domace zvieratd, ale aj plesne, ¢i
predovietkym pele rastlin (Ciznar, 2009; Gazova,
2021). Ukazuje sa, zZe zvySujuca sa teplota a vystave-
nie oxidu uhli¢itému zintenziviiuje produkciu pelu
z jednotlivych rastlin. Zaroven sa ukazalo, ze zvy-
Senie poctu dni bez mrazu a neskorsi vyskyt prvého
mrazu korelujit s dlh$imi pelovymi sezénami
(Hoyte a Nelson, 2018). Za podstatne zriedkavejsiu
pri¢inu sa povazuju alergény vstupujuce do or-
ganizmu inou cestou ako sliznicami nosa, teda
potravou, bodnutim hmyzom alebo parenteralnou
cestou (pri podani liekov). Na zaklade uvedeného
mozeme alergicku rinitidu diferencovat’ na infekénu
(p6vodcom su baktérie, virusy, huby) a neinfekénu,

ktora je alergickd (celorocnd, sezénna a profesijnd)
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Tab. 1: Klasifikacia alergickej rinitidy podl’a MKCH-10

J30.0 Vazomotoricka rinitida

J30

J30.1 Alergicka rinitida zapri¢inena pelom

Vazomotoricka

J30.2 Ina sezdnna alergicka rinitida

a alergicka rinitida

J30.3 Ina alergicka rinitida

J30.4 Alergicka rinitida, blizSie neur¢ena

Zdroj: Narodné centrum zdravotnickych informacii (NCZI), 2021

alebo nealergicka. Nealergickd neinfekénad AR je

opisovana ako idiopatickd, vazomotorickd, hy-
perreaktivna bez pritomnosti eozinofilov, resp. Casto
indukovana liekmi (Gazova, 2021).

V terapii AR sa nad’alej uplatiuje vyhybanie sa
alergénom, aplikacia lie¢iv na symptomaticka wla-
vu, protizapalové terapeutikd a alergickd imunote-
rapia (Hoyte a Nelson, 2018). Nakol'ko sa z hl'adiska
zé&vaznosti nejedna o ochorenie Zivot ohrozujuce, Cas-
to st symptémy podcenované a liecba zanedbavana.
Neliecena rinitida pritom znizuje kvalitu zivota, ve-
die k zvySenej Unavnosti, bolestiam hlavy, kog-
nitivnym porucham. V zévaznych pripadoch sa
spolupodiela na sprievodnych ochoreniach ako
hypertrofia lymfatickych tkaniv, otitidy, chronicka
sinusitida a bronchidlna astma (Ciznar, 2009).
Posledné roky sa vSak zaznamenali pokroky v tera-
pii AR zahfmajuce intranazalne antihistaminika a
nové sposoby podédvania intranazalnych steroidov
(v USA dostupné v réznych liekovych formach ako
OTC, ¢ize vol'ne predajné) (Hoyte a Nelson, 2018).
bolo

zosumarizovat’ terapiu alergickej rinitidy v nasich

Cielom predkladanej Stadie preto

podmienkach prostrednictvom rocnej analyzy
preskripcie z dvoch verejnych lekarni a priniest
odportcania tykajlice sa racionalnej a ucinnej tera-

pie v boji proti sezonnej polinoze.

MATERIAL A METODY

Vysledky  studie

preskripénych zaznamov lie¢iv pre pacientov s

vychddzaji z  udajov
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diagnozou J30.0 — J30.4 (vid’ tab. 1) podl'a MKCH-
10. V predkladanej analyze boli pouzité preskripéné
zaznamy pacientov vo vekovom rozhrani 15 — 64
rokov (obdobie adolescencie a dospelosti) v Case od
1.1 do 31.12.2020 (obdobie jedného roku, 2020).

Preskripcia lieciv bola sledovand v dvoch
verejnych lekarnach v Bardejove, pricom v ich
bezprostrednej blizkosti sa nenachadzali ziadne
zdravotné strediskd, ¢im sa ziskali objektivnejSie
data. Prostrednictvom vyvojového diagramu (vid’
obr. 1) sa stanovil kone¢ny pocet analyzovanych
receptov, z celkového mnoZzstva 1944.

Celkovo sa hodnotilo 1944 receptov. Vzhl'adom
na vybranu vekovu kategoriu 15 az 64 rokov sa
vylucila pediatricka populéacia vo veku do 14 rokov
(441 receptov) a nasledne aj geriatricka populécia s
po¢tom lekarskych predpisov 311. Vysledkom tejto
selekcie bolo 1192 receptov predpisanych pacientom
vo vybranej vekovej kategorii, t. j. adolescencie a
dospelosti. Zo ziskanych zaznamov boli vylucené
opakované predpisy lieciv u toho istého pacienta,
¢im sa v konec¢nom dosledku ziskalo 861 receptov na

d’al$iu analyzu.

VYSLEDKY

V ramci jednotlivych nizsie uvedenych vysledkov
sa vychadzalo z 861 vyselektovanych receptov.
NajcastejSie boli spracované recepty s diagndzou
J30.1 (Alergicka rinitida zapri¢inena pelom) (vid’
graf 3). Ostatné vysledky sa vzt'ahuji na analyzu
alergickej rinitidy v Dg. J30.0 — J30.4.



Obr. 1: Vyvojovy diagram
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Graf 1: Rozdelenie receptov podl’a veku a pohlavia pacientov
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Prvy graf (vid’ graf 1) je venovany asociacii medzi
vyskytom AR a pohlavim, pricom graf 2 vyjadruje
vekovu skupinu s najvacSim a najmenej vyraznym
poctom predpisovanych receptov v diagnozach J30.0
—-J30.4.

Z celkového poctu analyzovanych receptov, te-
da 861, nebola medzi pohlaviami sledovana rov-
novaha. Zo zaznamov vyplyva, ze v diagndzach

(J30.0 — J30.4) st viac senzitivnejSie zeny ako muZi.

Nizsia preskripcia u muzov mdze byt sposobena aj
ich menej Castymi navstevami lekarov, v tomto pri-
pade imunolég/alergiolog. Rozdiel medzi pohlaviami
bol vyraznejsi od veku 35 rokov a viac v prospech
zien (vid’ graf'1).

V grafe 2 je znazorneny pocet receptov pred-
pisovanych pacientom v urcitych vekovych
kategoriach. Najvyssi pocet je vo veku adolescencie
a mladej dospelosti, a to 24,27 %. Nasleduju skupiny

35 — 44 rokov/45 — 54 rokov (vyse 21 %) as 19,16 %
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Graf 2: Zastlpenie pacientov podl’a veku
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Graf 3: Preskripcia s prihliadnutim na diagnézu J30.0 — J30.4
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Po alergickej rinitide zapriCinenej pelom sa vyskytovali zdznamy s Dg.
J30.3 (Ind alergickd rinitida) tvoriace 27,53 %, Dg. J30.4 (Alergicka
rinitida, bliz§ie neurcend) s vyskytom 18, 23 % a Dg. J30.0 (Vazomotoricka

rinitida) so 17, 31 %. Najmenej sa vyskytovala diagnéza J30.2 (Ina sezoén-

na alergicka rinitida), ktora zaberala 5,92 %.

je sledovana najstarsia vekova skupina 55 — 64 rokov.
Najnizsie percento prislicha skupine 25 — 34 rokov
(13,94 %).

Preskripcia podl’a diagnézy

V nasledujucom grafe (vid’ graf 3) je zndzornena
preskripcia lieiv na zaklade diagndzy, pricom
dominuje J30.1 (Alergickd rinitida zapricinena
pel'om), ktora tvorila 31,01 %.
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Rozdelenie lekarskych predpisov na zaklade
Specializacie lekara a podl’a mesiaca expedovania
V ramci farmakoterapie prisluchaju niektorym
lieCivam tzv. indika¢né a/alebo preskripcné
obmedzenia. Na zaklade preskripéné¢ho obmedzenia
ide o lieCiva schvalené konkrétnym lekarom -
Specialistom. V pripade alergickej rinitidy ide hlavne
o kortikoidy predpisované otorinolaringologom,

imunoloégom, alergiologom alebo pneumoldégom



Graf 4: Preskripcia na zaklade Specializacie lekara

Graf 5: Vztah preskripcie k roénému obdobiu v liecbe AR
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Tab. 2: Sumar predpisovanych lieciv

Skupina Pocet receptov Liecivo Pocet receptov % zastupenie
levocetirizin 155 18,00 %
desloratadin 150 17,42 %

rupatadin 67 7,78 %
cetirizin 45 523 %
azelastin 30 3,48 %
Antihistaminika 523 loratadin 27 3,14 %
bilastin 25 2,90 %
fexofenadin 12 1,39 %
bisulepin 0,70 %
dimetindén 0,35%
olopatadin 0,35%
flutikazon 100 11,61 %
mometazon 108 12,54 %
flutikazon furoat 20 2,32 %
beklometazon 11 1,28 %
Kortikoidy 252 -

flutikazon + azelastin 0,93 %
prednizon 0,35%
budezonid 0,12 %
metylprednizon 0,12 %
travové pele 33 3,83 %
extrakt alergénov 17 1,97 %
stromové pele 4 0,46 %

Imunopreparaty 59
bravcovy transfer faktor 3 0,35%
roztoCe 1 0,12 %
lysatum bacteriale mixtum 1 0,12 %
Antileukotriény 11 montelukast 11 1,28 %
Iné 9 pseudoefedrin + kombinacie 6 0,70 %
tetryzolin + kombinacie 3 0,35%
iné antibiotika 2 0,23 %
tobramycin, dexametazon 2 0,23 %
Antibiotika 7 amoxicilin 1 0,12 %
cefexim 1 0,12 %
bacitracin, neomycin 1 0,12 %

a ftizeologom. DalSou skupinou s preskripénym

obmedzenim su  imunopreparaty, indikované
alergiologom a imunologom. Tie by sa mali zvazit
u pacientov so stredne tazkou alebo tazkou

perzistujucou alergickou rinitidou nereagujiicou na
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zvycajnu liecbu; u pacientov s alergickou astmou;
u pacientov netolerujucich Standardnu liecbu alebo
u tych, ktori sa chcu vyhnut dlhodobému uZzivaniu
liekov (Sur a Plesa, 2015). Percentualne zastiipenie
receptov na zaklade Specializacie lekara uvadza graf



Tab. 3: Fixné kombinacie predpisovanych lie¢iv

Fixna kombinacia lieciv Pocet receptov % zastipenie
flutikazon + azelastin 8 0,93 %
pseudoefedrin + desloratadin 6 0,70 %
tetryzolin + antazolin 3 0,35 %
tobramycin + dexametazon 2 0,23 %
amoxicilin + inhibitor betalaktamazy 1 0,12%
bacitracin + neomycin 1 0,12 %
neomycin + bacitracin 2 0,23 %

4. Vysledky vztahujice sa na obdobie preskripcie v
Dg. J30.0 —J30.4 znazornuje graf 5. Ide o sledovanie
konkrétnych mesiacov v roku vo vzt'ahu k mnozstvu
lieku v danom obdobi. Ich najvyssi pocet bol vydany
v mesiacoch marec a april s rovnakym percentudl-
nym zastipenim, a to 13,01 %. S mierne niz$im
percentom (11,85 %) boli lieky expedované v januari.
S hodnotou nad 9 % sa objavili mesiace februar a
jun. Najmenej vydanych liekov bolo koncom roka v
decembri s frekvenciou 3,14 %.

Vzhl'adom na ro¢né obdobia sa najviac receptov
spracovalo pocas jari (marec — mdj) s frekvenciou
34,61 %.

Analyza preskripcie

Z vyselektovaného poctu receptov na zaklade
hore uvedeného vyvojového diagramu sa v grafe
6 uvadzaju jednotlivé pocCty receptov v ramci
konkrétnych farmakologickych skupin.

Pacientom s alergickou rinitidou boli najcCastej-
Sie aplikované antihistaminika (60,74 %) a kortikoi-
dy (29,27 %). Nasledovali imunopreparaty (6,85 %).
Najmenej indikované sa zdaju byt antileukotriény
(1,28 %). Tesne nad 1 % sa umiestnili kombinované
preparaty. Od nich v niZSom zastupeni sa vyskytli
uz len antibiotika (0,82
vynimoc¢nych pripadoch.

%) predpisované vo

V ramci konkrétnych farmakoterapeutickych

skupin sa vSak nachadza viacero lieciv. Pri kazdom

pacientovi bolo lieivo zapocitané¢ vzdy len raz.
Jednotlivé zastupenie je zobrazené v tabulke 2.

Niektoré z uvedenych lieiv su obsiahnuté v
preparatoch vo fixnej kombinacii. Tie, ktoré sa
vyskytli v ramci uvedenej prace su obsiahnuté v
tabul’ke 3.

DISKUSIA

Alergicka rinitida predstavuje ochorenie nosove;j
sliznice vyznacujice sa paroxyzmalnym opakova-
nym kychanim, vodnatou rinoreou a upchatim nosa.
Polindza je sezonna alergicka rinitida spdsobena
pelovymi antigénmi, Casto komplikovana alergic-
kou konjunktivitidou. Histopatologicky sa sleduje
zapal mnosovej sliznice exsudativneho charakteru
(Okubo a kol., 2017). S prihliadnutim na patogenézu
ochorenia sa v najnovsich stadiach objavuju
informacie ohl'adom terapie AR, kde st pacienti v
prevaznej miere lieCeni antihistaminikami ako prva
volba, za nimi nasledujii kortikoidy aplikované
intranazalne (Kawauchi a kol., 2019). Ako vyplyva z
predkladanej studie, v roku 2020, kedy sa realizovala
analyza preskripcie lieciv, bola na Slovensku
(vychod) sledovana rozsiahla polindza, teda pelova
alergicka rinitida. Jej vyskytu nasvedCuje velké
mnozstvo spracovanych receptov v diagnoézach J30.0
— J30.4, v celkovom pocte 1944. Z tohto cCisla sa

odratali recepty indikované pediatrickej a geriatrickej
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populacii, ked’ze sa stadia venuje vekovému rozpitiu
adolescencie a dospelosti. Z analyzy sa vylucila aj
opakovana preskripcia lieiv u toho istého pacienta,
¢im sa dospelo ku koneénému poctu spracovanych
receptov v pocte 861, ktorym z 31,01 % prisluchala
alergicka rinitida zapri¢inena pel'om (J30.1).

Pacienti trpiaci alergickou rinitidou pocituju
nielen vyrazne znizenu kvalitu Zivota, ale disponuju
aj vys8im rizikom vzniku tazkej formy bronchiélnej
astmy, s ¢im prirodzene rastie aj navstevnost’ lekara,
naroky na zdravotn starostlivost a v krajnych
pripadoch aj ich hospitalizacia (Busse a kol., 2020).
Kedze sa AR vyskytuje prakticky v kazdom veku,
nie je prekvapenim, Ze jej vysoky vyskyt bol
pozorovany v detskom veku, u adolescentov a aj
v mladom dospelom veku (Passali a kol., 2018). Z
vysledkov predkladanej Studie plynie, ze ochorenie
alergickej rinitidy sa najCastejSie vyskytovalo v
obdobi adolescencie a v mladom dospelom veku
15 — 24 rokov (24,27 %). Najmenej receptov bolo
predpisovanych pacientom od 25 do 34 rokov
(13,94 %). V ramci pohlavia sa objavil fenomén,
kde vo veku od 15 do 30 (eventualne 35 rokov) bola
frekvencia preskripcie medzi muzmi a Zenami tak-
mer vyrovnana, pripadne sa do mierneho popredia
dostali muzi. Toto zistenie zodpoveda vysledkom
studie v ramci Europy z roku 2020, v ktorej bol
najcastejsi vyskyt senzibilizacie na alergény u deti
a mladych dospelych. Podla stidie mali najvyssiu
mieru vo veku do 30 rokov mladi muzi (Beutner a
kol., 2020). Od vekovej hranice 35 rokov sa ale do
zna¢ného popredia dostali zeny, ako to vyplyva z
grafu vo vysledkoch (vid’ graf 1).

Sezénna AR dosahuje svoj vrchol na jar, v priebe-
hu marca a aprila, a v jeseni, od augusta do septembra
(Xi a kol., 2020). Analyzované recepty za rok 2020
na Slovensku boli tiez vo zvySenej miere spracované
pocas jari (marec — m4j) s frekvenciou 34,61 %. Ich
vyssi pocet bol nepretrzite zaznamenany az do juna s
naslednou tendenciou poklesu a v zapéti s narastom
v septembri. V d’alSich jesennych mesiacoch mala
preskripcia klesajuci charakter, pricom prekvapivy

narast bol zaznamenany v zimnych mesiacoch januar
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a februar, pricom islo pravdepodobne o preventivne
uzivanie preparatov ako pripravu na jarné obdobie
charakteristické vysSim vyskytom alergénov.
Manazment liecby AR prioritne zahfna vyhyba-
nie sa alergénom a terapiu systémovymi a/alebo
lokdlnymi antihistaminikami samostatne alebo v
kombinacii so systémovymi a/alebo lokalnymi
kortikoidmi. Aplikuju
ticholinergikd a

sa aj dekongestiva, an-
antagonisty  leukotriénovych
receptorov. Protokoly lieCby su rozne. StarSie Stu-
die odporucaju intranazalne kortikosteroidy na
pociato¢nit liecbu pretrvavajucich priznakov ov-
plyviigjucich kvalitu zivota pacienta a nesedativne
antihistaminika druhej generacie pre mierne in-
termitentné prejavy ochorenia (v porovnani s
antihistaminikami generacie

prvej maju  an-

tihistaminika  druhej  generacie lepSi  profil
nepriaznivych ucinkov a spésobuji mensiu sedaciu,
s vynimkou cetirizinu) (Sur a Plesa, 2015). V
sucasnosti revidované smernice pre lieCbu alergic-
kej rinitidy odporucaji pouzivat antihistaminika
druhej generacie, najmi intranazalne, ¢im zlepsuju
skore nazalnych symptomov (kychanie, vytok z
nosa, upchatie nosa, svrbenie nosa) s rychlejsim
nastupom ucinku a efektom podobnym intranazal-
nym kortikosteroidom (Hoyte a Nelson, 2018;
Kawauchi a kol., 2019). Intranazalne antihistaminika
maju tiez rychlejsi nastup ucinku v porovnani s
oralnymi antihistaminikami (Hoyte a Nelson, 2018).
Pacienti so zavaznejsim ochorenim neodpovedajici
na Standardné postupy s/bez liecby druhej linie by
mali podstupit’ imunoterapiu (Sur a Plesa, 2015).

Z predkladanej stidie vyplyva, Ze najCastejSie
predpisované boli antihistaminikd s percentualnym
zastipenim 60,74 %. Nasledovali kortikosteroidy,
ktoré tvorili 29,27 % zo vSetkych lieCiv. Niz§imi
percentami preskripcie boli zastipené antileuko-
triény, lieCivom montelukast (1,28 %) a lokalne
posobiace antibiotikd (0,82 %). O nizkom profile
aplikacie montelukastu napoveda nedavne zistenie
stvisiace s vyvojom jeho mneuropsychiatrickych
neziaducich ucinkov. FDA upozornila na opatrnost’
pri jeho pouziti. Podlieha aj indikacnému obmedzeniu



(Rajput a kol., 2020).

Cielom predmetnej Stidie bolo zhodnotit
farmakoterapiu alergickej rinitidy praktizovanu na
Slovensku, pricom sa zistilo, Ze najrozsirenejSia
forma AR bola polin6za. Praca Sur a Plesa (2015)
prinasa praktické informacie pre pacientov s aleric-
kou rinitidou, teda aj polinézou. Uvadzaju, ze v liec-
be je prospesné zvazit aj zvlhcovanie nosa solnym
roztokom samostatne alebo ako formu adjuvantnej
liecby. Zaroven poukazuju na to, ze dojCenie, resp.
oneskorené prijimanie pevnej stravy v tomto obdobi,
kontakt s domacim milacikom v detstve, pouzivanie
systémov na filtraciu vzduchu nemaji preukdzanii
G¢innost v prevencii alergickej rinitidy. Dalsie
odporucania tykajuce sa alergikov, polinotikov,
zverejnil aj Narodny portal zdravia. Tymto pacientom
odporuca v ¢ase maximalneho vyskytu alergizujuceho
pelu obmedzit’ pohyb v prirode alebo pouzivat
pelové masky, dychat’ viac nosom ako tustami a
nezabudat’ na ochranu o¢i Sportovymi okuliarmi.
Po navrate z vonku sa odporuca osprchovat, umyt
si aj vlasy (v nich sa zachyti najviac pelu), tvar a
vymenit’ si obleCenie (dat ho do miestnosti mimo
spalne). Zaroven je prospeSny pobyt vonku po dazdi
a v domacom prostredi pouzivat’ proti pelové sietky
alebo cisticky vzduchu (NPZ).

ZAVER

Liecba alergickej rinitidy by mala zohladnovat
vek pacienta a zavaznost priznakov. Optimalne
by mala zahfhat

vyhybanie sa alergénom a

farmakoterapiu doplnit’ nefarmakologickymi
postupmi. V prvej linii farmakologickej liecby
alergickej rinitidy sa odporucaji antihistaminika a
kortikoidy aplikované lokalne alebo systémovo, v

kombinacii alebo samostatne.
PODAKOVANIE
Vysledky —predkladanej bolo

spracovat vdaka datam poskytnutym z Lekdrne
Pharmacia, Dlhy rad 6, Bardejov a Dr. Max, OC

Studie mozné

Hypernova, Mlynska 2, Bardejov. Zaroven sa na
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v tychto lekdarnach, Klaudia Adamojurkova. Touto

cestou sa im chcem podakovat.
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POKYNY PRE AUTOROV

ZAMERANIE CASOPISU

Folia Pharmaceutica Cassoviensia je vedecky
Casopis zalozeny v roku 2019 a vydavany Univerzitou
veterinarskeho lekarstva a farmacie v KoSiciach,
SR. Casopis je vydavany $tvrtrone a uverejiiuje
povodné Studie prinasajuce najnovSie poznatky z
farmaceutickej a biomedicinskej oblasti, prehl'adové
clanky a kazuistiky z lekarenskej a z klinickej
praxe. Okrem toho sa v Casopise publikuju aj kratke
oznamenia zamerané na rychle uverejnenie poznatkov
o aktualnych vedeckych problémoch a objavoch vo
farmacii a medicine. Casopis neuverejiiuje spravy
o vedeckych podujatiach a redakciou nevyziadané
recenzie.

Autori st zodpovedni za originalitu zaslanych
prispevkov, spravnost’ ich obsahu a za to, Ze
predkladana praca alebo jej ¢asti neboli publikované
alebo zaslané na publikovanie inde.

Autori zasielaju prispevky elektronicky vo
formate textového procesora MS Word alebo vo
formate RTF. O zaradeni prispevkov do casopisu
rozhoduje redakénd rada na zaklade posudkov
aspont dvoch anonymnych recenzentov. Prispevky
schvalené na publikovanie sa zasielaji autorovi spolu
s recenznymi posudkami na pripadné¢ doplnenie
alebo prepracovanie. Autor vrati redakcii upraveny
rukopis a pripoji pisomné stanovisko k navrhom a
pripomienkam recenzentov. Rozhodnutie redakcnej
rady o prijati alebo zamietnuti prispevku je konecné.

Za uverejnenie ¢lanku v Casopise sa nevyzaduju

ziadne poplatky.
VSEOBECNE ZASADY

Prispevky sa uverejiiuju v slovenskom, ¢eskom
alebo anglickom jazyku. Ak je prispevok pisany v
inom ako anglickom jazyku, vyZaduje sa nazov prace,
abstrakt a klI'icové slova v anglictine.

Kompletny text rukopisu vratane fotografii,
obrazkov, tabuliek a grafov sa zasiela v elektronickej
forme na nasledovni adresu: folia.pharma@uvlf
alebo zuzana.holeckova@uvlf.sk. Ak rukopis

nespiita pokyny pre autorov, redakéna rada si

vyhradzuje pravo vratit' rukopis autorom pred jeho
posudenim recenzentmi.

Pri pisani prispevku (vcitane grafov, tabuliek a
pod.) je potrebné zachovavat’ jednotny $tyl a format
prace (Times New Roman, velkost’ pisma 12 bodov,
riadkovanie 1,5, okraje 2,5 cm, zarovnanie podla
okrajov).

Pri zasielani rukopisu autori pripajaju prehlase-
nie, ze ich ¢lanok je pévodny, nebol publikovany ani
zaslany na publikaciu inde.

Ak Stadia hodnoti
lekarske alebo vedecké zariadenie/pomodcku, alebo

farmaceuticky produkt,

iny komerc¢ny vyrobok, autori informuju vydavatela

dovernym listom o akomkolvek finan¢nom
zainteresovani, ktoré existuje v ramci spolo¢nosti,
ktora takyto produkt vyraba, alebo pripadnej

konkurencnej spolocnosti.

Pouzivanie jednotiek. V texte sa zasadne pouziva
medzinarodny systém jednotiek (SI). Iné jednotky je
nevyhnutné vysvetlit’ a definovat’.

Skratky a symboly. Pri volbe fyzikalnych
alebo fyzikalno-chemickych symbolov je zavdzny
IUPAC Manual of Symbols and Terminology for
Physicochemical Quantities and Units (Pergamon
Press, Oxford, 1993). Pouzivaju sa len Standardné
skratky. Odporaca sa vyhybat’ sa skratkdm v nazve
a v abstrakte. Skratky by sa mali pouzivat’ len pri
ich ¢astom opakovani. Pri prvom pouziti skratky v
texte sa pripoji jej vysvetlenie v zatvorke, pokial sa
nejedna o Standardnu jednotku merania.

Nazvoslovie a terminologia. V texte je potrebné
pouzivat’ Standardné slovenské nazvoslovie v zmysle
platnych odporticani [IUPAC. Detailné instrukcie pre
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anglicky pisany text sa nachadzaju v publikaciach
IUPAC Brief Guide to the Nomenclature of Inorganic
Chemistry IUPAC 2015, Pure App. Chem. 87, 1039-
1049, © TUPAC & De Gruyter 2015 and Nomenclature
of Organic Chemistry, ITUPAC Recommendations
and Preferred Names 2013, Royal Society of
Chemistry, Cambridge 2014. Je vhodné vyhnut sa
novym trivialnym nadzvom. Nové zluceniny musia
byt pomenované systémovym nazvoslovim podla
IUPAC.

Pri uvadzani latok izolovanych z prirodnych
zdrojov sa latinsky uvedie nazov zdroja (napr. rodovy
a druhovy nazov rastliny) a prislusna cel'ad’. Lieciva
sa uvadzaji INN nazvom v slovenskej, ceskej, resp.
v anglickej mutacii a to podl'a jazyka, v ktorom je
rukopis napisany. Ak je znamy liekopisny nazov, tak

sa uprednostni, resp. pripustné su obidva.

Priklady:

bisfosfonat (nie bifosfonat), adrenalin/liekopis (nie

paracetamol (nie acetaminofén),
epinefrin/INN), hydroxykarbamin (nie hydroxyurea),
kromoglykan (nie chromoglykan), cholestyramin (nie
colestyramin, kolestyramin), litium (lithium), manitol
(nie mannitol).

Latinské terminy sa pisu kurzivou.

V texte treba rozliSovat’ pojmy ,,liecivo* a ,,a¢inna
latka“. ,,U¢inna latka“ je latka alebo zmes pouZita
ako vstupna surovina pri vyrobe lieku, ktora sa po
skonceni vyrobného procesu lieku stane lie¢ivom.
,LieCivo® je chemicky jednotnd alebo nejednotna
latka Tudského,

chemického povodu, ktora je nositel'om biologického

rastlinného, zivoc¢iSneho alebo
ucinku vyuzitelného na ochranu pred chorobami,
na diagnostiku chor6b, liecenie chordb alebo na
ovplyvniovanie fyziologickych funkecii.

Pre lieky sa uvadza firemny nazov a drzitel
registracie, resp. vyrobca a krajina (pri ich prvom
pouziti), Priklad: Panadol Junior (GlaxoSmithKline
Consumer Healthcare Czech Republic s.r.o., Ceska
republika), IMMODIN (IMUNA PHARM, as.,
Slovensko), Azibiot (KRKA, d.d., Novo mesto,
Slovinsko).

Fotografie,

obrazky, grafy. Aby sa vyhlo
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pripadnym nepresnostiam ¢i chybam, odporucame
umiestnit’ fotografie, obrazky a grafy priamo do textu
¢lanku a v texte uviest’ odkaz na prislusnu fotografiu,
obrazok a graf, napr. (vid’ obr. 1). Fotografie maju mat’
minimalne rozliSenie na trovni 300 dpi a musia byt
jasné a ostré. Vzhl'adom na technické komplikéacie,
ku ktorym moéze dojst’ pri konvertovani farebnych
obrazkov pre potreby Cierno-bielej tlace sa odporuca

zaslat’ obrazky a ilustracie vo verzii vhodnej pre takuto
tla¢. V Casopise mozu mat’ obrazky a ilustracie Sirku
len 8,5 cm a nachadzat’ sa na strane Sirokej 17,5 cm,
preto by velkost’ pismen v legende mala zodpovedat
tymto rozmerom (Times New Roman 10). Obrazky,
fotografie a grafy maji byt oramované, priebezne
oc¢islované a mé k nim byt pripojeny prislusny text
tykajtici sa obsahu a pripadne aj zdroja. Cislo a text
nema byt stdastou fotografie/obrazku/grafu. Cislo
a ndzov obrazku, fotografie a grafu sa ma umiestnit’
nad a prislusny text tykajici sa obsahu a pripadne
aj zdroja (legenda) sa ma umiestnit’ pod nimi. Pri
mikrofotografiach text obsahuje aj udaje o mierke a
technike farbenia. Hlavné objekty, zmeny a zistenia
sa v mikrofotografiach oznacuju Sipkou alebo inym
symbolom, ktory je vysvetleny v legende.

Ak sa nejedna o vlastny obrazok/fotografiu, pre
kazdy obrazok/fotografiu sa v legende uvadza zdroj.

TabuPky majui byt priebezne cislované a

maji  obsahovat podstatné a dolezité udaje,
ktoré sa nenachiddzaju v texte. Cislo a prislusny
opis (ndzov) sa uvadza nad tabulkou. Tabulky

obsahuju vodorovné a zvislé Ciary, ktoré podporuju

prehl'adnost” zverejnenych tidajov. Pod tabul'kou sa
uvadza vysvetlenie symbolov/skratiek pouzitych v
tabulke vratane Statistiky (legenda).

Etické popise

vykonavanych na zvieratach sa uvadza, ¢i boli

aspekty. Pri experimentov

schvalené etickou komisiou a ¢i boli dodrzané
prislusné aktudlne legislativne opatrenia, ktoré sa
vzt'ahuji na tito oblast’ ako aj &islo povolenia Statnej
veterinarnej a potravinovej spravy SR. Pri klinickych
studiach sa uvadza, ¢i boli schvalené prislusnou
etickou komisiou.

Statistika. Pri opise pouzitych Statistickych



metod sa uvadzajii informacie potrebné na to, aby
si informovany Citatel mohol na zdklade pdvodnych

vysledkov overit’ ich spravnost’.
STRUKTURA PRISPEVKOV

Kazdy prispevok ma byt tematicky kompletny.
Odporucany rozsah pre odborny c¢lanok (poévodnu
stadiu) je 12 stran, pre prehl'adovy ¢lanok 15 stran a
pre kazuistiku 7 stran.

Hlavny text prispevku sa za¢ina nazvom
prispevku v slovenskom alebo v ¢eskom jazyku a
nasledne sa uvedie nazov v jazyku anglickom, ktory
ma byt struény a vystizny (velké tucné pismena,
vel'kost’ pisma 14, zarovnanie na stred). Pod ndzvom
sa uvadzaju celé mena autorov (priezvisko, krstné
meno/mena), pod nimi pracovné zaradenie autorov
(institucia) a Stat a nakoniec e-mailova adresa prvého/
korespondujiceho autora (vSetko zarovnané na stred).
Pri empiricky orientovanych Studiach je potrebné
dodrzat’” usporiadanie rukopisu do nasledovnych
Castii: ABSTRAKT, UVOD, MATERIAL A
METODY, VYSLEDKY, DISKUSIA, ZAVERY,
(PODAKOVANIE), ZOZNAM LITERATURY.

Kazdy nadpis sa uvadza na osobitnom riadku
(velké tucné pismo, velkost' 12). Nad nim a pod
nim sa vynechd volny riadok. Kazdy odsek zacina

zarazkou

ABSTRAKT

Vyzaduje sa abstrakt v anglictine (tu¢né pismo,
velkost 12). Jeho dizka by nemala presiahnut’ 250
slov. Abstrakt strucne prezentuje ciel’ a relevantnost’
studie, zakladné postupy, hlavné zistenia a vyvodené
zavery. Zdoraziuje nové a dolezité aspekty Studie a

pozorovani.

Key words: Klicové slova (3—10) sa uvadzaju
v slovenskom resp. ¢eskom a v anglickom jazyku

v abecednom poradi pod abstraktom, od ktorého

st oddelené jednym volnym riadkom. Oddel'uju sa

bodkociarkou.

UVoD
Uvadza sa struény prehlad problematiky.
Namiesto podrobného literarneho prehladu je

vhodnejsie sustredit’ sa na striktne relevantné
zdroje bez zahrnutia podrobnych tidajov a zaverov
prezentovanych v tychto zdrojoch. Uvod sa ma

koncit cielom, ktory si autori vytycili.

MATERIAL A METODY
Prezentuje sa podrobny popis a charakteristika
objektov pozorovania/experimentov, vratane kontrol.
Identifikujii sa pouzité metddy, pristroje (meno a
adresa vyrobcu v zatvorke) a postupy s dostato¢nymi
podrobnostami na to, aby ich bolo mozné
reprodukovat’. Cituju sa zavedené metddy a ich zdroje
a strucne sa opisuji metddy, ktoré boli publikované,
ale nie su vel'mi zname. Poskytuje sa kompletny
opis novych alebo podstatne modifikovanych metod,
dovody ich pouzitia a ich pripadné obmedzenia.
Presne sa identifikuju vSetky pouzité lieCiva a
chemikalie vratane ich generického ndzvu, davky a
sposobu podévania.
Poskytuju sa kompletné informacie o Statistickych

metodach a opatreniach pouzitych vo vyskume.

VYSLEDKY

Pri uvadzani vysledkov sa pouziva medzinarodny
systém jednotiek (SI).

Prezentécia vysledkov ma byt vystizna, s logickou
nadvéznostou a vyuzivanim tabuliek a nazornych
grafov. V tabul'kach a grafoch je potrebné vyhnut
sa duplicite prezentovanych vysledkov. V texte sa
zdoraziuju a sumarizuju len doélezité pozorovania.
Tam, kde je to vhodné/potrebné, tabulky maju
obsahovat’ vysledky Statistickej analyzy (hladiny
vyznamnosti

DISKUSIA

Zdoéraznuju sa nové a dolezité aspekty Stadie,
ktoré vedu ku kone¢nym zaverom. Je potrebné
sa vyhnut podrobnému opakovaniu udajov  uz
spomenutych v ¢astiach Uvod a Vysledky. Diskusia

ma obsahovat zhrnutie prezentovanych zisteni,
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relevantné obmedzenia a vyznam tychto zisteni pre
dalsi vyskum. Vysledky Stadie su porovnavané s
publikovanymi vysledkami inych autorov.

ZAVERY

Davajt sa do suvislosti zavery s cielom Studie. Je
potrebné sa vyhnut nekvalifikovanym vyhlaseniam a
zaverom, ktoré nie su plne podporované ziskanymi
udajmi. Tam, kde je to vhodné, mozu sa uvadzat

odportcania.

PODAKOVANIE
(Kurzivou) Ak je to potrebné, uvadza sa
pod’akovanie (grant, S$pecialne analyzy, technicka

podpora...).

ZOZNAM LITERATURY

Vsetky zdroje uvedené v zozname musia byt
citované v texte.

Pouzité zdroje sa v zozname uvadzaji v abeced-
nom poradi (podla priezviska prvého autora), a kazdy
z nich sa zacina pisat’ na novy riadok s odsadenim.
Zdroje musia obsahovat’ priezviskd a inicialy

vSetkych autorov. Neodportaca sa pouzit’ nadmerny

pocet citacii na podporu jedného vyhlasenia.
Od
overitelnych a

iba
zdrojov z

autorov sa vyZaduje pouZitie
recenzovanych
celosvetovo akceptovanych vedeckych databaz.

V texte sa cituje/t autor/i priezviskom a rok
publikovania. V slovenskom a Ceskom jazyku sa
pouzivaju spojky ,,a“ a ,,a kol.”“, ak je rukopis v
anglickom jazyku spojky ,,and“ a ,,et al.*“. Viacnasobné

citdcie sa uvadzaju v chronologickom poradi (od

najstarSej po najnovsiu).
Pri pisani zdrojov Styl a interpunkcia ma
zodpovedat’ prikladom uvedenym nizsie:

W

Casopis
inicidla/y autora /ov. Cely nazov c¢lanku, nazov

(vedecky/odborny): Priezvisko/a a

Casopisu (kurzivou), rok publikicie, rocnik a
prislusné strany. Cislo casopisu sa uvedie (v zatvorke)
len vtedy, ked’ sa v ¢asopise neuvadza rocnik. Mozno

uviest’ skrateny ndzov Casopisu, ak sa takyto nachadza
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v Standardnom ISO zozname skratenych nazvov
Casopisov. ISSN C¢islo sa nevyzaduje:

Bagirova, V. L., Mitkina, L. I.: Determination of
Tartrazine in drugs. Pharm. Chem. J. 2003, 37, 558 —
5509.

Vetulani, J.: Drug addiction, part II. Neurobiology
of addiction. Pol. J. Pharmacol., 2001, 53 (4), 303 —
317.

Pri zdrojoch v slovenskom alebo ¢eskom jazyku
je potrebné do hranatej zatvorky uviest nazov ¢lanku/
knihy a i.

Zummerova, A., Kolesarova, M.: Adherencia
pacientov k lie¢be reumatoidne;j artritidy [Adherence
of patients to the therapy of rheumatoid arthritis].
Folia Pharmaceutica Cassoviensia, 2020, 2 (3), 69 —
78.

Kniha (editovana, needitovana):

Mena a inicidly autorov citovanej Casti knihy,
autori/editori knihy, nazov knihy (kurzivou), miesto
vydania, vydavatel’, rok vydania, celkovy pocet stran
alebo citované strany (ISBN sa nevyzaduje):

Choi, C. K., Dong, M. W.: Chapter 5 — Sample
preparation for HPLC analysis of drug products.
In Ahuja, S., Dong, M. W. (Eds.). Handbook of
Pharmaceutical Analysis by HPLC. United Kingdom:
Elsevier, 2005. 123-144.

Podczeck, F.,
Capsules, 2nd edn., Pharmaceutical Press, 2004. 66—
67.

Zbornik z konferencie: Mena a inicialy autorov.

Jones, B. E.: Pharmaceutical

Cely nazov c¢lanku. Nazov zbornika/konferencie,
miesto a datum konania, rok publikacie, celkovy
pocet stran alebo citované strany:

Canganella, F., Balsamo, R.: Isolation and selection
of probiotic microorganisms with antagonistic activity
against Paenicibacillus larvae and Paenicibacillus
alvei. In Proceedings of the International Probiotic
Conference: Probiotics for the 3rd Millenium, High

Tatras, Slovakia, June 4 — 7, 2008, 28 — 29.

Online casopis:

Simon, J. A., Hudes, E. S.: Relationship of



ascorbic acid to blood lead levels. JAMA 1999, 281,
2289 — 2293, http://url. Accessed July 11, 2009.

Pri zdroji v slovenskom/Ceskom jazyku sa uvadza
[cit. 2021-01-30].

Online website:

King, M. W.: The Medical Biochemistry Page.
http://themedicalbiochemistrypage.org. Updated July
14, 2009. Accessed July 14, 2009.

PREHEADOVE CLANKY

Publikuju sa aj clanky, ktoré prezentuju suhrnné
informacie o vyznamnych aspektoch vo farmacii a
medicine s relevantnou historickou perspektivou.
Odporucana Struktira prehladovych clankov je
nasledovna:

NAZOV/AUTORI — nazov (aj v angli¢tine) ma byt
struény a informativny.

ABSTRAKT (v angli¢tine) —uvadza ciele a vysledky
prehladu s kl'a¢ovymi slovami (3-10).

UVOD - poskytuje informacie o kontexte, indikuje
motivaciu autora/autorov prehl'adu, definuje prislusné
zameranie a otazky pre vyskum a vysvetl'uje Strukturu
textu.

MATERIAL A METODY - opisuje/sumarizuje
metddy pouzité pre lokalizaciu, ziskavanie, selekciu
a syntetizovanie udajov.

Hlavna ¢ast’prehl’adového ¢lanku—pre prehl'adnost’
sa pouzivaju relevantné podnadpisy.

ZAVER - Zodpovedanie otizok pre vyskum,
polozenych v uvode.

ZOZNAM LITERATURY - Potvrdzuje prace inych
vedcov — zabrafiuje obvineniam z plagiatorstva.
Neodportica sa pouzit viac ako 100 literarnych

zdrojov.
KAZUISTIKY

Publikuju sa aj c¢lanky, ktoré prezentuju spravy

o vynimo¢nom pripade uréitého lieCiva, resp.

substancie ¢i zmesi a jej neobvyklého ucinku alebo

opis zaujimavého klinického pripadu, choroby a pod.
Odporucana Struktara kazuistik je nasledovna:
NAZOV/AUTORI — nazov (aj v angli¢tine) méa byt
stru¢ny a informativny.

ABSTRAKT (v angli¢tine) — skratena verzia celého
textu s kl'aCovymi slovami (3-10)

UVOD - vysvetluje dovody, pre ktoré bol dany
pripad opisany

OPIS PRIPADU/PRIPADOV -

kazuistiky - uvadza sa priebeh, liecba, prognoza a

hlavna cast’

ukoncenie pripadu

DISKUSIA - zdoraziiuju sa zaujimavé aspekty
pripadu

ZAVER - opisuji sa savislosti medzi hlavnymi
zisteniami/pozorovaniami a ciel'om prace
ZOZNAM LITERATURY

RECENZIA

Publikuju sa aj kritické rozbory odborného diela
(napr. knihy, ¢lanku), ktoré obsahuju odovodnené
hodnotenie. Odporuc¢ana Struktira recenzie je
nasledovna:

ZAKLADNE INFORMACIE - uvéadza sa ndzov
knihy (¢lanku, Casopisu), mena autorov (priezvisko,
inicialy), miesto vydania a nazov vydavatel'stva, rok
vydania, pocet stran, odporucana cena, ISBN

OBSAH KNIHY (CLANKU, CASOPISU) -
opisuju sa dolezité informécie, napr. ¢im kniha
(¢lanok, ¢asopis) recenzenta zaujala/sklamala.

VYZNAM KNIHY (CLANKU, CASOPISU) -

uvadza sa jej vyuzitie pre odbornl verejnost.

Redakcna rada
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