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ABSTRAKT

Karbonické anhydrazy (CA), zname aj ako
karbonické dehydratazy, si skupinou enzymov
znamych od roku 1933. Aktivne miesto vicSiny
CA obsahuje ion zinku, preto CA klasifikujeme
ako metaloenzymy. CA katalyzuji reverzibilnu
premenu oxidu uhli¢itého a vody na bikarbonait a
protén. Tato reakcia je esencidlna pre Zivot pro-
karyotov aj eukaryotov. U cicavcov je znamych 16
izoforiem CA. Studia prinasa prehlad poznatkov
tykajucich sa inhibicie a aktivacie CA a ich poten-
cialne vyuzitie v terapii réznych ochoreni. Inhi-

bicia CA méZe byt’ potencidlnym terapeutickym

nastrojom nielen v liecbe nadorovych ochoreni,
ale aj obezity, infekcii, glaukému, kym aktivacia
CA moéze mat’ potencial pri terapii Alzheimerovej
choroby.

Krucové slova: aktivatory karbonickych an-
hydraz; inhibitory karbonickych anhydraz; izo-
formy karbonickych anhydraz

ABSTRACT
Carbonic anhydrases (CAs), also known as car-

bonic dehydratases, are a group of enzymes known
since 1933. The active site of most CAs contains a



Obr. 1: Reakcia vzniku bikarbonatu posobenim CA
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zinc ion, so we classify them as metalloenzymes.
CAs catalyze the reversible conversion of carbon
dioxide and water to bicarbonate and proton. This
reaction is essential for the lives of both prokary-
otes and eukaryotes. In mammals, 16 isoforms of
CA are known. The study provides an overview of
the knowledge related to the inhibition and activa-
tion of CA and their potential use in the therapy of
various diseases. CA inhibition may be a potential
therapeutic tool not only in the treatment of can-
cer, but also obesity, infections, glaucoma, while
CA activation may have potential in the treatment
of Alzheimer’s disease.

Key words: carbonic anhydrase activators;
carbonic anhydrase inhibitors; carbonic anhydra-
se isoforms

UVOD

Karbonické anhydrazy (CA), zname aj ako de-
hydratazy, su skupinou transmembranovych metalo-
enzymov znamych od roku 1933. Metaloenzymy su
enzymy, ktorych proteiny obsahuju viazany kovovy
prvok. U CA je kovovym prvkom zinok. CA kataly-

zuju reverzibilnt reakciu oxidu uhlic¢itého a vody na

bikarbonat a proton. Tato chemicka reakcia je esen-
cialna pre existenciu prokaryotov aj eukaryotov. CA
sa v bunkach nachadza za fyziologickych aj patolo-
gickych podmienok, pricom sa vyvijaju ich inhibitory
alebo aktivatory v podobe lie¢iv so Sirokym zamera-
nim sa na mnoh¢ ochorenia.

Ciel'om $tudie bolo opisat’ inhibitory a aktivatory
karbonickych anhydraz. Inhibicia CA mdze byt po-
tencidlnym terapeutickym nastrojom nielen v liecbe
nadorovych ochoreni, ale aj obezity, infekcii, glauko-
mu, kym aktivacia CA mdze mat’ potencial v terapii
Alzheimerovej choroby.

1. Fyziologické funkcie karboanhydrazy

CA maju v organizme rozne dolezité funkcie. Pri-
kladom je reverzibilna hydratacia oxidu uhli¢ité¢ho. Je
to reakcia premeny oxidu uhli¢itého a vody na kyse-
linu uhlic¢ita. Tato kyselina z velkej ¢asti disociuje na
bikarbonat a proton. Bez CA by bola reakcia pomala.
Priebeh reakcie je zndzorneny na obrazku 1.

Vo vsetkych zivych organizmoch je aktivita CA
spojena s fyziologickymi a patofyziologickymi pro-
cesmi. Su to deje suvisiace s transportom a dodavkou
CO, alebo HCO,, homeostazou pH, sekréciou elek-
trolytov, biosyntetickymi procesmi a fotosyntézou.

V CNS sa CA podiel'aju na neuronalnej signali-



Obr. 2: Vstup CA do glukoneogenézy
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zacii. Reverzibilna hydratacia CO, prispieva k do-
stupnosti i6nov. Ide o i6ny, ktoré st nevyhnutné pre
GABA-ergni a glutamat-ergni funkciu neurénov.
GABA-ergny systém je skupina neurénov a nervo-
vych drah, ktory pri prenose nervového vzruchu po-
uziva kyselinu gama-aminomaslovi (GABA). Uve-
dena kyselina je hlavny inhibi¢ny neurotransmiter v
mozgu. Pre GABA-ergnu funkciu su potrebné iony
ako bikarbonat a protony, ktoré st schopné regulovat’
zmeny pH v extra/intracelularnom priestore (Barre-
si a kol., 2021). Glutamat sprostredkovava excitaény
prenos v mozgu. Ma vyznamnu funkciu v procese
ucenia a pre pamit. Znizena hladina glutamatu sa
spdja s viacerymi ochoreniami. Prikladom je epilep-
sia, Huntingtonova choroba, ale aj Rassmusenova en-
cefalitida (Varadkar a Cross, 2015; Rebec, 2018; Kim
a kol., 2020).

Medzi biosyntetické procesy, do ktorych su CA
zahrnuté, patri glukoneogenéza, lipogenéza a ure-
osyntéza. Glukoneogenéza ako proces novotvorby
glukozy z necukrovych substratov ¢i aminokyse-
lin ma za tlohu udrzat' hladinu glykémie v norme.
Glukoneogenéza prebicha len v peceni, oblickach a
enterocytoch. Na obrazku 2 je znazorneny vstup CA
do procesu glukoneogenézy. Lipogenéza v biochémii

znamend premenu mastnych kyselin a glycerolu na

tuky. CA st nevyhnutné pre poskytnutie bikarbona-
tu pre zvysenie lipogenézy (Chegwidden a Spencer,
1996). Uginnost’ sulfénamidov pri inhibicii lipogené-
zy koreluje s ich ucinnost'ou ako inhibitorov aktivi-
ty CA. Zvysena uroven lipogenézy bola inhibovana
silnymi a Specifickymi sulfonamidovymi inhibitormi
CA — acetazolamidom.

Ureosyntéza je tvorba mocoviny a predstavuje
najdolezitejsi sposob detoxikacie amoniaku (dusika
aminokyselin). MocCovina sa vytvara v peceni, uvol-
fiuje sa do krvi a vylucuje sa oblickami. Len malé
mnozstvo mocoviny sa u ludi vylucuje aj slinami a
potom. Cyklus ureosyntézy (maly Krebsov cyklus,
ortininovy cyklus) mozno rozdelit’ na 5 na seba nad-
vézujucich reakcii. Mitochondridlna CA je potrebna
pre syntézu mocoviny, lebo poskytuje HCO, pre syn-
tézu karbamoylfosfatu, ¢o je prva reakcia ureosynte-
tického cyklu (Haussinger a kol., 1986).

2. Izoformy karboanhydrazy

U cicavcov je zatial’ rozpoznanych 16 izoforiem
CA (Supuran, 2018). CA VIII, CA X a CA XI nema-
ju katalyticku aktivitu, pretoze vo svojom aktivnom
mieste nemaju zino¢naty i6n (Balamurugan, 2016).
CA maju v organizme mnoho dodlezitych funkcii.

Vyskytuju sa v plicach, mozgu, pankrease, peceni,



Tab. 1: Prehlad izoforiem karboanhydrazy podl'a fyziologického vyskytu

Cytozolové Navmzan’e Mitochondridlne Sekrecné Bez enz.y.m ovel Nevyskytulru e
na membranu aktivity sa u l'udi
CAI CAIV CA VA CA VI CA VIII CAPB
CAIl CAIX CAVB CAX
CAIII CAXII CAXI
CAVII CAXIV
CA XIII CAXV

Zdroj: upravené podl'a Supuran, 2007; Cuffaro a kol., 2020

zl¢niku, svaloch, oblickach a Cervenych krvinkach a
maju ucinky aj v oku. V tabul’ke 1 je uvedeny prehl'ad
znamych izoforiem CA podla fyziologického vysky-
tu.

CA zahfiaju az niekolko izoenzymov vyskytu-
jucich sa v r6znom mnozstve v rdznych tkanivach:
cytozolové (CA 1, CA1I, CA1II, CA VII a CA XIII),
naviazané na membranu (CA IV, CA IX, CA XII, CA
XIV a CA XV), mitochondridlne (CA VA a CA VB),
sekre¢né (CA VI) — vyluc¢ované do mlieka a slin (Cuf-
faro a kol., 2020); bez enzymove;j aktivity. Obrazok 3
znazornuje vyskyt znamych izoforiem CA v bunke i
mimo nej.

Inhibicia alebo aktivacia CA moéze predstavovat
potencialny mechanizmus v terapii mnohych ochore-
ni, napriklad Alzheimerovej choroby, obezity, infekc-
nych ochoreni, nadorovych ochoreni a inych.

3. Inhibicia karboanhydriz a ich potenciilne te-
rapeutické vyuzitie

3.1. Vyuzitie inhibicie p-karboanhydrazy v poten-
cialnej terapii infek¢nych ochoreni

Antiinfektiva su lieky, ktoré sa pouzivaji na liec-
bu infekénych ochoreni. Infekcie mézu byt spdsobe-
né baktériami, virusmi, kvasinkami, plesnami alebo
parazitmi. Antiinfektiva zabranuju ich vzniku, rozvo-
ju alebo komplikéciam spdsobenym infekénymi orga-

nizmami. B-CA je enzym, ktory méze byt inhibova-

ny aromatickymi a heterocyklickymi sulfonamidmi.
Zistilo sa, ze f-CA mdzu byt potencidlnym cielom
inhibicie v mykobaktériach.

Nedavno sa ukazalo, ze CA su dolezité biomole-
kuly pre mnohé baktérie zapojené do 'udskych infek-
cii, ako su Vibrio cholerae, Brucella suis, Salmonella
enterica, Pseudomonas aeruginosa a Helicobacter
pylori. U tychto druhov aktivita CA podporuje rast a
adaptaciu mikroorganizmov v hostitel'ovi alebo mo-
duluje produkciu a virulenciu bakteridlnych toxinov
(Campestre a kol., 2021).

Preto by inhibitory B-CA mohli patrit’ medzi po-
tencidlne antiinfektiva z dovodu zastavenia rastu spo-
minanych baktérii (Supuran, 2010). U¢inok bol po-
zorovany aj u parazitov. Inhibitory sa moézu viazat’ na
centralny atom — zino¢naty i6n, alebo sa mozu viazat
mimo centralneho atomu (Balamurugan, 2016). DNA
Staphylococcus aureus koduje CA — 3 (SauBCA). Je
to potencialny ciel’, ktory moze byt inhibovany ur-
¢itymi aromatickymi a heterocyklickymi sulfénamid-
mi. Skiimali sa anorganické aniony a niektoré d’alSie
malé molekuly pre ich inhibiciu SauBCA. Halogeni-
dy, dusitany, dusi¢nany, hydrogenuhli¢itany, uhlic¢ita-
ny, bisulfity, sirany, stanaty a N, N-dietylditiokarba-
maty boli inhibitory SauBCA. Medzi najucinnejSie
inhibitory SauBCA patrili sulfamid, sulfamat, kyse-
lina fenylborita a kyselina fenylarsonova (Urbanski a
kol., 2021).



Obr. 3: Struktira CA IX
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3.2. Vyuzitie inhibicie karboanhydrazy IX a kar-
boanhydrazy XII v potencidlnej terapii nadoro-
vych ochoreni

V sucasnosti sa vyskum zameriava na pripravu a
testovanie novych zlicenin sulfénamidového typu.
Uginné sulfonamidy by mali selektivne inhibovat’ CA
IX alebo CA XII. Efektivnou inhibiciou tychto dvoch
izoforiem sa docieli spomalenie alebo uplné potlace-
nie novotvorby, proliferacie a migracie nadorovych
buniek.

Vyznamny prinos maju selektivne inhibitory CA
(1CA), ktoré sa znac¢ia vhodnym radionuklidom. Vyu-
zivaju sa pri zobrazeni lozisk s vysokou expresiou CA
IX. Karboanhydraza IX sa oznacuje aj ako endogén-
ny marker hypoxie. Hypoxické prostredie je jednou
z hlavnych charakteristik nadorového mikroprostre-
dia. Je to prostredie, kde je deficit kyslika. Ciel'om je,
aby sa skiimané zlu€eniny vychytavali v hypoxickom
mikroprostredi nadoru. Cielené vychytavanie je vyu-
ziteI'né pre vyvoj radionuklidmi znacenych molekul.
Takéto molekuly by umoznili cielent lokalizaciu a
detekciu nadorového loziska alebo cielent: terapiu ra-
diofarmakami.

Izoformy CA-IX a CA-XII sa vo vysokej miere
vyskytuji v nadorovych tkanivach a len v malom
mnozstve v normalnom tkanive (Supuran, 2020).
Zvysena expresia CA IX v naddoroch je dolezity diag-
nosticky znak a ciel’ protinadorovych lieciv.

CA IX je dimérny protein s kvartérnou Struktirou,
ktora pravdepodobne nie je u inych CA. Na obraz-
ku 3 je znazornena Struktira CA IX. Vd’aka znamej
Struktare sa mozu vyvijat’ jeho inhibitory s protina-
dorovym tuc¢inkom. Mnoho aromatickych a hetero-
cyklickych sulfonamidov ma dobru afinitu, avsak ne-
vykazuju $pecifickost’ na izoenzymy CA [X a CA XII.

Viacer¢ Studie potvrdili vyznamnu inhibi¢nt ak-
tivitu benzénsulfonamidov s ré6znymi substituentmi.
Sulféonamidy, obsahujuce 1,3,5-triazinové skupiny,
mozu selektivne a silne inhibovat’ transmembranové
izoformy CA IX, XII a XIV oproti cytozolickym izo-
formam [ a Il (Lolak a kol., 2019). Syntézu 1,3,5-tria-
zinovych skeletov substituovanych benzénsulfonami-
dovymi konjugédtmi s aminokyselinami je mozné
Pahko vykonat’ s pouzitim vodného roztoku na baze
uhli¢itanu sodného. Medzi vyhody tohto syntetického
postupu patri: vysoka selektivita tvorby disubstituo-



vanych konjugatov; niekol’konasobne vyssi vytazok
(= 95 %), ako sa dosiahol predtym; eliminacia orga-
nickych rozpustadiel pouzitim ekologického vod-
ného média; jednoducha a rychla izolacia produktu.
Tato metoda prinasa efektivny postup syntézy (Kraj-
¢iova a kol., 2017).

Ureido-substituované benzénsulfonamidy (USB)
su ucinnymi a selektivnymi inhibitormi aktivity re-
kombinantnych CA IX a CA XII (Pacchiano a kol.,
2011). Rontgenové krystalografické stadie nedavno
poskytli pohl'ad na mechanizmus selektivnej inhibicie
CA IX sprostredkovanej USB prostrednictvom CA 11
(Mboge a kol., 2018). Stadie ukazali, ze USB inte-
raguju lepsie so zvySkami v aktivnom mieste CA IX
oproti CA 11, ¢o poukazuje na ich vyssiu selektivitu k
CA izoforme, ktora je spojena s nadormi. Naviazanie
sulfonamidov na aktivne miesto enzymu CA vyvola
jeho inhibiciu. Dusik aminoskupiny sulfonamidu sa
priamo naviaze na zinok, prijima vodikova véizbu z
hydrofilnej aminokyseliny a kysliky sulfonamidu pri-
jimaji vodikova vdzbu z hlavného retazca. Vznika
Zn(N)4 v tvare tetraédra. Skupiny na sulféonamide
rozsiruju aktivne miesto a stabilizuju ho hydrofilnymi
a hydrofébnymi zvyskami.

Pri navrhu inhibitorov CA sa najcastejSie naviaze
aromaticky kruh priamo na sulfénamid, ¢im sa zvysi
afinita na enzym. Stale vSak chyba izoformova Speci-
fickost’ sulfonamidov. Inhihitory CA IX st vhodnymi
liecivami, ked’ze ich nadmerna expresia je len u na-
dorovych buniek (Balamurugan, 2016).

Nové benzénsulfonamidy, obsahujuce skupiny so-
lubilizujice vo vode, sa syntetizovali s pouzitim ky-
seliny GABA. Ich inhibi¢na aktivita sa hodnotila voci
izoformam l'udskej CA (hCA ), 11, IX a XII. Niektoré
z tychto zltcenin boli stredne silnymi inhibitormi cy-
tozolickych (CA I, II) a transmembranovych (CA 1X)
izoforiem a vysoko G¢innymi nanomolarnymi inhibi-
tormi druhej transmembranovej izoformy hCA XII.
Na vyvoj novych protinddorovych latok je mozné po-
uzit’ syntetizované sulfonamidy, ktoré maju dobru se-
lektivnu inhibiciu na nadorovo asociovanu izoformu
CA XII (Ceruso a kol., 2015).

10

3.3. Vyuzitie inhibicie karboanhydrazy II v poten-
cialnej terapii glaukomu

Inhibitory sulfonamidového typu obohacuju sku-
pinu lieciv, ktoré zvysuju diurézu. Medzi inhibitory
CA 1I patria sulfomidové latky ako acetazolamid a
dorzolamid, ktoré sa radia medzi proximalne diure-
tika, ale v klinickej praxi sa vyuzivaju prevazne v
terapii glaukému (Scozzafava a Supuran, 2014).
Glaukom, znamy ako zeleny zdkal, je poskodenie
zraku, ktoré je spdsobené odumieranim zrakového
nervu. Hlavnou pri¢inou je vysoky vnutroocny tlak,
d’alsimi su genetické faktory, porucha regulécie tvor-
by vnutroo¢nej tekutiny, ale aj diabetes mellitus. In-
hibiciou CA dochadza k znizeniu mnozstva vnutro-
oc¢nej tekutiny. Nasledkom je znizenie vnutroocného
tlaku (Stein a kol., 2021).

Inhibicia aktivity CA v cilidrnych vybezkoch oka
nym znizenim vnutroo¢ného tlaku. V nepigmentova-
nych bunkach ciliarneho epitelu dominuju dva izoen-
zymy CA Il a CAIV. CA I je v cytoplazme a moze
byt blokovana lokalnymi alebo systémovymi iCA.
CA 1V je viazana na membrany a jej aktivita nie je
ovplyvnena lokalnymi iCA. K dosiahnutiu klinicky
signifikantného poklesu vnutroo¢ného tlaku je po-
trebné dosiahnut’ takmer uplnti (99,9 %) inhibiciu en-
zymu CA II v nepigmentovanych bunkach cilidrneho
epitelu. Sodik a bikarbonatové idny su secernované
do zadnej komory oka pomocou ATP-dependentného
procesu. Molekuly vody nasleduju sodik a bikarbonat
pasivne v zavislosti na osmotickom gradiente. Inhibi-
tory karboanhydraz znizia mnozstvo bikarbonatu vy-
uziteI'ného pre aktivny transport, nasledne je znizeny
pocet pasivne prestupujicich molektl vody. Takto sa
zmens$i objem vytvorenej vnutroocnej tekutiny a znizi
sa vnutroo¢ny tlak (Shahidullah a kol., 2009).

3.4. Vyuzitie inhibicie karboanhydrazy V v poten-
cidlnej terapii obezity

Obezita je chronické ochorenie, v prvom rade
predstavuje zdravotny problém. S nadmernou teles-
nou hmotnost'ou su spdjané zdravotné rizikéa ako dia-

betes mellitus, kardiovaskularne ochorenia, vysoky



krvny tlak, ochorenia kibov a nadorové ochorenia.
Isté mnozstvo tuku v organizme je pre zdravie nevy-
hnutné. Tuk poméha chranit’ d6lezité organy, je zloz-
kou centralneho nervového systému, je nevyhnutny
pri syntéze hormonov. V telesnom tuku st skladova-
né aj vitaminy (Hurt a kol., 2011). VicSina lie€iv po-
uzivanych na lieCbu obezity ma zdvazné kardiovas-
kularne vedlajsie ucinky, ¢o zna¢ne obmedzuje ich
uzitocnost’ (Dias a kol., 2018). Ukézalo sa, ze hlav-
nou triedou iCA v klinickom pouziti su sulfénami-
dy. Inhibicia CA znizuje lipogenézu v adipocytoch
v bunkovej kultare (Spencer a kol.,1988). Inhibitory
CA zamerané na mitochondridlne izoformy CA VA a
VB maju potencial znizovat’ obezitu.

Niekolko studii poukazuje na fakt, ze iCA sul-
fonamidového a sulfamatového typu maju potencial
ako antiobezitika. Existuju tri izoformy CA rozho-
dujuce pre cely proces biosyntézy mastnych kyse-
lin: CA VA/VB v mitochondriach a CA 11 v cytozole
(Arechederra a kol., 2013).

Ukazalo sa, Ze inhibicia konkrétnych CA sul-
fonamidmi znizuje lipogenézu v adipocytoch v bun-
kovej kultare. V takychto skorSich experimentoch
bola dosiahnutd nerozliSujlica inhibicia vSetkych
izoenzymov CA pritomnych v tychto tkanivach po-
uzitim inhibitorov bez selektivity na mitochondrialne
enzymy, ale napriek tomu demonstrovali uc¢inok na
inhibiciu lipogenézy.

Topiramat posobi ako vysoko ucinny inhibitor mi-
tochondridlnych izoenzymov CA VA a CA VB zapo-
jenych do lipogenézy (Supuran, 2012) a stcasne je
aj antiepileptikom. Topiramat vykazuje siln¢ antikon-
vulzivne U¢inky vd’aka multifunkénému mechaniz-
mu ucinku, blokuje sodikové kanaly a receptory kai-
nat / AMPA, zadrziava CO, k inhibicii izoenzymov
CA cervenych krviniek a mozgu, posiliiuje GABA-
-ergny prenos. Vedlajsim Uc¢inkom lieiva u obéz-
nych epileptickych pacientov bol pokles telesnej
hmotnosti, zatial’ bez farmakologického vysvetlenia.
NavysSe sa ukazalo, Ze topiramat znizuje prirastok
tuku. Stadie potvrdili, e lie¢ivo je velmi uéinnym
inhibitorom niekolkych izoenzymov CA: CA 11, VA,
VB, VI, VII, XII, XIII a rontgen krystalovej Struktiry

komplexu s CA II a CA I objasnil molekularne inte-
rakcie, ktoré vysvetluji vysoku afinitu tejto zlticeni-

ny k aktivnemu miestu enzymu.

4. Aktivacia karboanhydrazy ako potencidlna te-
rapia Alzheimerovej choroby

Aktivacia vybranych izoforiem CA predstavuje
inovativny pristup v terapii Alzheimerovej choroby.
Alzheimerova choroba je neurodegenerativna poru-
cha mozgu a spdsobuje postupni demenciu. Nazov
nesie po Aloisovi Alzheimerovi, ktory ju prvykrat
opisal. Pric¢ina vzniku znama nie je, ale podl'a neu-
ropatologickych nalezov vieme, ako prebieha. Hlav-
nou zmenou je ukladanie beta-amyloidu v oblastiach
mozgu a procesy, ktoré spdsobuju rozpad nervovych
vlakien a buniek. ZvySena aktivita CA by mohla zlep-
§it’ vnimanie, spracovanie a ukladanie docasne spo-
jenych relevantnych signalov. Tento dej predstavuje
dolezity terapeuticky ciel’ vo farmakoldgii ucenia a
pamaiti (Lopez a kol., 2019).

Dysfunkcia CA zhorSuje kognitivne funkcie a
je spojena s mentalnou retardaciou, Alzheimerovou
chorobou a fyziologickym starnutim (Barnes, 2015).
V ramci vyskumného projektu zameraného na vyvoj
novych aktivatorov CA selektivnych pre urcité izo-
formy sa skumali tri série derivatov na baze indolu.
Test aktivacie enzymu na l'udskych izoformach CA
I, II, VA a VII odhalil niekol’ko G¢innych mikromo-
larnych aktivatorov so sl'ubnymi profilmi selektivity
voci cytozolickej izoforme CA VII nachadzajucej sa
v mozgu. Stadie molekularneho modelovania navrhli
teoreticky model komplexu medzi CA VII a novymi
aktivatormi a poskytli mozné vysvetlenie ich mo-
dulacnych a selektivnych vlastnosti. Predbezné bio-
logické hodnotenia ukazali, Ze jeden z najsilnejSich
aktivatorov CA VII nie je cytotoxicky a je schopny
zvysit uvolnovanie neurotrofického faktora odvo-
deného z mozgu (BDNF, brain-derived neurotro-
phic factor) z Tudskych mikrogliovych buniek, ¢o
zdoraziiuje jeho moznt aplikaciu pri lieCbe poruch
spojenych s CNS (Barresi a kol., 2021). Je znamych
niekol’ko aktivatorov CA. Jednym z nich je histamin.

Histamin je organicka zlucenina obsahujuca dusik a
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sprostredkuje lokalne imunitné reakcie a posobi ako
neurotransmiter. Bolo zistené, ze aktivatory CA sa
viazu na aktivne miesto enzymu, ¢im zvySuju aktivitu
CA a z(castnuju sa tak na procese vymeny protonu
(DiLek, 2017).

Izoenzymy l'udskej CA T a Il (hCAL II) boli purifi-
kované z erytrocytu. Boli skimané kinetické interak-
cie medzi enzymami a memantinom, donepezilom,
dvoma réznymi lie¢ivami, ktoré boli pouzivané na
liecbu Alzheimerovej choroby. Memantin bol vybra-
ny kvoli jeho podobnosti s histaminom, ktory je ak-
tivatorom izoenzymov CA. Obe zlt€eniny maju sku-
pinu -NH,. Hladiny spominanych izoenzymov CA T a
CA 1I st nizke u pacientov s Alzheimerovou choro-
bou alebo u starSej populdcie, preto zvysenie aktivity
izoenzymov mé prinos v terapii. Uginok tychto liegiv
pouzivanych pri Alzheimerovej chorobe je sposobeny
pozitivhymi zmenami v hladindch izoenzymov CA
(DiLek, 2017). Memantin l'ahko interagoval s ami-
nokyselinami v aktivnom mieste izoenzymov CA a
tieto izoenzymy boli aktivnejSie. Memantin a done-
pezil st ovela ucinnejsie v porovnani s histaminom.
Tieto zluceniny mdzu byt pouzité ako vzor pre vyvoj
novych aktivatorov. Histidin, fenylalanin, citrat sil-
denafilu sa ukazal ako potencialny aktivator r6znych
izoenzymov CA. Zvysena aktivita CA by mohla zlep-
Sit’ vnimanie, spracovanie a ukladanie docasne spo-
jenych relevantnych signalov a predstavuje dolezity

terapeuticky ciel’ vo farmakologii ucenia a pamati.
ZAVER

Mnohé vedecké Studie naznacuju, ze CA a jej
inhibicia ¢i aktivacia ma vyznamni ulohu v liec-
be roznych chordb, vratane nadorovych ochoreni.
Mnozstvo odbornych ¢lankov poukazuje na aplikéciu
inhibitorov a aktivatorov CA a ich medicinsky prinos.
Zaklad viacsiny modulatorov CA, ktoré su vyuziva-
né ako liecivd, tvoria sulfonamidy s réznymi substi-
tuentmi. Stale vSak existuje mnoho neprebadanych a
nezrealizovanych teorii, ktoré poskytuju potencial pre

nadvézujtce Studie v danej oblasti.
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ABSTRAKT

Candida albicans je oportinny patogén, ¢asto
zodpovedny za vznik kandidézy u ludi. Jej
patogenita je podmienend viacerymi faktormi,
ktoré sa podiePaju na vyveji rezistencie voci
konvenénym  antimykotikim, ¢o zhorsuje
prognozu liecby. V S$tiadii sme sa zamerali na
testovanie antimykotického ucinku rastlinnych
extraktov (RE) a rastlinnych silic (RS) z celade
Lamiaceae (Mentha piperita L., Thymus vulgaris
L., Origanum vulgare L., Salvia officinalis L.).
Nasledne sme sledovali vplyv antimykoticky
najucinnejSej silice a extraktu na produkciu
fosfolipazy (EPL) Kklinickymi
izolatmi Candida albicans. 7. testovanych silic

extracelularnej

bol lepSi antimykoticky uc¢inok pozorovany pri
RS z Origanum vulgare L., Mentha piperita L. a

Thymus vulgaris L., s priemernymi hodnotami
MIC 0,4 mg.ml'. Z testovanych RE najlepsi
antimykoticky efekt sme zaznamenali pri extrakte
z Origanum vulgare L. s priemernou minimalnou
inhibi¢nou Kkoncentraciou (MIC) 4,9 mg.ml'.
Z 23 izolatov (92 %) tvoriacich EPL bola u 22
testovana inhibicia produkcie EPL vplyvom RS
a RE z Origanum vulgare L. Po expozicii buniek
extraktom, 7 izolatov (31,8 %) produkovalo EPL
intenzivne, 6 izolatov (27,3 %) vykazovalo strednu
produkciu EPL a 8 izoliatov (36,4 %) miernu.
Jeden izolat (4,5 %) produkciu EPL nevykazoval.
Po hodinovej expozicii buniek RS z Origanum
vulgare L. (0,8 mg.ml ") len 1 izolat (4,5 %) nad’alej
produkoval EPL intenzivne a az 15 izolatov (68,2
%) fosfolipazu netvorilo. DalSie 4 izolaty (18,3 %)
produkovali EPL mierne a po jednom izolate bolo
v skupine slabych a strednych producentov EPL.
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Potlacenie produkcie EPL rastlinnym extraktom
bolo slabsie. Dosiahnuté vysledky naznacuju, Ze
RS, pripadne RE z Origanum vulgare L. méZe
byt vhodnym nastrojom na zniZovanie virulencie
kvasinky, ¢o moZe prispievat’ k -efektivnejSej
terapii a profylaxii kandidéz.

KPuacové slova: Candida albicans; Lamiaceae;
hydrolytické enzymy; extracelularna fosfolipaza

ABSTRACT

Candida albicans is an opportunistic pathogen
responsible for the development of candidiasis.
Its pathogenicity is due to several factors that
contribute to its resistance to conventional
antifungals, thus worsening the prognosis of
treatment. In our study we focused on the
antifungal and antivirulent effect of plant extracts
(PE) and essential oils (EO) from the family
Lamiaceae (Mentha piperita L., Thymus vulgaris
L., Origanum vulgare L., Salvia officinalis L.)
on Candida albicans strains. Of the tested PEs,
the best antifungal effect was observed in the
extract from Origanum vulgare L. with an average
minimum inhibitory concentration (MIC) of 4.9
mg.ml’, therefore its effect on the production of
extracellular phospholipase by C. albicans was
further monitored. A better antifungal effect was
observed with EOs at average MIC values of 0.4
mg.ml! (Origanum vulgare L., Mentha piperita
L., Thymus vulgaris L.). Of the 23 isolates (92 %)
producing EPL, 22 were tested for inhibition of
EPL production by plant yields. After exposure of
the cells to the extract, 7 isolates (31.8 %) produced
EPL intensively, 6 isolates (27.3 %) showed
medium EPL production and 8 isolates (36.4 %)
moderate EPL production. One isolate (4.5 %) did
not show phospholipase activity. After one hour
exposure of Origanum vulgare L. RS (0.8 mg.ml™"),
only 1 isolate (4.5 %) continued to produce EPL
intensively and up to 15 isolates (68.2 %) did not
form phospholipase. Another 4 isolates (18.3 %)
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produced EPL moderately and one isolate was in
the group of weak and medium EPL producers.
The suppression of EPL production by PE was
weaker. The obtained results suggest that EO or
PE of Origanum vulgare L. may be a suitable tool
for reducing yeast virulence, thus contributing
to more effective therapy and prophylaxis of
candidiasis.
Key words: Candida albicans; Lamiaceae;
hydrolytic enzymes; extracellular phospholipase

UvoD

Candida albicans (C. albicans) je fyziologickou
sucastou l'udskej komenzilnej mikrobioty, avSak
za uritych podmienok je pri¢inou 50 — 90 %
diagnostikovanych humannych kandidoz (Finkel
a Mitchell, 2011).
kandidéz sa odraza na rasticom pocte rizikovych

Vzrastajiici trend vyskytu

pacientov, na pocte hospitalizacii, na zniZeni
funkcie imunitného stavu pacientov, ¢i na zavadzani
modernych invazivnych postupov v medicine.
Indikovana antimykoticka liecba prinasa so sebou
rad neziaducich uc¢inkov. Opakované uzivanie
antimykotik méze navySe viest' k narastu rezistencie
patogénu na lieCivo. Preto je potrebné hl'adat’ nové
bezpecnejsie antifungdlne zluceniny a dostatocne
prebadat’ Specifika ich inhibicného posobenia na C.
albicans (Wall a Lopez-Ribot, 2020).

Vhodnou alternativou konvenénych antimykotik
predstavuju obsahové latky v lieCivych rastlinach.
Celad’ Lamiaceae (hluchavkovité) je druhovo vel'mi
pestra a patri k najviac medicinsky preskimanym
Celadiam. Rastliny obsahuji silice, ktoré su
zlozené z monoterpénov a seskviterpénov alebo
derivatov fenylpropanu. Vykazuji antibakteridlny,
karminativny, antivirusovy, antitusicky ¢i sedativny
ucinok (Kostalova a kol., 2012). Za ich vysledna
biologicktl aktivitu moéze byt zodpovedna hlavna
obsahova latka, pripadne synergické posobenie
viacerych obsahovych latok (Raut a Karuppayil,

2014). Z uvedeného dovodu sme sa v $tadii zamerali



na sledovanie Gc¢inku rastlinnych vytazkov z ¢elade
Lamiaceae na kvasinku C. albicans. Testovali sme
silice a etanolové extrakty z Thymus vulgaris L. (duSka
tymianova), Mentha piperita L. (mita pieporna),
Origanum vulgare L. (pamajoran obycajny), Salvia
L. (Salvia lekarska).

antimykoticky ucinok silic a extraktov, ako aj vplyv

officinalis Testovali sme
na produkciu EPL, vyznamny faktor virulencie
(Martins a kol., 2014). EPL je hydrolyticky enzym,
ktory sa podiela na metabolizacii fosfolipidov,
hlavnych zloziek bunkovych membran ¢i membran

vezikul (Mayer a kol., 2013).
MATERIAL A METODY

1. Stanovenie citlivosti C. albicans na silice a
extrakty z rastlin ¢el’ade Lamiaceae

In vitro testovanie citlivosti C. albicans na vybrané
RE a RS (Calendula, a. s., Slovenska republika) bolo
vykonané standardnou mikrodilu¢nou metédou CLSI
M27-A3 (2008) s mensimi modifikdciami. Najprv
sme si pripravili zasobné roztoky silic a extraktov
(400 mg.ml") z rastlin Mentha piperita L., Thymus
vulgaris L., Origanum vulgare L. a Salvia officinalis
L. Nasledne, binarnym riedenim, boli priamo v
96-jamkovej mikrotitraénej platnicke (stipce 1 — 10)
nariedené jednotlivé koncentracie testovanych RE a
RS v rozsahu od 200 do 0,4 mg.ml"'. Zasobny roztok
RSbol pripraveny vo forme emulzie pomocou arabske;j
gumy (v mnozstve 30 % zo silice). Ako rozpustadlo
bol pouzity Sabouraud-dextrozovy bujon (Hi Media
Laboratories Pvt. Ltd., Bombaj, India) obohateny
10 mM glukézou (SG). K 100 pl testovanej latky v
mikrotitra¢nej platnicke sa pridalo 100 pl inokula (10°
KTJ/ml). Inokulum bolo pripravené z 24-hodinove;j
kultary C. albicans. Otestovanych bolo 25 klinickych
izolatov (Ustav lekarskej a klinickej mikrobiologie,
Univerzitna nemocnica Louisa Pasteura, SR) a
referenény kment C. albicans ATCC 10231 (Ceska
zbierka mikroorganizmov, Brno, Ceska republika).

Po 24-hodinovej inkubacii (35 £ 1 °C) boli
od¢itané hodnoty MIC na ziklade absencie rastu

kvasiniek, porovnavaného s pozitivnou kontrolou

(stipec 12, ktory obsahoval inokulum v médiu bez
RS, resp. RE) a negativnou kontrolou (stipec 11,
samotné médium). Na lepSiu vizualizaciu vysledkov
bol pouzity 0,15 % vodny roztok resazurinu (10 pl).
RE a RS, ktoré vykazovali najlepsi inhibi¢ny ucinok,

boli pouzité v d’alSej Casti experimentu.

2. Vplyv rastlinnej silice a rastlinného extraktu na
produkciu extracelularnej fosfolipazy C. albicans

Stanovenie vplyvu najucinnejSicho RE a RS na
produkciu EPL bolo vykonané¢ Egg Yolk agarovou
metddou podl'a Ellepolu a kol. (2016). V pilotnom
experimente bola zistovana tvorba EPL 25 izolatmi
a referenénym kmetiom C. albicans. Samotny vplyv
latok na tvorbu EPL bol sledovany uz len na izolatoch
C. albicans, pri ktorych bola zistena intenzivna,
stredna a mierna tvorba EPL.

Bunkové suspenzie testovanych izolatov C.
albicans boli pripravené z 24-hodinovych kultar
(37 °C) v sterilnom PBS a pomocou denzitometra
(Pliva-LaChema a. s., Brno, Ceska republika) bola
denzita buniek upravena na hodnotu 5,7 McFarland.
Z kazdého izolatu kvasinky bolo prenesenych 0,5 ml
suspenzie do 2 ml PBS (v pripade pilotného testovania
a kontrolnej skupiny), resp. do 2 ml roztoku RS alebo
RE v koncentracii 2 x MIC (RS: 0,8 mg.ml"! a RE:
25; 12,5; 6,25; 3,2; 0,8 mg.ml!). Po polhodinovej
expozicii pri 37 °C boli bunky premyté dvakrat 2,5
ml PBS (10 min, 3 000 otacok), ¢im sa zbavili rezidui
testovanych latok.

Z tejto bunkovej suspenzie sme aplikovali 10 ul
(duplicitne) na Egg Yolk agarova pddu (13 g SDA
— Sabouraud agar; 11,7 g NaCl; 0,11 g CaCl; 10 %
Egg Yolk emulzia — emulzia vaje¢ného Zitka). Platne
boli inkubované 7 dni pri teplote 35 = 1 °C. Tvorba
EPL sa prejavila vytvorenim bielej, hustej zony
okolo vytvorenej kolonie. Aktivita tvorby EPL bola

vyhodnotené ako index Pz nasledovne:

priemer koldnie

~ priemer kolénie + zéna
Pz — index fosfolipazovej produkcie
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Tab. 1: Interpreta¢né kritéria pre hodnotenie
fosfolipazovej aktivity

Produkcia PL Hodnota Pz
ziadna 1
slaba 0,99 — 0,90
mierna 0,89 — 0,80
stredna 0,79 -10,70
intenzivna <0,70

Zdroj: Ellepola a kol., 2016

Na zaklade interpretacnych kritérii (vid’. tab. 1)
bola ur€enad intenzita tvorby EPL, tzv. fosfolipazova
aktivita.

VYSLEDKY

1. Stanovenie citlivosti C. albicans na silice a ex-
trakty z rastlin ¢el’ade Lamiaceae

V prvej Casti Studie sme stanovili citlivost’ 25 izo-
latov a jedn¢ho referencného kmena C. albicans na
RE a RS z vybranych rastlinnych druhov c¢el'ade La-
miaceae. Statistické vyhodnotenie MIC testovanych
RE a RS uvadzame v tabulke 2.

Z testovanych extraktov najvyssiu ucinnost’ vy-
kazoval extrakt z Origanum vulgare L., s priemer-
nou hodnotou MIC 4,9 mg.ml"'. Nizsia antifungalna
efektivita bola zaznamenana pri extraktoch z Mentha
piperita L. (MIC 52 mg.ml "), z Thymus vulgaris L.
(MIC 60 mg.ml') a zo Salvia officinalis L. (MIC 122

mg.ml?). Priemerné MIC RE pri posobeni na refe-
ren¢ny kmen dosiahli hodnoty 1,3 + 0,46 mg.ml"!
(Origanum vulgare L.), 25 mg.ml"! (Mentha piperita
L.), 5 mg.ml"' (Thymus vulgaris L.) a 66,7 + 28,9 mg.
ml! (Salvia officinalis L.). Testované RS boli v po-
rovnani s RE ucinnejsie a hodnoty MIC sa pohybo-
vali v rozmedzi od 0,4 do 3,13 mg.ml"'. Spomedzi 4
testovanych silic najslabsie pdsobila silica zo Salvia
officinalis L., s priemernou MIC 0,7 mg.ml"'. Pri d’al-
Sich troch RS bola zistena inhibicia rastu kvasiniek
pri hodnote MIC 0,4 mg.ml"!. Vsetky $tyri RS pdso-
bili na rast referencného kmena C. albicans inhibic-
ne, v koncentracii 0,4 mg.ml . Na zaklade tychto vy-
sledkov bol pre d’alSiu ¢ast’ pokusu vybrany len jeden
najucinnejsi RE a k nemu prislusnd RS, konkrétne z

rastliny Origanum vulgare L.

2. Vplyv rastlinnej silice a rastlinného extraktu na
produkciu extracelularnej fosfolipazy C. albicans

Pilotnym testovanim 25 klinickych izolatov C.
albicans a referen¢ného kmena sme zistili ich po-
tencialnu tvorbu EPL. Ako vyplyva z tabul’ky 3, len
pri dvoch izolatoch (8 %) tvorba EPL nebola pozo-
rovana, 92 % izolatov EPL tvorilo. Pri 12 izolatoch
(48 %) bola zaznamenana intenzivna produkcia EPL,
strednu produkciu EPL vykazovali 4 kmene (16 %)
a mierna produkcia bola zistend pri 6 izolatoch (24
%). Referen¢ny kmen vykazoval intenzivnu tvorbu
EPL. Tychto 22 fosfolipazu produkujucich izolatov

Tab. 2: MIC (mg.ml") rastlinnych extraktov a silic pri planktonickych bunkach C. albicans

Fytoterapeutikum min. — max. X SD Mo Me MICS0 | MIC90
RE 0,4 12,5 4,9 2,69 6,25 6,25 6,25 6,25
Origanum vulgare L.
RS 0,4 0,4 0 0,4 0,4 0,4 0,4
RE 50-100 52 10 50 50 50 50
Mentha piperita L.
RS 0,4 0,4 0 0,4 0,4 0,4 0,4
RE 50 -200 60 32,27 50 50 50 50
Thymus vulgaris L.
RS 0,4 0,4 0 0,4 0,4 0,4 0,4
RE 50 -200 122 45,83 100 100 100 200
Salvia officinalis L.
RS 0,4-3,13 0,7 0,58 0,4 0,4 0,4 0,8

min. — max. — minimalna a maximalna hodnota MIC (mg.ml'); x — priemer; SD — smerodajna odchylka; Mo — modus;
Me — median; MIC50/MIC90 — minimalna inhibi¢né koncentracia inhibujtca 50 %, resp. 90 % celkového poctu izolatov
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Tab. 3: Vyhodnotenie fosfolipazovej aktivity klinickych izolatov C. albicans

Intenzita tvorby Kontrola RE RS
EPL n/% n/% n/%
Ziadna 2/8 1/4,5 15/68,2
slaba 1/4 0/0 1/4,5
mierna 6/24 8/36,4 4/18,3
stredna 4/16 6/27,3 1/4,5
intenzivna 12/48 7/31,8 1/4,5
EPL — extracelularna fosfolipaza, n — pocet izolatov
Tab. 4: Statistické vyhodnotenie indexu Pz a redukcie tvorby EPL
Parameter Kontrola RE RS
min. — max. 0,45-1 05-1 0,59 -1
X 0,71 0,75 0,94
SD 0,16 0,12 0,11
Redukcia (%) — 5,6 32,4

min. — max. — minimalna a maximalna hodnota Pz (mg.ml'); x — priemer; SD — smerodajna odchylka

bolo vybranych do d’al§icho experimentu, v ktorom
sme sledovali inhibi¢ny efekt RE a RS z Origanum
vulgare L. (2 x MIC) na produkciu EPL.

Po 7-dnovej inkubacii buniek, ktoré boli expo-
nované RE, iba v jednom pripade (4,5 %) nedoslo
k tvorbe EPL. Produkcia EPL bola zachovana pri 21
izolatoch (95,5 %); s roznou intenzitou. EPL tvorilo
7 izolatov (31,8 %) intenzivne, 6 kmenov (27,3 %)
stredne a 8 izolatov (36,4 %) mierne. Referencny
kmen aj po expozicii RE nad’alej tvoril EPL intenziv-
ne. Po expozicii buniek silici az pri 15 izolatoch (68,2
%) nebola zaznamenana tvorba EPL a rovnako aj pri
referenénom kmeni. Zvysnych 7 izolatov produkova-
lo EPL nasledovne: 1 izolat (4,5 %) slabo, 4 izolaty
(18,3 %) mierne, 1 izolat (4,5 %) stredne a iba 1 izo-
lat (4,5 %) intenzivne. Prave pri izolatoch intenzivne
tvoriacich fosfolipazu bol zaznamenany vyznamny
pokles produkcie EPL, kedy po expozicii RS z 12
izolatov (48 %) tvoril EPL iba 1 izolat (4,5 %).

Lepsiu ucinnost” silice v redukcii tvorby EPL

v porovnani s extraktom potvrdzuje aj priemerny in-

dex Pz (vid’ tab. 4). Po expozicii extraktom bola za-
znamenana redukcia tvorby EPL 5,6 %; s hodnotou
indexu Pz 0,75 £ 0,12. Po expozicii kvasiniek RS re-
dukcia produkcie EPL predstavovala 32,4 %; pricom
doslo k zvyseniu indexu Pz v porovnani s kontrolou,
ktory dosahoval hodnotu 0,94 + 0,11

DISKUSIA

Rod Candida zahia viacero druhov kvasiniek (C.
tropicalis, C. dubiensis, C. parapsilopsis), avsak C.
albicans patri k tym najvirulentnejsim. Stidie v Euro-
pe, v Spojenych Statoch a na Blizkom vychode ozna-
¢uju C. albicans za najCastejSiu pri¢inu kandidozy
(Whaley a kol., 2017), ktorej incidencia v poslednych
desatro¢iach narastad (Cortegiani a kol., 2018). Jed-
nym z dovodov narastu incidencie kandidoz je zvyse-
na rezistencia kvasinky na konvencné antimykotika.
Malo informacii o Specifickych strukturach kvasinky,
resp. o moznych cieloch pdsobenia lieiv, vedie k ne-

ustdlemu vyskumu novych strategickych pristupov
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v terapii a v profylaxii kandid6z (Wall a Lopez-Ribot,
2020). Patogenita kvasinky je podmienena viacerymi
faktormi virulencie, a preto Stadium ich ovplyvnenia
predstavuje moznost’ ako zabranit’ rozvoju ¢i prenosu
kandid6z (Rossoni a kol., 2013).

V §tadii sme sa zamerali na testovanie potencial-
neho vyuzitia rastlinnych extraktov a silic v inhibicii
produkcie EPL C. albicans. Uvodné experimenty boli
venované testovaniu antifungalneho uc¢inku extraktov
a silic Styroch rastlin, Origanum vulgare L., Mentha
piperita L., Thymus vulgaris L. a Salvia officinalis
L. Rastlinné silice z Origanum vulgare L., Mentha
piperita L., Thymus vulgaris L. vykazovali vel'mi
dobru uc¢innost’ pri MIC 0,4 mg.ml!'. Nami dosiah-
nuté vysledky st podobné stadii Baja a kol. (2020), v
ktorej autori uvadzaju antifungalnu ucinnost’ RS Thy-
mus vulgaris L. a Origanum vulgare L. v rozmedzi
MIC 0,5 — 0,25 mg.ml . Rovnako pri testovani RE
bol najucinnejsi extrakt z Origanum vulgare L. (MIC
4,9 mg.ml'). Preto do d’al$ich experimentov, zame-
ranych na inhibiciu produkcie EPL C. albicans, boli
zaradené extrakt a silica z Origanum vulgare L.

Principom posobenia EPL je vplyv na glycerofos-
folipidy membran hostitel'skych buniek (Mohandas
a Ballal, 2011). Zistilo sa, ze vyssiu virulenciu zalo-
zenu na produkcii EPL vykazuju kmene, ktoré boli
izolované od chorych jedincov, nie od zdravych (EI-
lepola a kol., 2016). Intenzita fosfolipazovej aktivity
sa hodnoti na zaklade precipitacnej zony vytvorenej
okolo porastenej kolonie po 7 diioch inkubécie. Zona
vznika v dosledku vytvorenia komplexu vapnika s
mastnymi kyselinami, ktoré sa uvoliiuju pdsobe-
nim fosfolipazy na fosfolipidy pritomné v Zitkovej
emulzii v médiu (Price a kol., 1982). Z testovanych
izolatov az 92 % (23 izolatov) produkovalo EPL, ¢o
sa priblizuje $tadii Fule a kol. (2015), kde 81,08 %
bolo EPL aktivnych a z toho 56,66 % s intenzivnou
tvorbou. V naSom experimente takmer rovnaké per-
cento izolatov (56,5 %) z fosfolipazu-produkujucich
(23 izolatov) tvorilo EPL intenzivne. Brondani a kol.
(2018) povazuju RS z Origanum vulgare L. za vhod-
nu na redukciu tvorby EPL, avSak s predlzujucou sa
expoziciou klesa antienzymaticka aktivita. Nase vy-
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sledky su s uvedenou stadiou podobné v tom, ze RS
(Pz=0,94 + 0,11) z Origanum vulgare L. preukazala
lepsi ucinok v porovnani s extraktom (Pz = 0,75 +
0,12). Silica nielenze dosiahla niz§iu hodnotu indexu
Pz, ale po jej expozicii az 15 izolatov (68,2 %) ne-
tvorilo EPL. Za vysledok mo6Zze byt zodpovedna pre-
vladajuca obsahova latka v chemickom zloZeni silice,
prip. extraktu, avSak mdze ist’ o vysledok synergizmu

majoritnych a minoritnych zloziek silice.
ZAVER

Farmakoterapeutické vyuzivanie rastlinnych ex-
traktov a silic nadobuda v poslednych rokoch na ak-
tudlnosti. Vhodnym predmetom skumania je celad’
Lamiaceae, do ktorej patri viacero rastlin s potenci-
alnym antifungdlnym uc¢inkom, ¢im moéze pozitivne
prispievat’ k terapii kandiddz. V naSom experimente
C. albicans preukazala citlivost’ na vsetky testované
RE a RS z rastlin Mentha piperita L., Thymus vul-
garis L., Origanum vulgare L., Salvia officinalis L.
Najvyssiu antifungalnu aktivitu vykazovali RE a RS
z Origanum vulgare L. (MIC 4,9 mg.ml'; resp. 0,4
mg.ml'). V experimentoch zameranych na inhibiciu
produkcie EPL sa ucinnejSou javi RS. Po jej expozi-
cii az 15 izolatov (68,2 %) netvorilo fosfolipazu, a to
z celkového poctu 22 EPL produkujacich izolatov.
Vyznamne poklesol najmé pocet izolatov s inten-
zivnou tvorbou EPL. Z 12 izolatov po exponovani
RS len 1 izolat (4,5 %) si zachoval intenzivnu tvorbu
EPL. Po expozicii RE vSetky izolaty nad’alej tvorili
fosfolipazu, znizila sa vSak intenzita jej produkcie.
Tato Stadia poukazuje na moznosti antifungélnej ak-
tivity rastlinného extraktu a silice z Origanum vulga-
re L. Rastlinna silica sa javi v porovnani s extraktom
ucinnejsia. Velkym prinosom v oblasti lieCby a pro-
fylaxie kandidoz by bolo podrobnejsie preskiimanie
biologického u¢inku RS. Dalsi vyskum by mohol byt
zamerany na stanovenie ucinnosti hlavnych obsaho-
vych latok RS / RE samostatne, a taktiez ich syner-
gického posobenia s inymi rastlinnymi latkami, prip.

antimykotikami.
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ABSTRAKT

Depresia je vSeobecne rozSirenym duSevnym
ochorenim s afektivnou poruchou, pri ktorej do-
chidza k primarnej poruche nilady. Ciel’om §tu-
die bolo na zaklade vzorky preskripénych zazna-
mov (PZ) analyzovat’ charakteristiku pacientov s
diagnozou v rozmedzi F32 — F39, F00 — F29 ale-
bo F40 — F99 podlPa Medzinarodnej klasifikacie
choréb 10 (MKCH-10) a vyhodnotit’ udaje o spot-
rebe antidepresiv vo vybranej verejnej lekarni, lo-
kalizovanej v TrebiSove za rok 2019. Z celkového
poctu 2154 (PZ) pre 650 pacientov s diagnézou
v rozmedzi FO0 — F99 bolo zistené, Ze depresiou
trpeli viac Zeny (65 %, 423 Zien) ako muzi. Najpo-
¢etnejSiu skupinu tvorili pacienti vo veku 50 — 59
rokov. Najviac zastiipena bola diagnéza F33.2 Re-
cidivujica depresivna porucha, terajSia epizoda
t'azkého stupria bez psychotickych priznakov, kto-
ra sa vyskytla u 24,46 % pacientov. Najviac pred-
pisovanymi antidepresivami boli inhibitory spét-
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ného vychytavania serotoninu (SSRI), ktoré sa v
preskripcii vyskytli v 55,13 % pripadov (1187 PZ).
Zo 650 pacientov bola indikovana kombinovana
terapia u 66,62 % (433) pacientov, z nich vic¢Sina
mala predpisant dvojkombinaciu lieciv (65,86 %;
428 pacientov).

Kruacéové slova:
SSRI

depresia; farmakoterapia;

ABSTRACT

Depression is a widespread mental illness with
an affective disorder in which a primary mood di-
sorder occurs. The aim of the study was to analyze
the characteristics of patients with a diagnosis in
the range of F32 — F39, F00 — F29 or F40 — F99
according to the International Classification of
Diseases 10 (ICD-10) based on a sample of pre-
scription records (PZ) and to evaluate data on
the consumption of antidepressants in a selected



public pharmacy localized in TrebiSov in 2019.
Analysis of medication prescriptions from a to-
tal of 2154 (PZ) for 650 patients diagnosed with
FO00 — F99 revealed that more women (65 %, 423
women) suffered from depression than men. The
most numerous group consisted of patients aged
50 — 59 years. The most common diagnosis was
F33.2 Relapsing depressive disorder, the current
severe episode without psychotic symptoms, which
occurred in 24.46 % of patients. The most prescri-
bed antidepressants were SSRIs, which occurred
in prescription in 55.13 % (1187 PZ). Of the 650
patients, combination therapy was indicated in
66.62 % (433 patients), most of whom had been
prescribed a dual combination of drugs (65.86 %,
428 patients).

Key words: depression; pharmacotherapy;
SSRI

UvVoD

Depresia je vel'mi Casté a vazne psychické ocho-
renie, ktoré spdsobuje zhorsenie kvality a funkcnosti
zivota nielen samotného jedinca, ale aj jeho rodiny.
Pric¢iny depresie su komplexné, existujii ré6zne bio-
logickeé, psychologické faktory, ale aj zlozité Zzivotné
situacie, ktoré su rizikové z hl'adiska vzniku depre-
sivnej choroby. Ochorenie je tazko diagnostikovatel’-
né, pretoze je nutné odliSit’ ho od bezného smutku.
Depresiou trpi na celom svete takmer 120 milio-
nov pacientov. Pacienti, ktori sa lieia na chronicku
depresiu, su Casto nezamestnani, v populacii 24 — 65
ro¢nych je iba polovica ekonomicky aktivnych. Pod-
I'a doterajsich poznatkov az 50 % pacientov nevyhla-
da lekarsku pomoc, pretoze nerozpozna priznaky ale-
bo ich zlah¢uje. V krajinach Eurdpskej tnie je trend
liecby depresie pacientov navstevou vseobecného
lekéra, priCom nie je kvalifikovane diagnostikovana a
dostato¢ne kontrolovana. Na Slovensku je oproti os-
tatnym krajindm velkou vyhodou, ze 90 % pacientov
s depresiou je v rukdch psychiatra a pocet hospitali-
zacii postupne klesa. Prevalencia depresie je najvys-

Sia vo veku 40 — 54 rokov a CastejSie postihuje Zeny
ako muzov. Z dovodu rozvoja civilizacnych chorob
¢i predlzovania I'udského veku sa predpoklada, ze
vyskyt depresii bude stupat’. Najvac¢sim problémom
nielen na Slovensku, ale aj v okolitych krajinach je
neskoré rozpoznanie ochorenia, teda zla diagnostika
a terapia, ¢o ma za nasledok zhorSenie stavu pacienta.
V sucasnosti sa aj napriek snahe psychiatrov a uziva-
niu modernej farmakoterapie nachadza v akutnej faze
ochorenia priblizne 30 % pacientov a priblizne 20 %
pacientov nedosiahne remisiu (Forgacova, 2010).

Patogenéza depresie spoc¢iva vo funkénom defici-
te monoaminovej neurotransmisie, suvisi so zmenami
poctu a senzitivity receptorov pre neurotransmitery,
nedostatku biogénnych monoaminov (noradrenalin,
serotonin, dopamin). Pri depresii je pritomna aj zme-
nena hladina kyseliny GABA a vazopresinu (Sviho-
vec a kol., 2018).

Medzi priznaky depresie patri: chorobne zmenena
nalada, ktora sa prejavuje skleslostou, bezradnost'ou,
pesimizmom, tzkost'ou, strachom, iritabilitou, emoc-
nou labilitou. Dal§im z priznakov je anhedénia, teda
neschopnost’ prezivat radost’, tesit’ sa z beznych veci,
znizena aktivita, zvy$ena tnava. Casto sa vyskytuju
poruchy myslenia, pri ktorych pacient straca seba-
doveru, sebaistotu, pacient je nerozhodny, ma pocit
zlyhania, viny, uvazuje o samovrazde, nevnima racio-
nalne, ma spomalené myslenie a vnimanie, trpi obse-
siami a hypochondrickymi myslienkami (American
Psychiatric Association, 2013).

Podla DEPRES (Depression Research in Europe-
an Society) epidemiologickej stidie je Sestmesacna
prevalencia depresie 17 %. Na Slovensku sa podla
EPID (Epidemioldgia Depresie na Slovensku) vy-
skytla I'ahSia forma depresie az u 40,9 % a t'azsia for-
ma u 12,8 % populacie. V poslednej dobe sa zmenilo
vnimanie konceptu depresie. V stcasnosti pdvodné
rozdelenie depresie na endogénnu, reaktivnu a so-
matogénnu, t. j. rozdelenie podl'a etiologie poruchy
uz nezohrava velku ulohu. Aktualne je dolezita po-
sledna 10. revizia MKCH (Medzinarodna klasifika-
cia chorob) (ICD — 10 Version: 2019), ktora depresiu
zarad’uje do diagnostickych kritérii podl'a priznakov
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a priebehu. Depresia je choroba, ktora suvisi s fungo-
vanim celého organizmu a casto sa vyskytuje aj ako
pridruzené ochorenie k uz existujicemu ochoreniu.
V takomto pripade méze byt jeho priznakom alebo
komorbiditou. Teda spravne preliecena depresia vie
ovplyvnit’ aj prognézu somatického ochorenia (Mar-
ko a kol., 2009).

Nelie¢ena depresia zhorsuje kvalitu Zivota, ¢i uz
zo zdravotného hl'adiska, ale aj ekonomického, na-
kolko pacient je Casto praceneschopny. Pri liecbe je
potrebnad komplexna terapia, vytvorenie bezpecného
vztahu medzi pacientom a lekdrom a potrebna je aj
podporna pravidelna psychoterapia. Vo vyssej miere
je nutné edukovat’ vSeobecnych lekarov a lekarnikov
v tejto problematike, pretoze st prvym zachytnym
bodom pre pacientov (Kotfinkova a Novotny, 2007).

V sucasnosti podla odhadov WHO (Svetovej
zdravotnickej organizécie) pozorujeme zvyseny vy-
skyt depresie a ¢asto sa o nej uvazuje aj ako o tzv. epi-
démii 21. storo¢ia. Nadejou pre pacientov s depresiou
je, ze v poslednych 30-tich rokoch boli dosiahnuté
vyznamné pokroky v oblasti farmakologickej liecby.
V praxi sa najcastejSie pouzivaju selektivne inhibito-
ry spatného vychytavania sérotoninu (SSRI) a inhibi-
tory spatné¢ho vychytavania sérotoninu a noradrenali-
nu (SNRI). Vo vSeobecnosti doslo k lepsej akceptacii
pacientov, ale nad’alej zostavame v tejto oblasti vel'mi
konzervativnou krajinou (Kralova, 2019).

Cielom $tadie bolo na zaklade vzorky preskripc-
nych zdznamov (PZ) analyzovat’ charakteristiku pa-
cientov s diagnézou v rozmedzi F32 — F39, FOO — F29
alebo F40 — F99 podl'a Medzindrodnej klasifikacie
chorob 10 (MKCH-10) a vyhodnotit’ idaje o spotrebe
antidepresiv vo vybranej verejnej lekarni, lokalizova-

nej v Trebisove za rok 2019.

MATERIAL A METODY

Spotreba klasickych a novsich antidepresiv bola
sledovana vo verejnej lekarni v obdobi od 1.1.2019
do 31.12.2019. Lekaren sa nachadza v sukromnej po-
liklinike Oremus v TrebiSove, spolu s psychiatrickou

ambulanciou a ambulanciami viacerych vseobec-
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nych lekarov. Za spominané obdobie bolo vyselek-
tovanych 2153 preskripénych zaznamov (PZ), z nich
1854 PZ obsahovalo diagnézu v rozmedzi F32 — F39
a 299 PZ obsahovalo diagnozu v rozmedzi FOO — F29
alebo F40 — F99 podl'a MKCH-10 (ICD — 10 Version:
2019). Celkovy pocet analyzovanych pacientov bol
650. Z toho 605 pacientov malo diagnozu v rozme-
dzi F32 — F39 a 45 pacientom bola uréena diagndza
v rozmedzi FOO — F29 alebo F40 — F99. Analyza dat
bola spracovana pomocou lekarenského informacné-
ho systému NRSys. Pomocou programu boli zo zreta-
xovanych PZ zhromazdené udaje o pocte, veku a po-
hlavi pacientov. Dal§im zo sledovanych parametrov
boli predpisané lieCiva pouzivané v terapii depresie
a diagndzy, ktoré sa vyskytovali spolu s depresiou.
Analyzou bola hodnotena aj zastupenost’ monotera-
pie a kombinovanej terapie. Ziskané vysledky boli
spracované pomocou programu Microsoft Excel. Pri
vyhodnoteni a spracovani ziskanych dat sa postupo-

valo v zmysle zdkona o ochrane osobnych tidajov.
VYSLEDKY

Preskrip¢né zaznamy

V roku 2019 bolo v danej lekarni vyexpedova-
nych celkovo 125 003 PZ, z nich bolo vyselektova-
nych 1854 PZ, ktoré obsahovali diagnézu v rozmedzi
F32 — F39, ¢o predstavuje 1,48 % z celkového poctu
zaznamov. Ostatné diagnézy (FOO — F29, F40 — F99)
sa vyskytli v pocte 299 PZ, ¢im predstavujua 0,24 %
z celkového poctu PZ.

Hodnotenie pacientov podl’a pohlavia a veku

Z celkového poctu 650 analyzovanych pacientov
bolo 423 zien, €o predstavuje 65 %, a 227 muzov, teda
35 %. V sledovanych PZ tvorili najpocetnejsiu skupi-
nu zeny vo veku 50 — 59 rokov (90 zien; 13,84 %);
nasledne to boli muzi tiez v skupine 50 — 59 rokov (69
muzov; 10,61 %) (vid’ graf 1). Pri oboch pohlaviach
bol pozorovany vyskyt depresivneho ochorenia uz vo
veku 19 rokov a menej. Najstar$imi pacientami boli
zena a muz vo veku 91 rokov a najmladSou pacient-

kou bolo diev¢a vo veku 10 rokov.



Graf 1: Rozdelenie pacientov podl’a pohlavia a veku
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Graf 2: Depresivne epizody v rozsahu diagnéz F32 — F39
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F33.2 Recidivujica depresivna porucha, terajsia epizoda tazkého stupna bez psychotickych priznakov, F33.8 Iné
recidivujiice depresivne poruchy, F32.8 Iné depresivne psychdzy, F32.2 Epizdda tazkej (hlbokej) depresie bez
psychotickych priznakov, F33.1 Recidivujuica depresivna epizdda, terajsia stredne t'azkd epizoda, F32.1 Epizdda stredne

tazkej depresie, F32.9 Nespecifikovana depresivna epizdda,

F33.9 Nespecifikované recidivujice depresivne poruchy,

F32.0 Epizdda l'ahkej depresie, F34.8 Iné perzistujice afektivne poruchy, F38.1 Iné navratné afektivne poruchy

Diagnoézy depresivnych epizod u pacientov
Depresivne epizddy sa zaradujii podl'a MKCH-
10 do skupiny duSevnych poruch a portch spra-
vania (FOO — F99). Depresivne epizody sa vyskytli
v preskripcii 1854 krat. Pocet sledovanych pacien-
tov v rozsahu diagnoz F32 — F39 bol 605. Zastipe-
nie jednotlivych diagn6z popisuje graf 2. Najvyssiu
pocetnost’ z celkového poctu lekarskych predpisov
dosiahla diagnéza F33.2 Recidivujuca depresivna

porucha, terajsia epizoda t'azkého stupiia bez psycho-
tickych priznakov, ktora sa vyskytla u 24,46 % pa-
cientov. DalSie najpo&etnejsie skupiny tvorili diagné-
zy F33.8 Iné recidivujice depresivne poruchy (20,33
%) a F32.8 Iné depresivne psychozy (16,80 %).
Ostatné sledované diagnézy pacientov v rozme-
dzi FOO — F29 a F40 — F99 sa vyskytli v preskripcii
celkovom pocte 299 PZ, pricom celkovy pocet pa-
cientov bol 45. Najvyssiu pocetnost’ z ostatnych sle-
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Graf 3: Percentualne zastipenie lieciv
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Graf 4: Monoterapia versus kombinovana terapia
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dovanych diagno6z dosiahli F41.2 ZmieSana uzkostna
a depresivna porucha (22,22 %); F41.0 Panicka po-
rucha (17,77 %) a F41.1 Porucha s generalizovanou
uzkost'ou, ktora sa vyskytlau 13,33 % PZ.

Analyza preskripcie lie¢iv

Z celkového poctu 2153 PZ bolo zistené, Ze naj-
CastejSie predpisovanou skupinou lieCiv na terapiu
depresie boli lieciva zo skupiny inhibitorov spitného
vychytavania serotoninu (SSRI), ktoré sa v preskrip-
cii vyskytli v 55,13 % (1187 PZ). Na terapiu depre-
sie najCastejSie predpisovanym lie¢ivom zo skupiny
SSRI bol citalopram, ktory sa vyskytol v 25,49 % PZ
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a sertralin (13,79 %). Nasledovali lieciva zo skupi-
ny SNRI (selektivne inhibitory spdtného vychytava-
nia noradrenalinu a serotoninu), ich zastipenie bolo
14,44 % (311 PZ). V ramci preskripcie lieciv zo sku-
piny SNRI sa v sledovanej lekarni vyskytol venla-
faxin, v celkovom pocte 9,20 % (198 PZ), po nom
nasledoval duloxetin, ktory bol zastipeny v 5,25 %
(113) PZ. Tretiu skupinu lieCiv tvoril trazodén 11,15
% (240 PZ) (vid’ graf 3). Tricyklické antidepresiva
(TCA) tvorili 4,41 % z celkového poctu PZ. Ich za-
stupca amitryptilin sa v preskripcii vyskytol v 2,09 %
(45 PZ) a dosulepin 2,32 % (50 PZ).



Graf 5: PrehPad lieciv v ramci monoterapie
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Tab. 1: Dvojkombinacia lieciv

Kombinacie lieciv Pocet percent Pocet pacientov
venlafaxin (SNRI) + trazodén 8,77 % 57
sertralin (SSRI) + mirtazapin 6,61 % 43
citalopram (SSRI) + trazodoén 5,23 % 34
sertralin (SSRI) + trazodon 4,77 % 31
fluoxetin (SSRI) + amitriptylin (TCA) 2,92 % 19
escitalopram (SSRI) + trazodon 2,46 % 16
venlafaxin (SNRI) + duloxetin (SNRI) 2,46 % 16
sertralin (SSRI) + amitripytilin (TCA) 2,31 % 15
escitalopram (SSRI) + amitriptylin (TCA) 2,31 % 15
paroxetin (SSRI) + trazodén 2,31 % 15
duloxetin (SNRI) + agomelatin 2,31 % 15
citalopram (SSRI) + mirtazapin 2,15% 14
venlafaxin (SNRI) + mirtazapin 2,15% 14
citalopram (SSRI) + dosulepin (TCA) 1,84 % 12
escitalopram (SSRI) + dosulepin (TCA) 1,69 % 11
sertralin (SSRI) + dosulepin (TCA) 1,69 % 11
bupropion + fluoxetin (SSRI) 1,54 % 10

Tab. 1: Dvojkombinacia lieciv
Trojkombinacia lie€iv Pocet percent Pocet pacientov
trazodon + escitalopram (SSRI) + venlafaxin (SNRI) 0,31 % 2
mirtazapin + amitriptylin (TCA) + trazodon 0,31 % 2
trazodon + mirtazapin + vortioxetin 0,15 % 1
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Farmakoterapia depresie

Z celkového poctu 650 pacientov s diagnostiko-
vanou depresiou bola kombinovana liecba predpi-
sovana 66,62 % (433) pacientom. Monoterapia bola
zaznamenana na urovni 33,38 % (217) pacientov.
Z hladiska kombinovanej liecby bola u pacientov
najviac zastipena dvojkombinacia lieciv, a to v 65,86
% (428) pacientov a iba 0,77 % (5) pacientov malo
predpisanu trojkombinaciu antidepresiv (vid’ graf 4).

Prehlad liefiv v ramci monoterapie

Najviac predpisovanou skupinou v rdmei monote-
rapie boli SSRI, a to u 21,69 % (141) pacientov, dru-
hou najviac predpisovanou skupinou boli SNRI, cel-
kovo 4,92 % (32) pacientov. Nasledovali antidepresi-
va zo skupiny TCA, ktoré sa vyskytli v pripade 2 %
(13) pacientov. Trazodon bol predpisany u 1,23 % (8)
pacientov, tianeptin u 0,92 % (6), vortioxetin a ago-
melatin zhodne pri 0,77 % (5) pacientov. Vyuzivany
bol aj bupropion, a to pri 0,42 % (3) a mirtazapin u
0,62 % (4) pacientov (vid’ graf 5).

Vyhodnotenie kombinovanej terapie

V praxi sa vel'mi Casto vyuziva kombindacia anti-
depresiv. Pri vhodnej kombinacii antidepresiv je cie-
Pom dosiahnut’ aditivne/synergické pdsobenie lieciv,
ktoré¢ maji odlisny mechanizmus ucinku. Ide napr.
o antidepresiva zo skupiny SSRI a mirtazapin, alebo
ak je potrebné zmiernit’' neziaduce ucinky (SSRI + tra-
zodon/bupropion), kedy dochddza k znizeniu u¢inku
na sexualne funkcie ¢i ovplyvnenie spanku. Mierne
pozitivny ucinok vznika pri kombinacii dvoch SSRI.
V ramci dvojkombindcie lieCiv (vid’ tab. 1) sa naj-
Castejsie vyskytovali lie¢iva zo skupiny SNRI spolu
s trazodénom u 8,77 % (57) pacientov z celkového
poctu 433 pacientov. Dalej nasledovali antidepresiva
zo skupiny SSRI, ku ktorym bol pridany mirtazapin
pre 6,61 % (43 PZ) pacientov. Iba 0,77 % (5) pacien-
tom bola indikovana trojkombinacia antidepresiv
(vid’ tab. 2).
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DISKUSIA

Depresia patri medzi najbeznejsie dusevné poru-
chy. NelieCené a nespravne diagnostikované ocho-
renie je velmi Castym doévodom praceneschopnosti
a zhorSenia kvality pracovného a sukromného Zivo-
ta. Z daného aspektu je dolezité upozornit’ na to, ze
depresia je v porovnani so somatickymi ochoreniami
zavaznym ochorenim, ktoré treba liecit’ psychoedu-
kaciou a farmakoterapiou (Forgacova, 2010).

Celkové naklady na liecbu depresivnych ochore-
ni v poslednych rokoch stupaju a daju sa porovnat
s liecbou diabetes mellitus. Finan¢ne najviac naroéné
su hospitalizacie pacientov. Pouziva sa aj expertny
rozhodovaci model a analyza efektivnosti nakladov
(CEA) alebo analyza nakladov a prinosov (CBA).
Najlepsie zdokumentované su najmé novsie anti-
depresiva ako citalopram, escitalopram, venlafaxin.
Podrla analyzy vyvoja spotreby v SR od roku 1996
do 2010 doslo k narastu poctu pouzivanych molekul.
Vzrast spotreby ma linearnu krivku a predpoklada sa,
ze bude stupat’. Spotreba na Slovensku je ale nizsia v
porovnani s eurépskym priemerom a spotrebou v su-
sednych krajinach. Doslo aj k zvySeniu DDD (denna
definovana davka). V sti¢asnosti sa priemerné celkové
naklady na liecbu antidepresivami stabilizovali a po
vstupe generik klesaju. Dovodom je tlak kontrolnych
institucii liekovej politiky na znizovanie cien liekov
a dodrziavanie zasad racionalnej farmakoterapie (He-
retik a kol., 2003).

Zozbieranim udajov zo sledovanej lekarne bolo
evidovanych 2153 PZ zaznamov (1,72 %). Z toho
1854 PZ sa tykalo diagndz v rozmedzi F32 — F39, ¢o
predstavuje 1,48 %. Zvysnych 0,24 % PZ obsahovalo
ina diagnézu v rozmedzi FOO — F29 alebo F40 — F99,
z nich sa najcastejsie vyskytovali uzkostné poruchy,
pri ktorych sa tiez vyuzivaja antidepresiva. Rozsiahly
pocet lekarskych predpisov v ramci rozsahu diagnéz
mohol byt désledkom lokalizacie psychiatrickej am-
bulancie v budove polikliniky, v ktorej sa nachadza
aj verejna lekaren. V budove sa nachadzaju aj viace-
ri vSeobecni lekari, ktori predpisovali antidepresiva,

vacsinou po uvol'neni preskripcie od odborného leka-



ra, alebo na l'ahsie formy depresie.

Spotreba psychoanaleptik, medzi ktoré patria aj
antidepresiva, stipla oproti minulému roku o 3,4 %
(NCZI, 2019). V sledovanej lekarni bol v rozsahu
nasich diagnéz zaznamenany celkovy pocet 650 pa-
cientov, z toho 65 % (423) tvorili Zeny a 35 % (227)
muzi, najmé vo vekovej skupine 50 — 59 rokov. Podl'a
Kralovej (2019) je najvyssia prevalencia vo vekovej
skupine 40 — 55 rokov. Depresivne poruchy st cas-
tejSie u zien ako u muzov (v pomere priblizne 2 : 1).
Najcastejsie sa vyskytovala diagnéza F33.2 Recidi-
vujuica depresivna porucha, terajsia epizdda tazkého
stupna bez psychotickych priznakov. Pocetne bola za-
stupena este diagnoza F32.2 Epizoda tazkej hlboke;j
depresie bez psychotickych priznakov. Recidivujuca
depresivna porucha je charakterizovand opakovany-
mi depresivnymi epizodami bez nezavislych epizod
manie v anamnéze (Kralova, 2019).

Stahl (2008) vo svojej stadii udava, ze farmakote-
rapia depresie sa zacina prvou vol'bou SSRI a SNRI.
Lieciva zo skupiny SSRI boli uvedené na trh v 90.
rokoch minulého storocia. Ich spotreba, ale aj spot-
reba inych antidepresiv v poslednych rokoch stupa.
Medzi hlavné dovody patri nielen nastup réznych
civilizacnych ochoreni a vplyvov spoloc¢nosti, ale aj
lepsi zachyt ochorenia a lepSia zdravotna starostli-
vost’. Naj¢astejSie predpisovanymi liecivami v sledo-
vanej lekarni boli lieCiva zo skupiny SSRI — 55,13 %
receptov (1187 PZ), d’alej nasledovali SNRI v poc-
te 14,44 % (311 PZ). Pri nedostato¢ne kontrolova-
nej depresii prichadzaju na rad lieciva 2. volby, kde
patria TCA, NDI (inhibitory spédtné¢ho vychytavania
noradrenalinu), SARI (antidepresiva so zdvojenym
serotoninovym pdsobenim) a IMAO (inhibitory mo-
noaminoxidazy). Dal§im z dovodov ich zvyseného
predpisovania je aj Siroké spektrum inych diagnéz,
na ktoré su indikované. Patri sem liecba OCD (ob-
sedantno-kompulzivna porucha) poruchy, posstrau-
matickej stresovej poruchy, generalizovanej tizkost-
nej poruchy, predmenstruacnej dysforickej poruchy,
chronickej bolesti, nespavosti, ¢i no¢nej enurézy u
deti (Rull, 2019). Podra statistiky OECD (Organiza-
cia pre hospodarsku spolupracu a rozvoj), ktora sle-

dovala spotrebu antidepresiv vo svete, na Slovensku
pripadlo na 1000 obyvatel'ov 40 definovanych davok
denne (OECD, 2015).

Spomedzi lie¢iv zo skupiny SSRI bol najviac
predpisovany citalopram, ktorého ucinnost podla
Stadie Parker a Brown (2000) je ovela vyssia ako pla-
cebo a je porovnatelna s ostatnymi antidepresivami.
Vdaka dobrému bezpecnostnému profilu a nizkemu
vyskytu interakcii s inymi lie¢ivami je vhodny pre
liecbu depresie aj u starSich pacientov s komorbidi-
tami. Dal$im asto predpisovanym lie¢Givom bol ser-
tralin, ktory podl'a klinickej stidie Lewisa a kolekti-
vu (2019) vel'mi dobre pdsobi a ovplyviluje anxietu,
nakol’ko je vhodny pri liecbe depresie sprevadzanej
uzkostou a nepokojom. Venlafaxin je silny inhibitor
spatného vychytavania serotoninu a noradrenalinu a
dost’ slaby inhibitor spatného vychytavania dopami-
nu. Uz mnoho rokov sa pouziva ako u¢inné antidepre-
sivum. Venlafaxin je G€inny pri stibeznych kognitiv-
nych a mentalnych poruchach. Casto sa pouziva ako
alternativa k SSRI (Dold a kol., 2016). Podobne ako
v pripade SSRI, venlafaxin ovplyviiuje ¢innost’ imu-
nitného systému prostrednictvom regulacie stresovej
reakcie (Galecki a kol., 2018).

Z dalsich antidepresiv sa v analyze vyskytol syn-
teticky analdog melatoninu, agomelatin. Agomelatin
je relativne nové antidepresivum s unikatnym mecha-
nizmom U¢inku, pdsobi synergicky na melatoninerg-
ny a serotoninovy systém, av$ak neovplyviuje uvol-
flovanie serotoninu, ale noradrenalinu a dopaminu. Je
ucinny v lieCbe depresie, dobre ovplyviuje priznaky
anxiety, anhedonie a parametre spanku (Plesnicar,
2014). Kvoli jeho moznému efektu na zvySenie he-
patalnych enzymov sa nema pouzivat ako liecivo
prvej volby (Gahr, 2014). Antagonista serotonino-
vych 5-HT3A, 5-HT7 a 5-HT1D receptorov, agonista
5-HT1A receptora, parcialny agonista 5S-HT1B recep-
tora a inhibitor serotoninového transportéra — vor-
tioxetin sa v preskripcii vyskytol v 76 PZ (3,53 %)
(Svihovec a kol., 2018). Vortioxetin je vo vieobec-
nosti dobre tolerované a u¢inné multimodalne novsie
antidepresivum a mé pozitivny efekt na kognitivne

funkcie. U pacientov s poruchou obliciek a pe¢ene by
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sa mal uzivat’ s opatrnostou (Frampton, 2016).

Trazodon sa vyuziva v liecbe generalizovanej uz-
kostnej poruchy. Viaceré stadie poukazali na to, Ze
trazodon ma v lieCbe depresivnej poruchy porovna-
telnu G¢innost’ ako TCA. Podla prehl'adovej stidie
Khouzama (2017) bol trazodon rovnako efektivny v
liecbe depresie ako lieciva paroxetin a sertralin, kto-
ré patria do skupiny SSRI. Avsak trazodon vykazoval
lepsi vplyv na pacientov, ktori trpeli poruchami span-
ku (Dunner, 2014). V ramci dvojkombinacie lieCiv sa
v stadii najcastejSie vyskytovali lieciva zo skupiny
SNRI (venlafaxin) spolu s trazodénom.

Na zaklade analyzy vysledkov preskripcie sa zis-
tilo, Ze dosiahnutie remisie ochorenia je vel'mi zlozi-
ty dej a Casto dochadza k recidive ochorenia. Lie¢ba
depresie musi byt komplexna, musi zahrhat' farma-
koterapiu a psychoterapiu. Délezitd je snaha o maxi-
malnu moznu adherenciu pacienta k lieCbe, zlepSenie
moznych negativnych exogénnych vplyvov a zbave-
nie sa skodlivych navykov pacienta.

ZAVER

Depresia je afektivna porucha s vaznymi na-
sledkami, ktoré Casto negativne vplyvaji na zivot
pacienta, ¢i uz sukromny alebo pracovny. Pre zlep-
Senie stavu véasnej diagnostiky a adekvatnej lie¢by
depresie je potrebna systematicka aktivita vo viace-
rych oblastiach Zivota. V¢asna diagnostika a spravna
terapia pozitivne vplyvaju na spolocnost, zdravotné
a ekonomické parametre. Vysledky ziskané sledo-
vanim preskripcie lieCiv v ramci terapie depresie vo
vybranej verejnej lekarni pocas roka 2019 potvrdili
narast spotreby novsich antidepresiv, medzi ktoré pat-
ria hlavne lie¢iva zo skupiny SSRI a SNRI. Najvicsia
prevalencia bola zistena vo veku od 50 — 59 rokov.
Vo vseobecnosti sa depresivne poruchy vyskytuju
CastejSie u zien ako muzov. Najcastejsie sa vyskytu-
jucou diagn6zou bola F33.2 Recidivujtica depresivna
porucha, terajsia epizoda tazkého stupna bez psycho-
tickych priznakov a po nej nasledovala F33.8 Iné re-
cidivujuce depresivne poruchy. V terapii depresie sa
vyskytovali novsie lie¢iva zo skupiny SSRI ako je ci-
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talopram a sertralin. Prvoradym kritériom na dosiah-
nutie uspesnosti liecby pri vybere konkrétneho anti-

depresiva je jeho bezpecnost’ u konkrétneho pacienta.
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ABSTRACT

The aim of this study was formulation and
valuation of tablets containing a beta-blocker. Be-
fore preparing the tablets we chose the excipients
in the appropriate ratio. We used cetylstearyl al-
cohol and macrogol 1500 as the binders. We also
added colloidal silica as the lubricant and stearic
acid as the antiadhesive substance. We studied
flow properties of granulates. We used the samples
with the most suitable results for the preparation
of tablets with propranolol. The use of lubricant
and antiadhesive substances was inevitable due to
their obvious positive effect on the quality of tab-
lets. We made uniformity of mass, disintegration,
and dissolution tests. Pair-wise dissolution com-
parison methods were used to compare dissolution
profiles. We made a conclusion that macrogol 1500
as a binder was suitable for immediate release tab-
lets and cetylstearyl alcohol is an appropriate al-
ternative for tablets with prolonged release of an
active ingredient. As the binder concentration in-
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creases, the time required to release the drug also

increases.

Key words: beta-blockers; binders; disso-

lution; granulation; hypertension; moistening

agent; technology

INTRODUCTION

Hypertension is a condition in which an adult has
elevated values of systolic or diastolic blood pressure,
with critical value of 140/90 mmHg (Mirossay et al.,
2006). Antihypertensives are substances used to treat
arterial hypertension (AH). Antihypertensives consist
of a broad group of active pharmaceutical substances
(API) used also in different therapeutical indications.
Beta-blockers together with diuretics are the most
widely used drugs for treatment of AH (Hynie, 2001).

Beta-blockers antagonize catecholamines effect
on beta receptors by their occupation and competitive
inhibition. The widely clinically used beta-blockers
are pure antagonists, some substances belong to the



Tab. 1: The most commonly used beta-blockers in the treatment of AH

Generic name Daily dose (mg)
selective
Atenolol 2x50-100
Betaxolol 1x10-20
Bisoprolol 1x5-10
Metoprolol 2x50-100
Metoprolol SR 1x100-200
Nebivilol 1x5-10
selective with ISA
Acebutolol 1 x 400 — 800
Celiprolol 1 x200—-400
non-selective
Metipranolol 2x10—-40
Propranolol 2x10-40
non-selective with ISA
Bopindolol Ix1-2
Carvedilol (combined a and B effect) 2x12.5-25
Labetalol (combined o and j effect) 2-3x100-200

Source: Ceska et al., 2010

group of partial agonists (evoke partial receptor acti-
vation) (Katzung et al., 2006).

B1 receptors occur mostly in heart and juxtaglo-
merulal apparatus, 2 receptors are present mostly
in smooth muscles of veins and bronchioles, their
blockage leads to constrictions of both systems, 33
receptors are located in adipocytes. Cardioselectivity
of beta-blockers means their greater affinity to Bl re-
ceptors opposite to f2 by the common therapeutical
concentrations. The antihypertension effect of nonse-
lective molecules is decreased through vasoconstric-
tion, the problem is also increased bronchial reactiv-
ity in asthmatics. Bisoprolol and nebivolol have the
highest cardioselectivity among the commonly used
molecules (Poirier and Tobe, 2014).

The hypotensive effect of beta-blockers occurs
in the first few days of the therapy, but the full ef-
fect does not begin until 2 — 3 weeks of the therapy.
All beta-blockers (see Tab. 1), applied in equipotent

doses, lower blood pressure in a similar manner. The
selection of a beta-blocker depends not only on spe-
cific properties of the selected drug [cardioselectivity,
intrinsic sympathomimetic activity (ISA)] but also on
its pharmacokinetics (Hynie, 2001).

The use of beta-blockers begins with small
doses, which are gradually titrated to optimal
doses. Lipophilic molecules have more demanding
requirements for precise dose adjustment. Small initial
doses prevent the early symptoms as severe fatigue
and excessive bradycardia (Hynie, 2001). After long-
term use of betablockers their abrupt discontinuation
manifests itself in the so-called rebound phenomenon;
withdrawal syndrome manifested by nervousness,
tachycardia, and increased blood pressure. The
prototype of the first beta-blocker was propranolol.
Propranolol antagonizes catecholamines at both 1
and B2 receptors. Due to the high first-pass effect,
its intravenous doses are lower than oral doses. This
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Tab. 2: Composition of basic granules (m/m %)

A3 A4 B3 B4
LAC 35 30 35 30
MCC 35 30 35 30
PEG 1500 30 40 0 0
CSA 0 0 30 40

A3+ Ad+ B3+ B4+
LAC 33.95 29.10 33.95 29.10
MCC 33.95 29.10 33.95 29.10
PEG 1500 29.10 38.80 0.00 0.00
CSA 0.00 0.00 29.10 38.80
stearic acid 1.50 1.50 1.50 1.50
colloidal silica 1.50 1.50 1.50 1.50

Tab. 3: Composition of granulates with lubricant and antiadhesive addition (m/m %)

effect is also responsible for dose variability required
to achieve clinical effect. Propranolol was suitable
for the treatment of mild and moderate hypertension.
In severe hypertension, propranolol is particularly
suitable to prevent reflex tachycardia developed
following direct vasodilators usage (Katzung et al.,
20006).

The oral route of administration is the most
popular due to its simplicity, patient cooperation and
no sterility requirements. It is also popular for its
painless application, precise dosing by the patients
themselves and the variety of dosage forms.

The most preferred oral dosage forms are
tablets and capsules. The ideal medicine should
reach the desired site quickly enough at the optimal
concentration, remaining there for the required time
until its elimination (Shahanoor, 2017). To achieve
these requirements, tablets must have the properties
necessary to ensure that they are properly formulated.
It is especially important during the initial processing
of raw materials, the so-called granulation process.
Granulation is particle enlargement, in which small
primary particles aggregate into larger permanent
These clusters have

agglomerates. properties

34

more advantageous for further processing (tablets
formulation) and also the fate of drug in the body.

MATERIAL AND METHODS

To prepare granules, we used the following
materials:
Drug: propranolol (Fagron, Czech republic)
Fillers: lactose (LAC), (Cerapharm, Czech
republic); microcrystalline cellulose (MCC),
(Centralchem, Slovak republic)
Binders: polyethylene glycol 500 (PEG 1500),
(Fagron, Czech republic); cetylstearyl alcohol
(CSA), (Fagron, Czech republic)
Antiadhesive: stearic acid (Galvex, Slovak
republic)
colloidal silica Czech

Lubricant: (Fagron,

republic)

To prepare dissolution and disintegration media,
we use the following materials:
natrium  hydroxide (NaOH)
Slovak republic); concentrated hydrochloric

acid (HCI), (Centralchem, Slovak republic);

(Lach-ner,



Tab. 4: Composition of granules with propranolol and addition of lubricant and antiadhesive (m/m %)

A3+P A4+P B3+P B4+P
LAC 32.880 28.130 32.799 28.080
MCC 32.880 28.130 32.799 28.080
PEG 1500 28.182 37.456 0.000 0.000
CSA 0.000 0.000 28.113 37.439
stearic acid 1.500 1.500 1.500 1.500
colloidal silica 1.500 1.500 1.500 1.500
propranolol 3.058 3.284 3.289 3.401

potassium dihydrogen phosphate (KH,PO,),
(Centralchem, Slovak republic)

Preparation of granules

The preparation of granules by thermoplastic
granulation preceded the tablet production. Individual
batches were designated based on following criteria:
the first letter presents the binder A =PEG 1500 and B
= CSA, the number represents binder concentration 3
=30 % and 4 =40 %, the + sign indicates samples with
extragranular addition of lubricant and antiadhesive,
P represents batches containing propranolol.

The composition of individual batches without
extragranular  excipients and propranolol is
presented in Table 2. The individual components
of the granulation mixture were homogenized and
subsequently the mixture was heated at 80 °C for 30
minutes in Memmert UNB400 dryer. After cooling to
35 °C, the mixture was forced and extruded through
the 1 mm sieve.

To prepare granules with the addition of Iubricant
and antiadhesive, the procedure was similar. We
weighted the components according to Table 3. We
added colloidal silica and stearic acid extragranularly
to the prepared base granulate.

To prepare granules with the addition of
propranolol, the procedure was similar. We weighted
the raw material according to Table 4. We mixed
propranolol with LAC before homogenization with
MCC. We also added stearic acid and colloidal silica

extragranularly to the propranolol granules.

Flow properties of granules

We evaluated flow properties of the prepared
granules by pharmacopoeial tests. We determined
flowability, angle of repose, compressibility index
and Hausner ratio. Three measurements were
performed, an average and a standard deviation (SD)
were calculated.

Flow through an orifice was performed on GDT
(Erweka, Germany) apparatus. We performed three
measurements with each sample (50 g). The apparatus
recorded automatically the time needed for the entire
sample to flow through the orifice.

Angle of repose was determined using the
funnel placed approximately 4 cm over the top of
the powder pile. A petri dish served as a base with a
fixed diameter and a protruding outer edge to retain a
layer of powder upon which the cone is formed. We
powdered continuously 100 g of the granulate on the
inner side of the funnel to minimize the impact of
falling powder on the tip of the cone. Angle of repose
o was calculated after measuring the diameter of base
d and the height / of the resulting cone.

To calculate the compressibility index and the
Hausner ratio, we determined apparent volume and
tapped volume. We poured 100 mL granulate into a
100 mL measuring cylinder, weighted it and tapped
it 100 times. From the values obtained, we calculated
the compressibility index and the Hausner ratio
(Rabiskova and Wolaschka, 2016).
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Particle-size distribution estimation by analytical
sieving

Analytical sieving was performed on a AS2000
(Retsch, Germany). The device included a set of
sieves placed in the descending order: 1250 um,
1000 um, 800 pm, 500 pm, 250 pm, 125 um. We
set 10-second intervals with 2 mm amplitude on
the device, which corresponds to an acceleration
of the bottom of the sieve of 2 g and shaking time
of 2 minutes. By sieving, we divided 100 g of the
granulate into individual fractions, weighed them, and
calculated the mean particle diameter d (Rabiskova
and Wolaschka, 2016).

n
_ Zi=1 Xidi (mm]
100
d —mean particle diameter, x, — arithmetic mean of the
mesh size of the upper and lower sieve of the fraction,
d.— weight ratio of fraction i.

Tablet preparation

used as a
We used
a AM 8 (Romaco, Italy) rotary tablet machine. The

Prepared granules were raw

material for the tablet preparation.
compression pressure was the same for all granules.
We set the height of the upper die to 15 mm, so that
the propranolol content of one tablet was 20 mg. We
thoroughly cleaned the device before each use to
avoid contamination of the final product. About 50
tablets were prepared for each batch.

Uniformity of mass of tablets

The prepared tables were tested for the uniformity
of mass. We randomly selected 20 tablets from each
batch, weighted them to the nearest 0.001 g and
determined the average mass. The tablets passed
the test, if not more than 2 of the individual masses
deviated from the average mass by more than 5 %
and none deviated by more than 10 % (Rabiskova and
Wolaschka, 2016).
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Disintegration of tablets

The disintegration test determines whether the
tablets disintegrate in a liquid medium under the given
experimental conditions during the prescribed time
(Rabiskova and Wolaschka, 2016). We performed
this experiment on an ZT3-2 (Erweka, Germany)
tablet disintegration apparatus. We used 0.1 M HCl
and phosphate buffer pH 6.8 as the medium. We
maintained a liquid medium temperature of 37 + 2
°C. We placed 6 tablets from the same batch in the
basket-rack assembly and recorded the disintegration
time.

Dissolution of tablets

By dissolution, we determine the amount of drug
released in certain time intervals under prescribed
conditions in a liquid environment (Ministry of
Health, Czech republic, 2012). We performed
basket dissolution on the Hanson virtual instruments
dissolution test station SR8 plus (Hanson, United
States). The base of the device consisted of a glass
container with a rounded bottom, a drive shaft and a
cylindrical basket. The apparatus consists of § such
vessels tempered in a water bath at 37 = 0,5 °C. In
one experiment, seven vessels were used to analyze
propranolol tablets from one batch and one vessel
for a propranolol-free tablet (blank) with the same
quantity of the excipients. The vessels were filled
with 750 mL of 0.1 M HCI, and the apparatus was set
at 50 rpm. We took samples at regular intervals; we
supplemented the dissolution medium losses. After
60 min, a mixture of 46 mL of 0.2 M NaOH, 200
mL of 0.2 M KH,PO, and 4 mL of H,O was added
to the dissolution medium, and sampling continued,
the last one was taken 24 hours after the start of
the dissolution. The absorbance of the samples was
measured on a spectrophotometer at 290 nm Care 60
(Agilent Technologies, United States). The amount
of propranolol released was calculated based on the
calibration line (R = 0.99999).



Tab. 5: Flow properties of basic granules

method A3 A4 B3 B4
flow through an orifice - - 9.60+0.20s 10.00 +£0.20 s
angle of repose 42.06 £ 0.03° 38.67 £0.02° 40.33 £ 0.04° 27.84+0.25°
compressibility index 18 % 16 % 16 % 18 %
Hausner ratio 1.22 1.19 1.19 1.22

Tab. 6: Flow properties of granules with the addition of extragranular excipients

method A3+ A4+ B3 + B4 +
flow through an orifice 6.60 £0.00 s 1573+0.31s 6.93+0.23s 1547+042s
angle of repose 34.14 £0.04° 34.81 £0.00° 35.09 +£0.05° 36.57+£0.01°
compressibility index 9% 10 % 15% 11 %
Hausner ratio 1.10 1.11 1.18 1.12

Pair-wise dissolution comparison methods

Pair-wise procedures compare the values of
the reference R and the tested T sample. The key
parameters in pair-wise procedures are the difference
factor f, and the similarity factor f,. The difference
factor f, calculates the percentual deviation between
two dissolutions at all their points:

n
_ Xja|R - T
fl - ;L=1Rj

x100

where n is number of samples, R, and T are
the weight percentages of drug released in the
reference and the test sample at a given time point
J. The difference factor f, is equal to zero when the
dissolution profiles are identical and increases with
their increasing difference.

The similarity factor is a logarithmic function:

j=1

-0,5
n
1 2
f> = 50xlog{ |1+ (E) E |R; — T} ] x100

where n is number of samples, R, and T are the
weight percentages of drug released in the reference

and the test sample at a given time point j. The
similarity factor f, can take values from 0 to 100.
The higher the values are, the more similar are the
samples. This method is more accurate if more than
3 to 4 time points are available and the average
difference between R and T is less than 100.

According to EMEA and FDA recommendations,
two dissolution profiles may be considered similar,
when the difference factor f, is less than 15 and the
similarity factor f; is higher than 50 (Costa and Sousa
Lobo, 2001).

We compared all samples with each other, once
on the reference side and once on the test side. The
comparisons were made separately for acid and
alkaline dissolution sampling, while the 0 sampling
was not included in the comparison, as it was the
same for all dissolution sampling. The average values
of the released drug at the given time were included

in the calculation.
RESULTS AND DISCUSSION

Flow properties of granules
In the flow through the orifice method, the PEG

1500 samples did not flow at all, we recorded an
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Tab. 7: Particle-size distribution estimated by analytical sieving of basic granules

fraction (um) A3 A4 B3 B4
2000 — 1250 0.000 0.406 0.000 0.077
1250 — 1000 0.120 5.349 0.245 1.033
1000 — 800 1.050 9.455 3.676 6.617
800 - 500 5.326 33.720 11.893 23.186
500 — 250 63.482 35.543 20.257 40.032
250 - 125 24.360 10.939 37.897 27.359
<125 4.648 3.904 25.667 1.306

d 0.34 0.53 0.29 0.43

d — mean particle diameter (mm), fraction weight (g)

Tab. 8: Uniformity of mass of experimental tablets

m | deviation m | deviation m | deviation m | deviation
A3 B3 A4 B4
555 | 3.8 547 | 253 492 | 391 464 | 36
A3+ B3+ Ad+ B4+
654 | 168 608 | 113 609 | 11 588 | 151
A3+P B3+P A4+P B4+P
567 | Le4 628 | 103 s34 | 175 629 | LI

m — average weight of tablet in each batch (mg), deviation (%)

infinite pouring time. The 100 g amount of CSA
granulates flowed 9.6 s sample B3, and 10.0 s sample
B4 (see Tab. 5). PEG 1500 granulates became
measurable after extragranular addition of colloidal
silica and stearic acid. Samples with 30 % binder
concentration achieved significantly better results.
Granules coated with extragranular excipients were
able to slide one after the other and cross the flow
point with greater ease (see Tab. 6). A lower base flow
energy was required to cross the flow limit (Hui et al.,
2018).

The angles of repose corresponded to the
following flow properties: A3 passable, A4 and B3
fair and B4 good. The results of the flow through
an orifice: sample B4 achieved a significantly better
(lower) angle of repose than the other samples.

Extragranular addition of colloidal silica and stearic

38

acid almost erased the differences in the angle of
repose of all samples. In all samples except B4+, the
angle of repose was reduced compared to samples
without extragranular excipients. The angle of repose
corresponded to the following flow properties: A3+,
A4+ and B3+ good, B4+ fair.

The compressibility index and Hausner ratio
values characterized the flow properties of all basic
samples as fair. Extragranular addition of colloidal
silica and stearic acid decreased these values. The flow
properties were excellent (A3+, A4+) and good (B3+,
B4+). When converting bulk density to the tapped,
the stronger structured granulate resisted collapse
more easily and achieved a low Hausner ratio, while
the cohesive granulate collapsed considerably (Li
et al., 2004). Hausner ratio is a relatively unreliable
flow indicator. The rearrangement of the granules



Tab. 9: Disintegration of PEG 1500 tablets with addition of lubricant and antiadhesive

A3+; HCI A3+; buffer Ad+; HCI A4+; buffer
m m, m m, m m, m, m,
averase 655 36 662 60 610 0 612 0
weight
disintegration 95 9] 100 100
percentage

m, — initial tablet weight, m, — weight after 60 min in HCI, m, — weight after 60 min in buffer (mg)

Tab. 10: Disintegration of CSA tablets with addition of lubricant and antiadhesive

B3+ B4+

m, m, m, m, m, m,

average weight 611 36 36 585 748 730

disintegration 0 95 97 0 o8 95
percentage

1

buffer (mg)

depends not only on the properties of the particles
but also on the immediate supply of energy from the
taps. Granules with a very wide particle distribution,
irregularly shaped particles and high adhesiveness
may cause the assigned flow based on the calculated
Hausner ratio values not correspond to the actual flow
properties (Li et al., 2004).

The results of the individual methods did not
always match. This was because different methods
for determining the flow properties of the granulate
may characterize the flow differently (Hui et al.,
2018). The most ideal way to evaluate the powder
flow is therefore a combination of several methods
(Freeman, 2007).

Particle-size distribution estimated by analytical
sieving

Lower concentrations of both binders resulted in
smaller particle sizes (see Tab. 7). Their size increased
in the direction of B3, A3, B4, A4. In sample B3 we
can see more than 25 % of dust, primary particles (<
125 pwm), which means that in this composition and

m, — initial tablet weight, m, — weight after 60 min in HCI, m, — weight after 60 min in

procedure, the CSA did not bind all the particles and
granulation was not sufficient.

Uniformity of mass of tablets

None of the batches of basic experimental
tablets without extragranular excipients passed the
pharmacopoeial uniformity of mass test (see Tab. 8).
All batches with extragranular excipients passed the
test, as none of the 20 randomly selected tablets did not
exceed a 5 % deviation from the average weight. This
did not change the incorporation of propranolol into
the tablets. Tablets with a 40 % binder concentration
achieved a lower average weight. The higher binder
concentration was responsible for the larger mean
particle diameter, and the associated greater porosity
of the granulate, resulting in lower weight of particles
capable of occupying the matrix volume before

compression (Davies and Gloor, 1992).
Disintegration of tablets
The A3+ tablets disintegrated almost completely

in both solutions, leaving only a small amount of
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Graph 1: Dissolution of propranolol from A3+P and B3+P tablet in an acidic medium
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material that did not pass through the sieve (see
Tab. 9). The A4+ tablets disintegrated completely
in both solutions, in HCI solution after 44 min and
in buffer after 45 min. Their disintegration could
be accelerated by the hydrophilicity of PEG 1500.
Its higher concentration in A4+ accelerated the
penetration of water into the tablet and its subsequent
disintegration (Passerini et al., 2002). The change in
the pH of the medium did not have a significant effect
on the disintegration rate of the PEG 1500 tablets.
Of the B3+ tablets, 95 % of their weight
disintegrated in HCI solution (see Tab. 10). What
is interesting, is the value of the percentage of
disintegration of B4+ tablets, when the tablets
retained their shape and paradoxically their weight
increased by 28 %, because liquid disintegration
medium entered them. The higher CSA content gave
the tablets more compactness. MCC is a filler that
accelerates the disintegration of tablets by forming
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capillaries that allow media to penetrate and weaken
the tablet structure. In B4+ tablets, the amount of
MCC was less than in B3+.

Dissolution of tablets

The drug was released significantly faster from
tablets containing PEG 1500 than from tablets with
CSA. After 60 minutes, the PEG 1500 tablets were
completely dissolved, while the CSA tablets released
only 21 % propranolol (see Graphs 1, 2).

This is due to the hydrophilicity of PEG 1500
(Yang et al., 2007); which could absorb water from the
dissolution medium and cause tablet disintegration
and drug release. Sample A4+P released the drug
later than A3+P. PEG 1500 accelerates the dissolution
of hydrophobic drugs up to twofold (Rodriguez et
al., 2002). However, propranolol is a hydrophilic
substance, and a higher concentration of PEG 1500
in the A4+P sample may have slowed its release.



Graph 2: Dissolution of propranolol from A4+P and B4+P tablet in an acidic medium
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Graph 3: Dissolution of propranolol from B3+P and B4+P tablet in both acidic and alkaline medium
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Tab. 11: Comparison of dissolution profiles of
experimental tablets in acidic medium using
difference factor f,

Tab. 12: Comparison of dissolution profiles of
experimental tablets in alkaline medium using
difference factor f,

A3+P | A4+P | B3+P | B4+P A3+P | A4+P | B3+P | B4+P
Reference 1 : Test «— Reference 1 : Test «—
A3+P X 23 78 81 A3+P X 8 64 72
A4+P 30 X 71 76 A4+P 9 X 61 70
B3+P 348 245 X 18 B3+P 178 156 X 35
B4+P 440 316 22 X B4+P 262 233 45 X
Reference «— : Test 1 Reference «— : Test 1

The relative amount of propranolol released at 22
minutes was significantly different for A3+P (73.53 +
15.75 %) and A4+P (56.06 + 5.66 %). At 55 minutes,
this difference was already insignificant (100.85
+ 1.42 %; 96.06 £ 2.81 %). CSA tablets released
propranolol gradually due to the lipophilicity of
the binder. Moisture entry into the tablet was not
accelerated by the binder hydrophilicity. Again, we
observed differences in drug release kinetics from
tablets at different binder concentrations. After the
initial five minutes (after the first sampling), the
amount of propranolol released in sample B3+P was
almost double that of sample B4+P. Sustained-release
dosage forms should generally have a minimal “burst
effect”. Thus, there should be no significant release
of the active substance in the first minutes (Huang et
al., 2004). Within 55 minutes of the dissolution in the
acidic environment of the stomach, approximately
the same amount of active substance, i. €. 21 %, was
released from both samples (see Graphs 1, 2).

After adjusting the pH of the medium, the B4+P
sample continued to release propranolol evenly
until the last collection after 24 hours, when 92 %
of the propranolol was released. The release curve of
propranolol from sample B3+P had a steeper course
after increasing the pH, after 12 hours of dissolution
it released approximately the same amount of
drug as sample B4+P after 24 hours (see Graph 3).
Higher concentrations of CSA caused greater tablet
cohesiveness, thereby prolonging the drug release. In
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our experiment, regardless of the binder used in the
granulation, its higher content slowed the release of
the drug from the tablet (Monteyene et al., 2016).

Propranolol is a non-selective [-adrenergic
receptor antagonist that is not currently used for
the primary treatment of AH. We used it as an
experimental B-blocker.

Due effect, the
bioavailability of orally administered propranolol
is 25 %, volume of distribution 4 lkg' (EMA,

2020); which corresponds to a theoretical plasma

to a significant first-pass

concentration of 10.42 ng.ml" (60 kg body weight)
with 10 mg tablets. This is consistent with published
results in which the administration of 40 mg tablets
of propranolol resulted in plasma levels of 41 ng.ml"!
after 52 minutes (Krantz et al., 2006).

PEG 1500 A3+P and A4+P tablets achieved
almost complete drug release after 55 minutes of
dissolution. We can assume that they would reach a
plasma concentration of 20 ng.ml'. The therapeutic
concentration of propranolol is above 20 ng.ml.
The best antihypertensive effects are obtained at
a concentration of 50 to 100 ng.ml' (Mansur et
al., 1998). The optimal therapeutic dose would
be achieved by oral administration of two tablets
containing propranolol containing 20 mg and PEG
1500 in 30 or 40 % binder concentration. PEG 1500
tablets would be a suitable immediate release dosage
form of propranolol.

However, the plasma half-life of propranolol



Tab. 13: Comparison of dissolution profiles of
experimental tablets in acidic medium using
similarity factor f,

Tab. 14: Comparison of dissolution profiles of
experimental tablets in alkaline medium using
similarity factor f,

A3+P | A4+P | B3+P | B4+p A3+P | A4+P | B3+P | B4+p
Reference 1 : Test «— Reference 1 : Test «—
A3+P X 38 10 9 A3+P X 52 8
A4+P 38 X 16 16 A4+P 52 X 10
B3+P 10 16 X 73 B3+P 8 10 X 37
B4+P 9 16 73 X B4+P 6 9 37 X
Reference «— : Test 1 Reference «— : Test 1

is relatively short, so these tablets should be taken
several times a day. Tablets with CSA as a binder
could be a suitable alternative. We know that the
almost complete release of the drug occurred after
12 or 24 hours depending on CSA concentration.
With an increase in the amount of propranolol in the
tablet, tablets with a 30 % CSA concentration could
theoretically be administered twice a day and tablets
with a 40 % CSA only once a day.

Pair-wise dissolution comparison methods

The values of the difference factor f, indicate
small differences between samples A3+P vs. A4+P (f,
=23 and 30, respectively) and B3+P vs. B4+P (f,= 18
and 22, respectively, see Tab. 11). Nevertheless, these
differences are above the limit set by the FDA (2022)
for similar dissolution profiles (0 — 15).

Calculations of the difference factor £, in an acidic
environment indicate that the dissolution profiles
of samples A3+P and A4+P are similar (f, = 8 and
9, respectively). This follows the fact that these
samples were almost completely dissolved within
65 minutes and thus there were no kinetic changes
in the drug release. Samples B3+P and B4+P in the
basic environment (see Tab. 12) showed a slightly
higher difference (f,= 35 and 45, respectively) in the
dissolution profile than in the acidic environment
(see Tab. 11). At the same time, we can see that
the calculation of the difference factor f, is not
symmetric and therefore it depends on which sample

is considered as a reference and which as tested.

The value of the similarity factor f, of samples
B3+P and B4+P in an acidic environment (f, = 73)
falls within the range 50 — 100, which according
to the FDA (2022) indicates a similar dissolution
profile. The values of the similarity factor f, for other
comparisons are below the value of 50 (see Tab. 13).

The similarity factor f, of samples A3+P vs.
A4+P in alkaline medium indicates the similarity
of the dissolution profiles, which is related to the
already mentioned fact that these samples were
almost completely dissolved in the acidic medium.
The similarity of the dissolution profiles of samples
B3+P and B4+P in alkaline medium decreased to the
value of f, = 37 (see Tab. 14). The similarity factor
/, is symmetric in contrast to the difference factor f,
and it does not matter which sample is considered as
reference and which is tested. The similarity factor,
in contrast to the difference factor, is a logarithmic
function and even small deviations in the comparison
profiles lead to more significant differences in its
value (HarSanyova et al., 2020).

CONCLUSIONS

The higher binder concentration in the granulation
mixture meant the formation of larger granule grains
and affected the flow properties of the granules. The
extragranular addition of colloidal silica and stearic

acid significantly improved the flow properties of the
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granules, facilitated the production process of the
experimental tablets, and improved their properties.

The type of the binder used significantly affected
the properties of the experimental tablets. PEG
1500 accelerated both tablet disintegration and beta-
blocker release during dissolution. The CSA, on the
other hand, slowed down these processes. Based on
this, we were able to conclude that PEG 1500 may be
a binder suitable for immediate release tablets. CSA
may be a suitable alternative for prolonged-release
tablets.
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ABSTRACT

Diabetes mellitus (DM) je pojem opisujici sku-
pinu metabolickych portch charakterizovanych
a identifikovanych pritomnost'ou hyperglykémie
bez liecby. S cielom o dosiahnutie obmedzenia
polyfarmakoterapie DM typu 2 sa do povedomia
dostava uZivanie agonistov glukagén podobnému
peptidu-1 (GLP-1). Agonisti GLP-1, tzv. inkre-
tinové mimetika, zvySuju sekréciu inzulinu, ako
aj zniZuju sekréciu glukagonu, spomal’uju vy-
prazdiiovanie Zalidka, udrZiavaju pocit sytosti
a podporuju zniZenie hmotnosti pacienta. Medzi
GLP-1 s terapeutickym davkovanim raz tyZdenne
je zaradeny aj semaglutid. Semaglutid je analog
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GLP-1, ktory je v 94 % Strukturalne homologicky
s prirodnym GLP-1. Je indikovany ako doplnok
k diéte s cielom kontroly hladiny glukézy v krvi
s o¢akavanim normoglykémie alebo poklesu hy-
perglykémie u pacientov s DM typu 2.

Cielom S$tudie je sledovanie vplyvu semagluti-
du na hladinu glykovaného hemoglobinu HbAlc,
biochemické parametre, BMI, hmotnosti, tlak
krvi v priebehu 1 roka terapie u pacientov (n =
30) s diagnézou DM typu 2. Vplyvom roc¢ného
podavania semaglutidu sa u pacientov zniZila
hmotnost’ v priemere o 8,5 kg na osobu. Aplika-
cia semaglutidu neovplyvnila negativne hladiny
celkového, HDL a LDL cholesterolu, triglyceridov
(TAG), kreatininu, urey, alaninaminotransferazy



(ALT) a aspartataminotransferazy (AST). Tak-
tieZ bol sledovany priaznivy ucinok semaglutidu
na ¢innost’ kardiovaskularneho systému v podo-
be hodnoty tlaku krvi, ktory sa zniZil z pévodnej
priemernej hodnoty pacientov 140 / 86 mmHg na
130 / 82 mmHg po ro¢nej liecbe. Signifikantné zni-
Zenie hladiny glykovaného hemoglobinu HbAlc
(p < 0,001) sa pozorovalo nielen po 12 mesiacoch,
ale uZ po 6 mesiacoch terapeutického manazmen-
tu semaglutidom v porovnani s hodnotami HbAlc
ziskanymi pred terapiou.

Vysledky poukazuju na ucinok semaglutidu
ako perspektivneho lie¢iva pri liecbe pacientov
s DM typu 2 trpiacich sucasne nadvahou — obez-
itou rozneho stupna.

Kracové slova: diabetes mellitus; glykovany he-
moglobin; semaglutid; terapia

ABSTRACT

Diabetes mellitus (DM) is a term describing a
group of metabolic disorders characterized / iden-
tified by the presence of hyperglycemia without
treatment. In order to limit polypharmacothe-
rapy, the use of glucagon-like peptide-1 (GLP-1)
agonists has become known. GLP-1 agonists — in-
cretin mimetics, increase insulin secretion and
decrease glucagon secretion, slow gastric empty-
ing, improve satiety, may lead to weight loss. Se-
maglutide is also included once weekly therapeu-
tically at GLP-1 receptor agonists. Semaglutide is
a GLP-1 analog that is 94 % structurally homolo-
gous to native GLP-1. It is indicated as an adjunct
to diet to monitor blood glucose levels regularly to
normoglycemia or to decrease hyperglycaemia in
patients with DM type 2.

The aim of this study was to monitor the effect
of semaglutide on HbAlc level, biochemical para-
meters, BMI, weight, blood pressure values during
the therapy lasting 1 year in patients (n = 30) with
a diagnosis of DM type 2. Due to the peroral admi-
nistration of semaglutide, patients lost an avera-

ge of 8.5 kg per person, while administration did
not negatively affect the levels of total, HDL and
LDL cholesterol, triglycerids (TAG), creatinine,
urea, alaninaminotransferase (ALT) and asparta-
taminotransferase (AST). The beneficial effect of
semaglutide on the activity of the cardiovascular
system of blood pressure was also observed, which
decreased from the original initial value of 140/ 86
mmHg to 130 / 82 mmHg after one year treatment.
The most significant result was a significant reduc-
tion in the glycated hemoglobin HbAlc (p <0.001)
level not only after 12 months, but already after
6 months of semaglutide therapeutic management
compared to the results obtained before the the-
rapy. The results point to the beneficial effects of
semaglutide as a potential drug in the treatment of
patients with DM type 2 concurrently diagnosed
with both overweight and obesity of various de-
grees.

Key words: diabetes mellitus; glycated hemo-
globin; semaglutide; therapy

UvVOoD

Termin diabetes mellitus (DM) typu 2 opisuje
skupinu metabolickych poruch charakterizovanych
a identifikovanych pritomnost’ou hyperglykémie bez
adekvatnej lieCby. V stiCasnosti zije s ochorenim dia-
betes mellitus takmer pol miliardy I'udi, avsak pred-
poklada sa, ze tento pocet pacientov sa v roku 2030
zvysi 0 25 % a v roku 2045 o 51 % (Guariguata,
2011). Odhaduje sa, ze vyznamné percento pripadov
cukrovky (30 — 80 %, v zavislosti od krajiny) nie st
pacienti s diabetes mellitus diagnostikovani (Alberti
a Zimmet, 1998). U subjektov mladsich ako 50 rokov
nebolo ochorenie diagnostikované u viac ako polovi-
ce (Shaw, 2011).

Heterogénna etiopatologia zahiiia defekty v sek-
récii inzulinu, pdsobenia inzulinu samostatne alebo
v ich kombinécii a poruchy metabolizmu uhl'ohyd-
ratov, tukov a bielkovin. V sucasnosti plati, ze zak-
ladnou charakteristikou spolo¢nou pre vsetky formy
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cukrovky je dysfunkcia alebo destrukcia B-buniek
pankreasu (Tuomi, 2014). Medzi dlhodobé Specifické
komplikacie DM typu 2 patri retinopatia, nefropatia
a neuropatia. Pri tomto type ochorenia vSak sympto-
my casto nie su zavazné alebo moze dochadzat’ k ich
absencii, a to z dovodu postupne a pomaly sa vyvija-
jucej hyperglykémie. V désledku toho moéze dojst’ k
hyperglykémii zapri¢ifiujucej patologické a funkéné
zmeny.

Farmakologicka lie¢ba metabolického ochorenia
DM typu 2 sa za poslednych niekol'ko rokov vyrazne
zmenila, pri¢om boli v ramci terapie k dispozicii nové
triedy liekov. V sliCasnosti je zaznamenany zvyseny
zaujem o uzivanie agonistov glukagén podobnému
peptidu-1 (GLP-1, glucagon like peptide). GLP-1 je
peptidovy hormén s 30 aminokyselinami primarne
vylu¢ovany bunkami ¢revného traktu (Holst, 2007).
Agonisti GLP-1, znami tiez ako ,,inkretinové mime-
tika,” zvySuju sekréciu inzulinu, ako aj znizuju sek-
réciu glukagdénu, spomal’uju vyprazdinovanie zaludka,
zlepSuju pocit sytosti a mézu viest’ k znizeniu hmot-
nosti pacienta (Dungan, 2005). U pacientov s DM
typu 2 je casto pozorovany takmer ziadny alebo zni-
zeny ucinok inkretinového systému. Z toho dévodu je
pouzitie inkretinového systému idealnym pristupom
k liecbe spominané¢ho ochorenia (Garber, 2011).

Poslednym a najnovsim ¢lenom patriacim do sku-
piny GLP-1 je semaglutid obsiahnuty v lieku Ozem-
pic (Novo Nordisk, Dansko). Semaglutid ma polcas
rozpadu 1 tyzden, je vhodny pre subkutanne podava-
nie raz tyzdenne (Lau, 2015).

Sledovanie vplyvu peroralne aplikovaného se-
maglutidu na hladinu glykovaného hemoglobinu
(HbAlc) v krvi poukazalo na fakt, Ze uzivanie spo-
minaného agonistu GLP-1 mo6ze ovplyvnit' hladinu
glykovaného hemoglobinu a spdsobit’ vyraznu stratu
hmotnosti v porovnani s pacientmi uzivajicimi pla-
cebo. Glykovany hemoglobin je spolahlivym bio-
markerom na diagnostiku a prognézu DM typu 2, ako
aj dolezitym ukazovatelom dlhodobej kontroly gly-
kémie so schopnostou hodnotit’ kumulativnu glyke-
micku historiu za predchadzajice dva az tri mesiace.

Mnoho $tadii potvrdilo potencial sledovania koncen-
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tracie HbA1 ako parametra kontroly hladiny gluko-
zy v krvi. Glykovany hemoglobin sa zacal klinicky
pouzivat’ v 80. rokoch a nasledne sa stal zakladnym
liec¢ivom v klinickej praxi (Massi-Benedetti, 2006),
pri¢om vyjadroval priemernu hladinu glukozy v plaz-
me za poslednych 8 az 12 tyzdiov (Nathan a kol.,
2007). Zvysena hladina HbAlc bola tiez povazova-
na za nezavisly rizikovy faktor koronarnej choroby
srdca a cievnej mozgovej prihody (Herman a Fajans,
2010). Meranie hladiny HbAc1 sa méze vykonavat
kedykol'vek pocas dna. Viacsina pacientov uzivaju-
cich semaglutid dosahuje hladinu HbAlc pod 7,0 %
bez hypoglykémie a bez prirastku hmotnosti. Klinic-
ky vyznamné znizenie hmotnosti spolu s preukaza-
nymi prinosmi ¢innosti kardiovaskulédrneho systému
podporujii uprednostnené pouzitie semaglutidu u
0s0b s preukdzanym kardiovaskularnym ochorenim
(Marso a kol., 2016).

Gastrointestinalna tolerancia je hlavnou podmien-
kou pri zacati liecby pomocou GLP-1. Ak st pozo-
rované gastrointestinalne vedl'ajSie Ucinky, mdze sa
zvazit' titracia davky udrziavanim alebo znizovanim
davky semaglutidu na 0,5 alebo 0,25 mg (Warren,
2018).

Poznatky o priaznivych G¢inkoch na ¢innost’ kar-
diovaskularneho systému su mimoriadne povzbu-
divé. Pacienti uzivajuci semaglutid mali o 26 %
signifikantne nizsie riziko vyskytu kardiovaskular-
neho ochorenia (nefatdlny infarkt myokardu alebo
nefatdlna mozgova prihoda). Dal§im benefitom je
znizenie hmotnosti, ktoré je vyraznejsie pri uzivani
semaglutidu v porovnani s aplikéciou inych dlhodobo
posobiacich GLP-1 agonistov (Marso a kol., 2016).
Vyznamnym zaznamenanym neziaducim u¢inkom je
riziko hypoglykémie, ktoré je ale nizke pri monotera-
pii subkutannym alebo ordlnym semaglutidom. Rizi-
ko sa zvySuje pri kombinacii so sulfonylmocovinou
a / alebo inzulinovou terapiou (Romera a kol., 2019).
Najvyssi vyskyt zaznamenanej hypoglykémie bol u
jedincov uzivajucich derivaty sulfonylmocoviny. Pri
peroralnej forme semaglutidu bola hypoglykémia za-
znamenana u 1,4 % pacientov (Brown a kol., 2020).

K vyznamnému zniZzeniu vyskytu tohto ochorenia



Tab. 1: Klasifikacia obezity podl’a BMI (Body Mass Index; Index telesnej hmotnosti)

Trieda obezity BMI (kg/m?) Riziko flf(i)‘:g‘;ie“y'ch
Podvaha <18,5
Normalna 18,5-24,9 Priemerné
Nadvaha 25,0-29,9 Zvysené
Obezita L 30,0 —34,9 Stredne zvysené
II. 35,0-39,9 Vysoké
Extrémna obezita 1. >40 Vel'mi vysoké

Zdroj: Flegal a kol., 2002

dokazeme prispiet’ Gpravou zivotného stylu, stravo-
vanim, pravidelnym cvicenim, abstinenciou fajcenia

a znizenim konzumacie alkoholu.
MATERIAL A METODY

Cielom tejto Stadie je sledovanie vplyvu poda-
vaného semaglutidu na hladinu glykovaného hemo-
globinu HbAlc u tridsiatich pacientov s diagndzou
neuspokojivo kompenzovany diabetes mellitus typu
2. Stadia d’alej obsahuje sledovanie a porovnanie
vysledkov vysetreni vybranych biochemickych para-
metrov vratane hodn6t BMI, hmotnosti, ako aj hodnot
tlaku krvi v priebehu terapie u jednotlivych pacientov
v Casovom intervale 1 rok, a to v naslednosti: 1. odber
pred zaciatkom terapie, 2. odber po 6 mesiacoch tera-
pie semaglutidom, 3. odber po 12 mesiacoch terapie
semaglutidom.

Po prichode pacienta do diabetologickej am-
bulancie a zisteni dokladnej anamnézy sa kazdému
pacientovi pocas 1., 2. a 3. odberu zaznamenala ma-
nualne hodnota tlaku krvi v lakt'ovej jamke v poko-
jovom rezime v sede, a to pomocou bezortutového
tlakomeru s LCD displejom BK 1016 (Fazzini, S.r.l.,
Milano, Taliansko) a fonendoskopu Littmann Classic
III (Littmann, USA). Namerana hodnota sa stanovila
v jednotkach mmHg (milimeter ortutového stipca),
priCom meranie sa pri kazdom odbere opakovalo tri-

krat s Casovym odstupom 3 minuty a vysledna hodno-

ta tvori priemer z druhého a treticho merania. Taktiez
sa zaznamenala hmotnost’ pacienta (vyjadrena v kg)
v spodnej bielizni s pouzitim vahy RADWAG WPT
100/200.0. (Radwag, Pol'sko).

Na klasifikaciu nadvahy a obezity u dospelych sa
pouzil index BMI (Body Mass Index; index telesnej
hmotnosti), ktory je definovany ako hmotnost’ osoby
v kilogramoch delena druhou mocninou jej vysky v
metroch (kg/m?).

Index telesnej hmotnosti poskytuje najbeznejsiu
orientacnu klasifikadciu nadvéahy a obezity, pretoze je
rovnaky pre obe pohlavia a pre vsSetky vekové sku-
piny dospelych. Pacienti boli zaradeni na zéklade
klasifikacie obezity (vid’ tab. 1) do jednotlivych tried
obezity.

Na zaklade odberu vzoriek venoznej krvi z vena
mediana cubiti sav 1.,2. a 3. odbere u pacientov (n =
30) stanovili v laboratériu D. G. s. r. 0. Laboratdrium
klinickej biochémie, hematologie a transfuziologie
(Zdravotné stredisko Rimava, Rimavska Sobota, Slo-
venska republika) nasledovné biochemické paramet-
re:

— glykovany hemoglobin (HbAlc) vyjadreny

v %,

celkovy cholesterol vyjadreny v jednotkach

mmol.I"!
HDL
cholesterol vyjadreny v jednotkach mmol.I"",

lipoprotein s vysokou hustotou -

lipoprotein s nizkou hustotou — LDL cholesterol

49



vyjadreny v jednotkach mmol.l"!,

— triacylglyceroly (TAG) vyjadrené v jednotkach
mmol.]l"!,

— mocovina (urea) vyjadrend v jednotkach
mmol.I",

— kreatinin vyjadreny v jednotkach pmol.l"!,

— alaninaminotransferaza (ALT) vyjadrena v jed-
notkach pkat.1",

— aspartataminotransferdza (AST) vyjadrena

v jednotkach pkat.1.

Statisticka vyznamnost rozdielov / porovnani me-
dzi jednotlivymi terapeutickymi intervalmi / odbermi
(pred zaciatkom terapie, 6 mesiacov a 12 mesiacov
terapie) bola stanovend pomocou Statistického testu
ANOVA a Tukey post-hoc testom (MiniTab, Ceska
republika). Stupen Statistickej vyznamnosti bol sta-
noveny hodnotou p na urovni p < 0,001. Vysledky
hladiny HbAlc, ako aj hladiny / aktivity vybranych
biochemickych parametrov boli spracované a uvede-

né vo forme grafov a tabuliek.
VYSLEDKY

Pri sledovani pacientov s diagnézou DM typu 2
s budiucou moznou perordlnou terapiou semagluti-
dom boli ako prvé orientacné parametre vySetrené
tlak krvi, hmotnost’ a BMI.

Hodnota krvného tlaku pacientov bola zazname-
nand v pokojovom rezime pacienta v sede, a to v in-
tervale 120/85 mmHg — 160/90 mmHg (priemerne
140/86 mmHg) pred zaciatkom terapie, v intervale
120/80 mmHg — 150/95 mmHg (priemerne 132/82
mmHg) po 6-mesacnej terapii a 100/70 mmHg —150
/ 81 mmHg (priemerne 130/82 mmHg) po 12- mesac-
nej terapii. Priemernd zaznamenana hodnota hmot-
nosti pacientov (n = 30) pred zaciatkom terapie bola
115,4 kg; pri kontrolnom merani po 6 mesiacoch tera-
pie semaglutidom bola dosiahnuta priemerna hodnota
hmotnosti 108,8 kg a po roku terapie klesla na 106,9
kg. Pri sledovani hodn6t BMI pozorujeme pred za-
¢iatkom liecby extrémnu obezitu (BMI => 40) u 11
pacientov, ¢o predstavuje 36,3 %; obezitou I. stupna
(BMI = 30,0 — 34,9) trpelo 9 pacientov (30 %); obez-
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itou II. stupna (BMI = 35,0 — 39,9) 9 pacientov (30
%) a nadvaha (BMI = 25,0 — 29,9) sa vyskytovalau 1
pacienta, ¢o predstavuje 3,33 %.

Po 6 mesiacoch terapie semaglutidom sa extrém-
na obezita vyskytovala u 8 pacientov, o predstavuje
26,6 %; obezitu II. typu sme pozorovali u 8 pacientov
(26,6 %) a obezita I. typu sa vyskytovala u 14 pacien-
tov (46,6 %).

Po 12-mesacnej terapii semaglutidom sa vyskyt
extrémnej obezity znizil na 5 pacientov, ¢o predsta-
vuje 16,6 %; obezita II. stupnia bola zaznamenana
u 10 pacientov (33,3 %); obezita I. stupnia bola u 13
pacientov (43,3 %) a pri 2 pacientoch (6,6 %) sme
pozorovali nadvahu, a to znizenim hodnot BMI v in-
tervale BMI =25 —29,9.

Dal§im sledovanym biochemickym parametrom
bolo stanovenie celkového cholesterolu v intervale
2,94 mmol.I"! — 6,92 mmol.I"! (priemerne 4,89 mmo-
L.I"") pred zaéiatkom terapie, v intervale 2,94 mmol.1"!
— 5,46 mmol.I"! (priemerne 4,52 mmol.I'") po 6-me-
sacnej terapii a 2,33 mmol.I'" — 6,26 mmol.I"! (prie-
merne 4,44 mmol.I'") po 12-mesacnej terapii v po-
rovnani s referenénymi hodnotami hladin celkového
cholesterolu = < 5,0 mmol.1".

V ramci pozorovania hladiny HDL cholesterolu
bola jeho koncentracia zaznamenana v intervale 0,60
mmol.I"" — 1,60 mmol.I" (priemerne 1,13 mmol.I'")
pred zaiatkom terapie, v intervale 0,70 mmol.l"' —
1,50 mmol.I"! (priemerne 1,15 mmol.l"") po 6-mesac-
nej terapii a 0,70 mmol.I"" — 1,93 mmol.I"!" (priemerne
1,20 mmol.l"") po 12-mesacnej terapii v porovnani
s referencnymi hodnotami hladin HDL = 1,0 — 2,70
mmol.I"".

Sledované hodnoty LDL cholesterolu sa nacha-
dzali v intervale 1,51 mmol.I"" — 4,0 mmol.I"" (prie-
merne 2,77 mmol.l") pred zaciatkom terapie, v inter-
vale 1,50 mmol.I'" — 3,51 mmol.l" (priemerne 2,54
mmol.I'") po 6-mesacnej terapii a 1,0 mmol.I"! — 3,33
mmol.I"" (priemerne 2,58 mmol.l"") po 12-mesacnej
terapii v porovnani s referenénymi hodnotami hladin
LDL= 1,0 — 3,0 mmol.I"".

Nasledne sme pozorovali hladiny TAG, ktoré sa
pohybovali v intervale 1,60 mmol.I"! — 6,68 mmol.I"!



Graf 1: Hladiny glykovaného hemoglobinu (HbA1c) pocas ro¢nej terapie semaglutidom u pacientov s diabetes

mellitus typu 2

—4— Pred zacatim terapie —l=—Po 6. mesiacoch lieCby ==#=—1.rok liecby = Fyziologickd norma

12

10

%
[e)]
»

1 2 3 45 6 7 8 9101112131415161718192021222324252627282930
PACIENT

Referen¢na hodnota HbAlc < 6,50 % ; HbA1c = glykovany hemoglobin

Graf 2: Priemerna hodnota parametra HbA1C pacientov pred a po 6 a 12-mesacnej terapii semaglutidom
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Statisticka vyznamnost’ je vyjadrena hodnotou p na urovni p < 0,001 (rovnaké pismena a, b
alebo ¢ vyjadruju signifikantny vztah medzi jednotlivymi skupinami); 1 — pred terapiou; 2 — po
6-mesacnej terapii; 3 — po 12-mesaéne;j terapii
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Graf 3: Hladiny mocoviny (urea) pocas rocnej terapie semaglutidom u pacientov s diabetes mellitus typu 2
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Graf 4: Hladiny kreatininu pocas ro¢nej terapie semaglutidom u pacientov s diabetes mellitus typu 2
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Graf 5: Katalyticka aktivita alaninaminotransferazy pocas ro¢nej terapie semaglutidom u pacientov
s diabetes mellitus typu 2
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(priemerne 2,56 mmol.I"") pred zaciatkom terapie,
v intervale 4,38 mmol.I'" — 0,79 mmol.l"' (priemerne
2,20 mmol.I'") po 6-mesacénej terapii a 0,96 mmol.1"!
— 5,47 mmol.I"" (priemerne 2,13 mmol.l"") po 12-me-
saCnej terapii v porovnani s referenénymi hodnotami
hladin TAG = 0,45 — 1,70 mmol.I"".

Pokles HbAlc¢ do rozmedzia referen¢nej hodnoty
bol sledovany u 60 % pacientov (18 pacientov z cel-
kového poctu 30) pocas terapie prebiehajucej po dobu
1 roka. Statisticka vyznamnost’ (p < 0,001) sa potvr-
dila sledovanim vplyvu podavania semaglutidu na
pokles priemernej hladiny glykovaného hemoglobinu
po 6 (7,32 + 0,68 %), ako aj po 12 mesiacoch (6,69
+ 0,53 %) v porovnani so zaciatkom terapie (8,45 +
0,53 %). Zaroven bola zaznamenana signifikancia (p
<0,001) medzi jednotlivymi terapeutickymi interval-
mi, pricom pokles hladiny HbAlc sa pozoroval po
roku terapie v porovnani podavania semaglutidu po 6

mesiacoch u pacientov s diagndézou DM typu 2 (vid
graf 1, 2).

Koncentracie mocoviny (mmol.I''; vid’® graf 3)
a kreatininu (umol.I''; az na vynimku pacienta 19;
vid’. graf 4) dosahovali v priebehu terapie hodnoty
patriace do intervalu fyziologickej normy.

Katalyticka aktivita enzymu ALT poukazujica na
¢innost” hepatocytov bola vyhodnotena po 12-mesac-
nej terapii semaglutidom v rameci fyizologickej nor-
my (94 %; okrem pacientov 4 a 20) v porovnani pred
zaciatkom liecby u pacientov, t. j. pred podavanim se-
maglutidu, kedy 17 % pacientov vykazovalo zvySent
katalyticka aktivitu ALT (vid’ graf 5).

Katalyticka aktivita enzymu AST (vid. graf 6)
bola zaznamenana po 12-mesacnej terapii v intervale
referenénej hodnoty (94 %; opét’ okrem pacientov 4 a
20) v porovnani pred terapiou. U oboch spominanych
pacientov (¢. 4 a 20) sa vyskytuje pridruzena diagno-
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Graf 6: Katalyticka aktivita aspartataminotransferazy pocas ro¢nej terapie semaglutidom u pacientov
s diabetes mellitus typu 2
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Referen¢na hodnota AST = 0,17 — 0,85 pkat.I'"; AST = aspartataminotransferaza

za nealkoholova steatohepatitida (NASH) a familiar-
na kombinovana hyperlipidémia (FKH), ¢o méze mat’
za nasledok spominané disbalancie v enzymatickych
aktivitach ALT a AST.

Podavanie semaglutidu v ramci terapie pacientov
s DM typu 2 nema negativny vplyv na ¢innost’ obli-
¢iek, lipidovy metabolizmus, ako aj ¢innost’ hepato-

cytov, kardiomyocytov a buniek kostrového svalstva.

DISKUSIA

Diabetes mellitus typu 2 je chronicka metabolicka
porucha, ktorej prevalencia na celom svete neustale
narasta. V dosledku tohto trendu sa v niektorych kra-
jinach sveta rychlo stava epidémiou, priCom sa oca-
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kava, ze pocet postihnutych I'udi sa v nasledujucom
desatro¢i zdvojnasobi, ¢im sa zvysi uz existujuca
zataz pre poskytovatelov zdravotnej starostlivosti,
najmd v slabo rozvinutych krajinach (Yach, a kol.,
2004). DM typu 2 patri do skupiny metabolickych
ochoreni charakterizovanych hyperglykémiou. Nedo-
statoCny uc€inok inzulinu je vysledkom poruchy sek-
récie inzulinu a / alebo znizenej odozvy tkaniva na
inzulin. Chronicka hyperglykémia je spojena s dlho-
dobym poskodenim, dysfunkciou a zlyhanim r6znych
organov, najmi oci, obli¢iek, nervov, srdca a ciev
(Genuth a kol., 2003). Hlavnou odporuc¢anou zmenou
v diagnostickych kritéridch pre diabetes mellitus je
znizenie diagnostickej hodnoty koncentracie glukozy

v plazme nala¢no na 7,0 mmol.I"' a viac z pdvodnej



hodnoty 7,8 mmol.I"' a vyssie. V krvi je navrhovana
nova fyziologicka hladina glukozy, a to 6,1 mmol.I!
a viac, z povodnych 6,7 mmol.l"'. Tieto vysledky sa
dari dosahovat’ aj pomocou vhodne zvolenej farma-
kologickej terapie (Alberti a Zimmet, 1998). Na liec-
bu DM typu 2 st dostupné roézne sposoby liecby, pe-
roralne aj injek¢éné. Na dosiahnutie vhodnej metabo-
lickej kontroly a jej dlhodobé udrzanie je nevyhnutna
kombinacia zmien Zivotného Stylu a farmakologicke;j
liecby. Dosiahnutie fyziologickej hladiny Hb1 Ac zni-
zuje riziko vyskytu makrovaskuldrnych a mikrovas-
kularnych komplikacii a vedie k dlhodobej kontrole
nad ochorenim DM typu 2 (Mazzone a kol.,2008).
Doporucené postupy Coraz viac zdoraziuju do-
lezitost’ multifaktoridlneho manazmentu DM typu 2,
na rozdiel od tradi¢nejSieho zamerania sa na kontro-
lu glykémie. Mnoho liekov pouzivanych na terapiu
DM typu 2 sa moze pouzit' v kombinacii s réznymi
inymi peroralne uzivanymi lieckmi na dosiahnutie do-
slednejsieho monitorovania kontroly hladiny glukozy
v krvi. Lieky mézu byt podavané raz tyzdenne, o
je z hladiska frekvencie uzivania vhodna alternativa
v porovnani s predchadzajiicim systémom. Zarovein
sa dosiahne obmedzenie polyfarmakoterapie, o ne-
bolo mozné pri dennej monoterapii (Khardori, 2015).
V sucasnosti je zaznamenany zvyseny zaujem o
uzivanie agonistov glukagén podobnému peptidu-1
(GLP-1, glucagon like peptide). Vyskumy sa zamerali
na vyvoj agonistov receptora GLP-1 s menej Castym
davkovanim s cielom zlepSenia adherencie pacien-
tov (Polonsky, 2011). Najnov§im ¢lenom patriacim
do skupiny GLP-1 je semaglutid obsiahnuty v lieku
Ozempic. Semaglutid, agonista receptora glukagén
podobnému peptidu, je indikovany pre dospelych tr-
piacich DM typu 2 na zlepSenie kontroly glykémie
ako monoterapia s odporucanou diétou a pravidelnou
fyzickou aktivitou, a to v pripade, ak je metformin
kontraindikovany, alebo ako pridavok k samotnému
metforminu, pripadne v kombindcii s inymi pero-
ralnymi antidiabetikami ¢i inzulinom (Goldenberd a
Steen, 2009). Predizeny u¢inok semaglutidu umoziiu-
je jeho tyzdenné podavanie v davkach stanovenych v
predklinickych stadiach u dospelych pacientov s dia-

betes mellitus typu 2. Jeho predizené uvoltiovanie
umozinuje podavanie bez ohladu na prijem potravy
(Chudleigh a Bain, 2017).

U pacientov s nedostato¢ne kontrolovanym DM
typu 2 bol pozorovany vyrazny pokles hladin glyko-
vaného hemoglobinu HbAlc a vyrazna strata hmot-
nosti v porovnani s pacientmi uzivajucimi placebo
(Gomez-Peralta, 2018); ¢o koreluje s vysledkami do-
siahnutymi v tejto Studii.

Blundell, Finlayson, Axelsen v roku 2017 po-
zorovali znizenie chuti do jedla opisané ako mozny
mechanizmus zniZenia telesnej hmotnosti, ktory vie-
dol k nizSiemu dennému prijmu energie (pokles o 24
%), zatial’ ¢o neexistoval dokaz o tom, ze semaglutid
vplyva na mozné zvysenie vydaja energie. Semaglu-
tid sa taktiez podielal na zlepSeni stravovacich navy-
kov pacientov, napr. znizenim prijimania potravy s
vysokym obsahom tukov (Blundell a kol., 2017).

Medzi prinosné ucinky semaglutidu zarad’'ujeme
aj jeho vplyv na hodnoty systolického a diastolického
tlaku krvi, kde pacientom s dlhodobym podavanim
semaglutidu (26 tyzdiov) klesol priemerny systolic-
ky krvny tlak z 135,6 mmHg (milimeter ortutového
stipca) na 132,2 mmHg (davka semaglutidu 0,5 mg
po dobu 26 tyzdiov) a 130,3 mmHg (davka semaglu-
tidu 1,0 mg po dobu 26 tyzdnov (Marso a kol., 2016).

Poznatky o priaznivych ucinkoch GLP-1 na ¢in-
nost’ kardiovaskularneho systému st mimoriadne po-
vzbudivé, co mdzeme potvrdit’ poklesom priemernej
hodnoty tlaku krvi u sledovanych pacientov, u kto-
rych sa znizil tlak krvi z povodnej hodnoty 140/86
mmHg na 130/82 mmHg v priemere, a to po rocnej
terapii semaglutidom. Marso (2016) zaznamenal zni-
zeny vyskyt kardiovaskularnych prihod (nefatalna
cievna mozgova prihoda, nefatalny infarkt myokar-
du) a boli zaznamenané signifikantne priaznivé ucin-
ky na funkciu obli¢iek, ako aj revaskularizaciu. Mar-
so v roku 2016 pozoroval vyskyt infarktu myokardu
u 47 pacientov (2,9 %) v semaglutidovej skupine
v porovnani s jedincami v placebo skupine (64 0sob;
t. j. 3,9 %). Pacienti uzivajuci semaglutid mali o 26
% signifikantne nizSie riziko vyskytu kardiovaskular-
neho ochorenia (nefatalny infarkt myokardu, alebo
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nefatdlna mozgova prihoda). Riziko kardiovaskular-
nych umrti bolo podobné v oboch skupinach, pricom
umrtia boli hlasené u 44 pacientov (2,7 %) v semag-
lutidovej skupine a 46 (2,8 %) v skupine s placebom
(Marso a kol., 2016).

Na zéaver je mozné konstatovat, Ze vplyvom se-
maglutidu na hladinu HbAlc v krvnom sére je moz-
né prispiet’ k dosiahnutiu priaznivého terapeutického
manazmentu v ramci metabolického ochorenia dia-
betes mellitus typu 2. Prostrednictvom upravy Zivot-
ného §tylu, stravovania, pravidelnym cvicenim, ab-
stinenciou faj¢enia a znizenim konzumadcie alkoho-
Iu dochadza k vyznamnému zniZeniu vyskytu tohto

ochorenia.
ZAVER

Cielom tejto stadie bolo sledovanie vplyvu po-
davaného semaglutidu na hladinu glykovaného he-
moglobinu u pacientov s diabetes mellitus typu 2.
U lieciv, ktoré reguluju glykémiu, je tento stav mimo-
riadne nebezpeény, uzivanie antidiabetik si vyzaduje
spolupracu na urovni lekar-pacient a dodrziavanie
navrhovanej odbornej terapie. Ttto ulohu spifia sku-
pina lie¢iv pod ndzvom agonisti GLP-1, znami tiez
ako ,,inkretinové mimetika,” ktoré zvysuju sekréciu
inzulinu, ako aj znizuju sekréciu glukagonu, spoma-
l'uju vyprazdnovanie zaltidka, zlepSujt pocit sytosti a
mozu viest' k znizeniu hmotnosti pacienta. Agonisti
GLP-1 receptora, vyzadujuci poddvanie jeden alebo
dvakrat denne, boli prvymi rozvijajucimi sa lie¢ivami
v tejto triede liekov. Posledné vyskumy sa zamerali
prave na vyvoj agonistov receptora GLP-1 s menej
Castym davkovanim s cielom zlepSenia adherencie
pacientov. Dolezitym markerom DM typu 2 je sledo-
vanie hodnot glykovaného hemoglobinu — HbAlc,
jedného z validnych ukazovatel'ov dodrziavania tera-
pie, ¢i uz farmakologickej alebo nefarmakologickej,
pricom na zaklade ziskanej hodnoty HbAlc dokaze-
me posudit’ vhodnost’ zvolenej terapie. U disciplino-
vanych pacientov sa pri terapii semaglutidom sleduje
hladina HbAlc pohybujtica sa v intervale referen¢nej

hodnoty, ¢o sme mohli pozorovat aj u nami sledo-
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vanych pacientov. Vyhodou podavania inkretinovych
mimetik st ich priaznivé uc¢inky na regulaciu systo-
lického a diastolického tlaku krvi. U vsetkych para-
metrov — HbAlc, celkovy cholesterol, LDL, HDL,
TAG, mocovina, kreatinin, ALT a AST sme v priebe-
hu celej terapie pozorovali priaznivy t¢inok semag-
lutidu, ako napriklad zniZenie hmotnosti, BMI, ako aj
krvného tlaku pocas rocnej lieCby. Avsak pre pacien-
tov je ¢asto najt’azsia Cast’ terapie suvisiaca s dodrzia-
vanim pravidelnej fyzickej aktivity a diétneho rezi-
mu. Dany fakt potvrdili aj dvaja pacienti z nasSej ex-
perimentalnej skupiny, a to pacienti 4 a 19, u ktorych
sa v ramci komplikacie vyskytu inych chronickych
ochoreni, nedésledného dodrziavania diéty a nedo-
stato¢ne aktivneho zivotného Stylu nedosiahol poza-
dovany ucinok semaglutidu na hladinu glykovaného
hemoglobinu po dobu 1 roka. V sti¢asnosti je obezita
zaradend v ramci jej vyskytu ako civiliza¢nej cho-
roby na popredné miesta. Obezita zohrava dolezitl
ulohu v zaradeni semaglutidu do terapie u pacientov
trpiacich DM typu 2. Znizenie hmotnosti pri uzivani
semaglutidu sa javi priaznivejSie v porovnani s uzi-
vanim inych dlhodobo posobiacich GLP-1 agonistov
pridanych v terapeutickom manazmente k bazalnemu

inzulinu.
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ABSTRAKT

Ochorenia kardiovaskulirneho systému su na
druhom mieste v rebricku imrtnosti. Dévodom
je aj stupajuci vek obyvatel’stva a s tym spojené
zdravotné problémy. Ciel’om lekarov pri vySetreni
je vyhodnotit’ stav pacienta a nastavit’ ho na naj-
lepSiu terapiu. NajvyuZivanejSou metédou diag-
nostiky vysokého krvného tlaku je jeho meranie.
Po diagnostikovani hypertenzie je na mieste vyber
terapie pre kazdého pacienta individualne. Lekar
si moZze vybrat® klasicku terapiu, teda jedno lie¢i-
vo obsiahnuté v jednej tablete, alebo dve, resp. tri
a viac lieiv obsiahnutych v jednej tablete, alebo
inak povedané fixné kombinacie lie¢iv. Od 60-tych
rokov 20. storocia st k dispozicii aj fixné kombina-
cie lie¢iv. Odvtedy su pozorované viaceré aspekty
tejto terapie. Fixné kombindcie lieiv vykazuju
nie len lepSiu compliance pacientov, ale aj lepsie

vysledky. Samozrejme, Ze takato terapia predsta-
vuje aj isté negativa ako kazda ina, napr. niz§ia
moznost’ titracie davky ¢i vysSie naklady. VyuZiva-
nymi fixnymi kombinaciami v praxi na Slovensku
su inhibitory renin-angiotenzin-aldosterénového
systému s diuretikami, duilna terapia diuretika-
mi, blokatory kalciovych kanalov s p-blokatormi,
p-blokatory s diuretikami alebo trojkombinacia
— inhibitory angiotenzin konvertujuceho enzymu,
diuretika, blokatory kalciovych kanalov. Ciel'om
nasej Stadie je poukazat’ na potencial vyuZitia
fixnych kombinacii antihypertenziv v praxi. Za
obdobie januar 2020 — december 2020 sme ziskali
1288 receptov pomocou lekarenského pocitaco-
vého programu NRSYS. Vysledky $tudie pouka-
zuju hlavne na vyuZivanie kombinacii inhibito-
rov renin-angiotenzin-aldosterénového systému
s diuretikami. Pacienti vo vy§§om veku maju viac
zdravotnych t'azkosti spojenych s kardiovasku-
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larnym systémom, na ¢o poukazuju aj naSe vysled-
ky. Najviac pacientov lie¢enych pomocou fixnych
kombinéacii antihypertenziv bolo vo veku okolo 70
rokov. Spomedzi fixnych dvojkombinacii si naj-
predpisovanejSimi inhibitory renin-angiotenzin-
-aldosteronového systému v kombinacii s diureti-
kami a trojkombinaciami — kombinacia inhibitora
angiotenzin-konvertujiceho enzymu s diuretikom
a blokatorom kalciovych kanalov. Najpredpisova-
nejSou fixnou dvojkombinaciou je Co-prenessa 4
mg/1,25 mg x 90 tabliet, a trojkombinacia Tripli-
xam 5 mg/1,25 mg/5 mg x 30 tabliet.

Kruadové slova: antihypertenziva; fixné kombi-

nacie lieCiv; preskripcia

ABSTRACT

Diseases of the cardiovascular system are on
the second place in the mortality ranking. The re-
ason is also the growing age of the population and
the associated health problems. The goal of the
doctors during the examination is to evaluate the
patient’s condition and adjust him to the best the-
rapy. The most commonly used method of diagno-
sing high blood pressure is it’s measurement. After
diagnosing the hypertension, it is appropriate to
select the therapy for each patient individually.
The physician can choose between the usual thera-
py by using a single medication or two and three or
more drugs contained in one tablet, respectively.
So-called fixed-dose combinations of drugs have
also been on the market since the 1960s. Thence-
forth, several aspects of this therapy have been
observed. Fixed-dose combinations show not only
better patient compliance but also better results.
Of course, such therapy also entails certain nega-
tives as any other therapy, e. g. lower dose titra-
tion or higher costs. The fixed combinations used
in practice in Slovakia are: inhibitors of renin-an-
giotensin-aldosterone system with diuretics, dual
therapy with diuretics, calcium channel blockers
with B-blockers, B-blockers with diuretics or triple
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combination — inhibitors of angiotensin conver-
ting enzyme, diuretics, cakcium channel blockers.
The aim of our study was to point out the poten-
tial use of fixed combinations of antihypertensives
in practice. This was done by evaluations of 1288
prescriptions from January to December 2020 by
using the pharmaceutical software NRSYS. The
results of the study indicate the use of mainly the
combinations of renin-angiotensin-aldosterone
system inhibitors with diuretics. Older patients
have more health problems with cardiovascular
system, as evidenced by our results. Most patients
treated with fixed combinations of antihyperten-
sives were around 70 years old. Among the fixed
dual combinations, the most prescribed are the
renin-angiotensin-aldosterone system inhibitors
in combination with diuretics and triple combina-
tions — angiotensin-converting receptor inhibitor
with a diuretic and a calcium channel blocker. Co-
-prenessa 4 mg/1,25 mg x 90 tablets were the most
prescribed from dually combined, whereas Tripli-
xam 5 mg/1,25 mg 5 mg 30 tablets from triple com-
bined preparations.

Key words: antihypertensives; fixed-dose com-
binations; prescription

UVOD

Lieciva st v dneSnej dobe vyuzivané v terapii
ro6znych chorob. Pri kardiovaskularnych ochoreniach
nachddzaju svoje vyuzitie najma u star$ich pacientov.
Najcastejsie choroby kardiovaskularneho systému,
ktoré mézu byt lieCené pomocou liekov, st angina
pectoris, vysoky krvny tlak, infarkt myokardu ¢i srd-
cova insuficiencia.

Medzi najviac vyuzivané lieciva kardiovaskular-
neho systému zarad’'ujeme: inhibitory angiotenzin
konvertujuceho enzymu, blokatory AT -receptorov,
B-blokatory, diuretika a blokatory kalciovych kana-
lov.

Hypertenzia

predstavuje  zavazny problém

v dnesnej spolo¢nosti. V pociatoénych Stadiach sa



jedna o ochorenie, ktoré sa navonok neprejavuje. D6-
vodom je asociacia so zvySenym rizikom umrtia, srd-
covymi chorobami ¢i mozgovymi prihodami. Okrem
toho byva sucastou inych ochoreni, teda ako sekun-
darne ochorenie, napr. pri diabete. Celosvetovo patria
kardiovaskularne ochorenia na prvé priecky dovodov
umrtia.

Vysoky krvny tlak sa tazko kontroluje. Casto je
nutna kombindcia lie¢iv, minimalne dvoch. Z hla-
diska compliance pacienta je v dne$nej dobe vyhod-
na terapia pomocou fixnej kombindcie, ¢o znamena
pritomnost” minimalne dvoch lie¢iv v jednej tablete.
Dané lieciva posobia na inom mechanizme i¢inku, o
v prvom rade znamena nizsiu davku lieCiva a v dru-
hom rade vysSiu pravdepodobnost’ kontroly hyper-
tenzie. Najviac frekventované kombinacie pri terapii
hypertenzie su diuretika tiazidové / K-Setriace, f-blo-
katory / inhibitory angiotenzin konvertujiceho enzy-
mu.

Cielom $tadie je poukazat’ na potencial fixnych

kombinacii pri terapii artériovej hypertenzie.
MATERIAL A METODY

Zdroje udajov boli ziskané z jednej lekarne v Ko-
Siciach pouzitim lekarenského pocitacového progra-
mu NRSYS.

Udaje boli ziskané a vyhodnotené v obdobi od
janudra 2020 do decembra 2020. Sledovany stbor
predstavoval 1288 receptov v KoSiciach.

Z lekarenského systému NRSYS boli zistené
aj dopliujice informacie ako rodné Cisla pacientov
a z nich vypocitany vek a pohlavie. Informécie boli
spracovavané v stlade so zakonom ¢. 18/2018 Z. z.
o ochrane osobnych tdajov a o zmene a doplneni nie-
ktorych zékonov v zneni neskorsich predpisov.

Z receptov spomedzi sledovanych hypertonikov
sme sa zamerali na antihypetenziva vo fixnych kom-
binaciach. Rozdelili sme si udaje na dudlne a troj-
kombinacie. Zhodnotili sme konkrétne najpredpiso-
vanejsie, resp. najviac sa opakujuce kombinacie. Sle-
dovali sme aj diagnozy a zhodnotili ich nasledovne:
nasu hlavnu sledovant skupinu predstavovali diagno-

zy od 110.00 — 115.00, a ako iné sme oznacili ostatné
diagndzy z pozbieranych receptov. V prvom rade sme
diagndézy zhodnotili v zavislosti od pohlavia, d’alej
podl'a veku a pohlavia.

VYSLEDKY

Z udajov na preskripnych zaznamoch sme sa
zamerali na antihypertenziva vo fixnych kombindci-
ach. V prvom rade sme ich rozdelili na zaklade poctu
lie¢iv vo fixnych kombinaciach, teda na dudlne a tri-
alne (vid’ nizsie). Nakol'ko nase vysledky presahuju
rozsah tohto ¢lanku, radi by sme ich zhrnuli v tomto
odstavci. Na preskripénych zdznamoch sme zhodno-
tili diagnézy. NasSou hlavnou sledovanou skupinou
boli diagnoézy od 110.00 —115.00, a ako iné sme ozna-
¢ili vSetky ostatné diagndzy. NajCastejSie pisanou
diagnozou boli diagndzy spomedzi poddiagnéz 110.
Dalej sme zhodnotili odbornost’ lekarov preskribu-
jucich fixné kombinacie antihypertenziv. Najvacsie
mnozstvo receptov v naSom subore receptov vystavili
vSeobecni lekari s poctom receptov 953. Okrem vse-
obecnych lekarov predpisovali antihypertenziva vo
fixnych kombindcidch aj internisti (101), diabetolo-
govia (27), kardiologovia (124). Dalej mozeme spo-
menut’ vekovl skupinu. Pozbierali sme Sirokt skalu
pacientov, t. j. 29 — 96 rokov. NajvicSie mnozstvo
receptov bolo vypisanych pre vekovi skupinu od 70
— 74 rokov. Zhodnotili sme na preskripcnych zazna-

moch pohlavie pacientov, kde prevazovali zeny.

Duadlne fixné kombinacie antihypertenziv

V tabulke 1 sa nachadzaju najpredpisovanejSie
dualne kombinacie antihypertenziv. Najpredpisova-
nejSou dualnou fixnou kombinaciou je Co-prenessa 4
mg / 1,25 mg; tato fixnd kombindcia obsahuje 4 mg
perindoprilu, ktory patri k inhibitorom angiotenzin-
-konvertujiiceho enzymu a zaroven 1,25 mg indapa-
midu — diuretikum. Na druhom mieste sa nachadza
fixnd kombindacia perindoprilu s amlodipinom, ktory
zarad’'ujeme k blokatorom kalciovych kanalov. Kon-
krétne Slo o liek s ndzvom Amlessa s mnozstvom 4

mg perindoprilu a 5 mg amlodipinu. Na tretom mies-
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Tab. 1: Tri najpredpisovanejsie fixné dvojkombinacie antihypertenziv

POCET
ATC NAZOV LIECIVO POZNAMKA EXPEDOVANYCH
BALENI
CO-PRENESSA perindoprilterc-
HLC09BA04 butylamin + IACE+D 60
4 mg/1,25 mg 90 tbl. . .
indapamid
AMLESSA perindoprilerbumin +
+
HLC09BB04 4 mg/5 mg 90 tbl. amlodipin TACE +CCB 36
HLC09BB04 PRESTANCE tbl. amlodipin + CCB + IACE 48
5 mg/5 mg 30 tbl. perindoprilarginin
IACE - inhibitor angiotenzin-konvertujiceho enzymu, D — diuretikum, CBB — blokator kalciového
kanala, tbl. — tablety
Zdroj: vlastny zdroj, www.adc.sk
Tab. 2: Najpredpisovanejsie fixné trojkombinacie antihypertenziv
POCET
ATC NAZOV LIECIVO POZNAMKA EXPEDOVANYCH
BALENI
TRIPLIXAM Perindopril arginin
HLC09BXO01 5 mg/1,25 mg/5 mg + indapamid + IACE + D + CBB 24
30 tbl. amlodipinbesilat
CO-AMLESSA L. - 4 goprilerbumin +
HLC09BX01 4mg /5mg/1,25 mg coprie " | IACE+CBB+D 18
amlodipin + indapamid
90 tbl.
TRIPLIXAM Perindopril arginin
HL09BX01 S5mg /1,25 mg /5 mg + indapamid + IACE + D + CBB 16
90 tbl. amlodipinbesilat

IACE - inhibitor angiotenzin-konvertujiceho enzymu, D — diuretikum, CBB — blokator kalciového kanala, tbl. —

tablety

Zdroj: vlastny zdroj, www.adc.sk

te z najpredpisovanejsich dualnych fixnych kombina-
cii sa nachadza liek Prestance s 5 mg perindoprilu a 5

mg amlodipinu.

Trojkombinacie antihypertenziv

V tabulke 2 sa nachadzaju najpredpisovanejSie
trojkombinacie antihypertenziv. Najpredpisovanej-
$im liekom je Triplixam tbl. s obsahom 5 mg perin-

doprilu; 1,25 mg indapamidu a 5 mg amlodipinu.
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Druhymi v poradi boli tablety Co-amlessa s obsa-
hom 4 mg perindoprilu, 5 mg amlodipinu a 1,25 mg
indapamidu. Na tretej priecke je Triplixam v rovna-
kej sile, avSak vécsie balenie. V naSom celom stibore
zozbieranych receptov sa nenachddzala trialna fixna
kombindcia s inymi liecivami ako perindopril, amlo-
dipin a indapamid. Recepty boli zozbierané prostred-
nictvom lekarenského programu NRSYS.



DISKUSIA

Vel'mi doélezitym faktorom pre dosiahnutie opti-
malnych vysledkov, ¢i uz pri hypertenzii alebo inych
ochoreniach je adherencia pacienta k terapii. Adhe-
renciu k liekom mozeme definovat’ ako spravanie pa-
cienta pri uzivani lieckov. Hlavnym bodom je komu-
nikacia medzi pacientom a lekarom, ale aj farmaceut
je dolezitou sucast’ou tohto procesu. Tento proces je
dynamicky, nakol'ko zavisi aj od ¢asu. Studia z roku
2018 z Nového Z¢élandu dokazuje prinos lekarnikov
v tejto oblasti. V stadii sa zaroven odhaduje, ze pri-
blizne 50 % pacientov v rozvinutych krajinach dodr-
ziava terapiu pri chronickych ochoreniach (Milosa-
vljevic, Aspden, Harrison, 2018). Tento problém by
podl'a nasho nazoru mohlo ovplyvnit’ predpisovanie
liekov FDC (fixné kombinacie lie¢iv), nakol'ko to pre
pacienta znamend menej uzivanych tabliet.

FDC hraji délezita ulohu pri liecbe virusu l'ud-
skej imunodeficiencie, malarie, tuberkulozy a kardio-
vaskularnych chorob, a teda vyznamne prispievaju
k zlepSeniu verejného zdravia. Za posledné dve de-
satrocia sa zvysil pocet FDC a pravdepodobne tento
trend bude pokracovat’ z dovodu réznych vyhod tejto
formy terapie. V nedavnej metaanalyze bola terapia
FDC spojena s vyraznym zlepSenim kompatibility
pacientov s hypertenziou v porovnani s kombinova-
nou terapiou s viacerymi tabletami (Adis Medical
Writers, 2013; Moon a Oh, 2016).

Usmernenia pre terapiu hypertenzie podl'a Neutel
z roku 2018 poukazuju na potrebu viacerych lieciv
na znizenie TK (krvny tlak), najma u rizikovych pa-
cientov. V praxi sa mnozstvo pouzivanych FDC zvy-
Suje. FDC st moznou terapiou pre tazko liecitelnych
pacientov, nakol’ko takato terapia znizi moznost’ NU
(neziaduce cinky), zvysi compliance, znizi naklady
na lie¢bu a zlepsi cielovy TK.

Tumova a kol. z roku 2018 opisuju aj isté nevyho-
dy spojené s uzivanim terapie FDC. Medzi mozné ne-
vyhody patri finan¢na zat'az pre pacientov pri terapii
originalnymi FDC, identifikovanie lie¢iva, ktoré vy-
volalo NU, alebo alergickej reakcie. Délezitym fak-
torom je, aby lekar pri ureni diagnozy a komorbidit

sprevadzajtcich dané ochorenie zvazil prinos a riziko
terapie.

Terapiu FDC podporuje aj ekonomicky vplyv pre
pacientov uZivajicich takuto terapiu. Stidia z roku
2013 sledovala dovod prechodu z terapie viacerych
lie¢iv na terapiu FDC. Pre hypertonikov znamenala
tato zmena aj pokles finan¢nych nakladov az o 14 %
(Akazawa a Fukuoka, 2013). Z vysledkov nasej $tu-
die vyplyva, ze takuto terapiu uzivaji najma starsi pa-
cienti, pre ktorych by tento prechod mohol znamenat’
aj usetrenie financii.

V nasledujtcej Casti uvadzam niektoré zistenia
o efektivite FDC, aj ked’ mojim cielom nebolo hod-
notit’ efektivitu danej terapie. Hlavnhym dovodom je
najma fakt, ze som nenasla dostupné prace, ktoré by
sa zaoberali problematikou expedovania a spotreby
antihypertenziv vo forme FDC.

Na zaklade stadie z roku 2020 je napriek Siro-
kej dostupnosti ucinnych antihypertenzivnych lieciv
kontrola TK neuspokojiva. Dostatocnt kontrolu TK
dosahuje len 30 — 50 % lieCenych pacientov. Pozo-
rované dokazy naznacuju, Zze kombinovana terapia
skracuje Cas potrebny na dosiahnutie kontroly TK,
zvysuje adherenciu k terapii, bezpecnost’ aj znaSanli-
vost’ v porovnani s monoterapiou. Odporticanie znie
zvazit terapiu FDC v prvej linii u vacsiny pacientov
s hypertenziou (Campana a kol., 2020).

Stadia z roku 2021 sledovala dodrziavanie tera-
pie antihypertenzivami FDC a monoterapie. Ciel'om
Studie bolo porovnanie adherencie pacientov k danej
terapii. Sledovanych bolo vyse 63-tisic pacientov vo
veku od 40 — 80 rokov v Taliansku. Stadia mala zistit’
¢i a do akej miery modifikovala pociato¢na terapia
adherenciu k liecbe antihypertenzivami. Vysoka ad-
herencia k terapii antihypertenzivami bola u 46 % pa-
cientov, z toho 54 % pri pociatocnej terapii FDC. Vy-
sledky jasne poukazuji na lepsiu adherenciu pacien-
tov k FDC terapii, v pripade, ak boli pouzité v prvej
linii. Stadia sledovala aj skupinu antihypertenziv
uzivanych pacientmi. Najpouzivanejsimi skupinami
predpisujucimi FDC boli IACE alebo ARBS plus D
a ARBS plus CCB (Rea a kol., 2021). V porovnani

s nasou Studiou, kde sa na prvom mieste umiestnili
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FDC CCB + ARBS, a nasledovala FDC ARBS + D,
modzeme poznamenat, ze Studie maju podobné vy-
sledky.

Podra stadie Ishida a kol. z roku 2019, ktori sle-
dovali predpisané antihypertenzivne lieciva, boli
spomedzi najpredpisovanejsSich FDC CCB + ARBS,
a nasledne ARBS + D. V porovnani s nasimi vysled-
kami st najpouzivanej$imi IACE + D a IACE + CCB.
V kazdom pripade st vo vedeni inhibitory RAAS.
Z danych vysledkov su inhibitory RAAS, CCB a D
najpouzivanejsie lieCiva v terapii hypertenzie.

Existuju viaceré stadie podporujice pouzitie tera-
pie viacerymi lie¢ivami. Uvedieme si Studie dokazu-
juce potrebu viacerych lieciv pri terapii hypertenzie:
ALLHAT, ACCORD, HOPE, SPRINT. Vo vsetkych
spominanych $tadiach boli potrebné minimalne dve
a viaceré lieCiva na adekvatnu kontrolu TK. Spolu
s touto publikaciou by sme opit’ radi poukdzali na po-
trebu FDC, nakol’ko to podporuji spominané odport-
¢ania od Widimsky, Widimsky, Jr. z roku 2016 (Wi-
dimsky a Widimsky, Jr., 2016; DiPette a kol. 2019).

V dalsom odstavci uvadzame studie podporuji-
ce terapiu FDC hypertenzie. Za¢neme Stidiou AS-
COT-BLPA, ktora sa zaoberala stidiom kombinacie
IACE/CCB a dokazala znizit DM o 32 % v porovna-
ni s kombinaciou BB/D. Podstidia CAFE dokézala
zo Studie ASCOT prvy dokaz o superiornom efekte
kombinacie IACE/CCB na znizenie centralneho ar-
terialneho tlaku oproti kombinacii BB/D. Studia
HAMLET z roku 2004 dokézala prospesnost’ FDC,
nakolko nizSie hodnoty STK vykazovali pacienti
s touto terapiou. Vyznamnou Stadiou je Studia AC-
COMPLISH, ktora ukazala, ze FDC IACE/CCB bol
lepsi v znizovani tlaku oproti IACE/D. Jednalo sa
o velku randomizovanu kontrolnt $tudiu, kde bolo
viac ako 70 % pacientov schopnych dosiahnut’ hod-
noty TK pod 140/90 mmHg pomocou terapie FDC
(Such, 2010; DiPette a kol., 2019).

V roku 2015 vysiel ¢lanok o postaveni FDC tera-
pie pri hypertenzii. Zachytava viaceré klinické Stidie
sledujuce dudlnu fixnu kombinaciu lieCiv pri hyper-
tenzii. Kombinacie IACE + D st zachytené §tadiami
PROGRESS, ADVANCE a HY VET. Tieto Studie sle-
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dovali uc¢innost’ terapie FDC perindopril + indapamid
verzus placebo. Rozdiel bol v skupinich pacientov,
ktoré stadie vybrali. V studii PROGRESS bol u sle-
dovanych pacientov, ktori prekonali cievnu mozgovi
prihodu, zaznamenany pokles TK o 9 mmHg. V stu-
dii ADVANCE sa u pacientov s DM zaznamenal po-
kles TK o 5,6 mmHg. V §tidii HY VET pacienti s AH
vo veku nad 80 rokov vykazovali pokles TK o 15
mmHg. Nami spracované tidaje poukazuju na vyuzi-
vanie tejto kombinacie v terapii FDC. Co-prenessa je
na prvom mieste v rebricku pouzivanejsich dvojkom-
binacii FDC. Studie SCOPE, LIFE opisuju uZivanie
ARBS + D. Stadia SCOPE hodnotila pacientov s AH
vo veku vyssom ako 70 rokov, ktori vyuzivali terapiu
FDC kandesartan + HCTZ (hydrochlorotiazid) ver-
zus D + placebo — vysledky poukazuji na pokles TK
03,2 mmHg. V studii LIFE sledovali pacientov s AH
a hypertrofiou l'avej srdcovej komory, vyuzivali FDC
losartan + HCTZ verzus BB + D, zachycuju pokles
TK o I mmHg. Nami spracované udaje zachytili kon-
krétne 48 receptov kombinacie ARBS + D. Jedna sa
konkrétne o Prestance 5 mg/5 mg 30 tabliet. Nacha-
dza sa na Stvrtom mieste najpredpisovanejSich dvoj-
kombinacii FDC. Kombinacie IACE + CBB zachy-
cuju stadie ASCOT a ACCOMPLISH, ktoré sledova-
li pacientov s AH. ASCOT skumal t¢inok FDC perin-
dopril + amlodipin verzus BB + D, ACCOMPLISH
skamal FDC benazepril + amlodipin verzus IACE +
D. ASCOT pozoroval pokles TK o 3 mmHg a AC-
COMPLISH o I mmHg. Dal$ou vyznamnou §tidiou
FDC je stadia SHEP, ktora sledovala kombinaciu se-
lektivneho BB a D, konkrétne atenolol + chlértalidon
verzus placebo. V §tadii boli zaradeni pacienti s izo-
lovanou systolickou hypertenziou. Vysledky tejto te-
rapie poukdzali na pokles tlaku o 13 mmHg. My sme
zachytili ako najpredpisovanejSie kombinacie FDC
BB + D — Lodoz 5 mg/6 mg a Nebilet HCTZ. Po-
slednou skupinou st stadie FDC blokatorov RAAS.
ONTARGET wvybrala vysoko rizikovych pacientov.
FDC pouzita v §tadii bola telmisartan + ramipril ver-
zus telmisartan alebo ramipril, sledovali pokles tlaku
o 3 mmHg. ALTITUDE vyberala taktiez rizikovych
pacientov, avSak sledovala u¢innost FDC IACE ale-



bo ARBS + aliskiren verzus IACE alebo ARBS. Tlak
sa znizil o 1,3 mmHg. My sme zachytili Co-prenessu
4 mg/1,25 mg ako najpredpisovanejSie FDC kombi-
nacii RAAS (renin-angiotenzin-aldosterébnovy sys-
tém). Vo vsetkych uvedenych studiach st spominané
systolické krvné tlaky (Snincdk, 2015). Spominanym
clankom sme chceli poukazat’ na efektivnost’ vyuzi-
vania FDC v terapii hypertenzie najma u rizikovych
pacientov.

V pripade nedostatoénej terapie dudlnou kombi-
naciou FDC je mozné pacienta nastavit' na trojkom-
binaciu FDC. Podl'a Davis, Oparil z roku 2018 stadia
PIANIST sledovala uc¢inok trojkombinacie FDC pe-
rindopril + amlodipin + indapamid. Pacienti zaradeni
do tejto Studie dosahovali uspokojivé cielové hodno-
ty TK. NajpredpisovanejsSou trialnou fixnou kombi-
naciou na zéklade nami ziskanych udajov bol Tripli-
xam 30 tbl.

Z doévodu siriaceho sa ochorenia COVID-19 a ce-
lej pandemickej situacie sme pozbierali recepty len
z jednej lekarne. Navrhom na pripadné rozsirenie tej-
to ¢i uz inej Studie tohto zanru by bolo porovnat’ vy-
sledky z minimalne dvoch lekarni, resp. ambulancii,
nakol’ko sme aj my takyto vyskum mali v plane. Tieto
Studie by mohli mat’ zaujimavé vysledky, nakol’ko by
bolo zohladnené SirSie mnozstvo pacientov, resp. le-

karov predpisujucich takéto lieky.

ZAVER

vvvvv

vyuzitia fixnych kombinacii antihypertenziv v praxi.
V naSej Studii sme vyhodnotili 1288 receptov po-
zbieranych z lekarne pomocou lekarenského systému
NRSYS.

Z pohladu skupin uzivanych vo fixnych kombina-
ciach antihypertenziv st podl'a materidlov najpouzi-
vanejsimi IACE + D a ARBS + D, teda vedu inhibi-
tory RAAS a diuretikd. Na prvom mieste sa umiest-
nil liek Co-prenessa 4 mg / 1,25 x 90 tbl. Spomedzi
fixnych antihypertenziv sa nam podarilo zozbierat
jedine recepty s obsahom skupin IACE + D + CCB,
konkrétne ako najpredpisovanejsia fixna trojkombi-

nacia bol liek Triplixam.

Predpokladdme narast v uzivani fixnych kombi-
nacii z dovodu vysSej compliance pacientov a zvy-
Sujuceho sa priemerného veku obyvatel'stva v oblasti

kardiovaskularnych ochoreni.
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ABSTRAKT

Cielom tejto Studie je zhrnut’ v sucasnosti do-
stupné poznatky o moZnostiach biologickej liecby
metastatickych kolorektilnych niadorov so zame-
ranim na humanne monoklonilne protilatky, cha-
rakterizovat’ pripravky, ktoré patria do cielenej
liecby, opisat’ ich farmakologické uc¢inky, vlastnos-
ti, ale aj neZiaduce ucinky spojené s ich aplikaciou.
Uvadzame aj moZnosti prevencie tohto ochorenia.
Jednym z cielov je zostavit’ frekvenénu analyzu
incidencie a umrtnosti na kolorektilny karcinom
a pouzitie jednotlivych cielenych lieciv pri lie¢be
tohto ochorenia. Na zostavenie analyzy bola po-
uzita vzorka 35 pacientov, ktori sa v roku 2019
lie¢ili v onkologickej ambulancii vo Vranove nad
Toplou na kolorektalny karciném. 17 pacientov sa
lie¢ilo iba ambulantne a 18 pacientov vyuZivalo aj
mozZnosti ustavnej starostlivosti na onkologickom

oddeleni Nemocnice s poliklinikou v TrebiSove.
V uvedenej vzorke bolo 57,14 % muzov a 48,84 %
Zien. Najmladsi pacient mal 38 rokov, najstarsi 86
rokov. Obaja muzi. Vekovy priemer vo vzorke bol
64,1 roka. NajcastejSie pouZivané cielené lieCiva
boli cetuximab a bevacizumab v kombinacii s che-
moterapiou.

Kruacové slova: cielena biologicka liecba; hrubé
¢revo; konecnik; metastaticky kolorektalny karci-

ném; nador

ABSTRACT

This study summarises the currently available
knowledge on the possibilities of biological tre-
atment of metastatic colorectal tumours, focusing
on human monoclonal antibodies; characterizes
preparations belonging to targeted treatment,
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describes their pharmacological effects, properties,
and the side effects associated with their applica-
tion. We also present the possibilities of preventing
this disease. One of the goals is to compile a frequ-
ency analysis of the incidence and mortality of co-
lorectal cancer and the use of individual targeted
drugs in the treatment of this disease. A sample of
35 patients treated for colorectal cancer in an on-
cology clinic in Vranov nad Topl'ou in 2019 was
used to compile the analysis. Seventeen patients
were treated only on an outpatient basis, and 18
patients also used the possibilities of institutional
care at the Hospital’s oncology department with
a polyclinic in TrebiSov. 57.14 % were men in this
sample, and 48.84 % were women. The youngest
patient was 38 years old; the oldest was 86, both
men. The average age in the sample was 64.1 ye-
ars. The most commonly used targeted drugs were
cetuximab and bevacizumab combined with che-
motherapy.

Key words: colon; metastatic colorectal cancer;
rectum; targeted biological treatment; tumour

UvVOD

Kolorektalny karcinom (KRK) je najcastejSim na-
dorovym ochorenim v Eurdpe a tretim najéastejsie sa
vyskytujucim nadorovym ochorenim na celom svete.
Vicsina kolorektalnych karcinomov sa nachadza v
hrubom creve (colon), su to karcindbmy hrubého creva
a predstavuju 9 % vsetkych typov nadorov v Europe.
Priblizne jedna tretina kolorektalnych karcinomov sa
nachadza iba v konecniku (rectum), zname ako karci-
noémy konecnika (ESMO, 2016).

Kolorektalny karciném je Castejsi u muzov ako u
zien. V Europe sa kolorektalny karcindm vyvinie v
urc¢itom Case zivota priblizne u jedného z 20 muzov a
priblizne u jednej z 35 zien. Inymi slovami, kazdoroc-
ne sa v Eurdpe diagnostikuje kolorektalny karcindm
priblizne u 35 zo 100 000 muZzov a priblizne u 25 zo
100 000 zien (Vavrecka, 2020). Celkovo je frekvencia

kolorektalneho karcindbmu vyssia v industrializova-
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nych a urbanizovanych regionoch. Vacsina pacientov
s kolorektalnym karcinomom ma v Case stanovenia
diagnozy viac ako 60 rokov. Kolorektalny karcindm
sa vo veku do 40 rokov vyskytuje zriedkavo.

Celkové statistiky vo vyskyte kolorektalneho kar-
cindmu na Slovensku su alarmujuce. Kazdy rok je
nador hrubého creva diagnostikovany asi 5 tisicom
pacientov. Koncom 20. storocia bola liecba kolorek-
tdlneho karcindmu takmer vyluéne chirurgicka. 21.
storoCie prindsa aj iné, nechirurgické metddy liec-
by. Ide o radioterapiu, chemoterapiu a cielent liec-
bu (Salek, 2017). Déleziti tlohu zohrava prevencia.
Kolorektalny nador je typ nadoru, ktorému sa da
predchadzat’ zmenou zivotného $tylu. Medzi G¢inné
prostriedky patri hlavne sprdvna vyziva, nizkotu¢na
strava, dostatok vapnika a vitaminov, spravny pitny
rezim, vyhybanie sa alkoholu a cigaretam, uzivanie
probiotik, aktivny pohyb a zdravy zivotny $tyl.

Hrubé ¢revo ma za tlohu predovsetkym zahusto-
vat’ ¢revny obsah a posuvat ho smerom do rekta. Na
naplnenie tejto ulohy slizia funkcie: absorpcia, moti-
lita a sekrécia.

Specifické postavenie ma bakterialna flora hrubé-
ho ¢reva, ktord ma fyziologicky, ale aj klinicky vyz-
nam. Az 50 % obsahu stolice tvoria baktérie. Pomer
anaerobnych a aerébnych baktérii je 100 : 1. Baktérie
v hrubom ¢reve maju tieto funkcie: syntéza biotinu,
kyseliny listovej, vitaminu K, inhibicia rastu patogén-
nych mikroorganizmov, metabolizovanie zI¢ovych
kyselin, hydrolyza urey na amoniak (Prochotsky,
20006).

Kolorektalny karcindm je nador vyvijajici sa
v hrubom creve. Podl'a rozsahu ochorenia moézeme
rozlisit’ stadia ochorenia (KRK: Prirucka pre pacien-
tov, 2016):

V stadiu 0 je nador postihujici ti najvrchnejSiu
vrstvu steny ¢reva alebo konecnik. V tomto Stadiu sa
nador odstrafiuje chirurgicky (4 % pacientov).

Stadium 1 zasahuje do podslizni¢ného tkaniva
— submukozy, teda o jednu vrstvu hlbsie. Dosahuje
svalstvo hrubého ¢reva alebo kone¢nika. Nador je po-
trebné odstranit’ chirurgicky spolu s lokalnymi lymfa-
tickymi uzlinami (32 % pacientov).



Tab. 1: TMN Klasifikacia

T—primarny nador

Klinicka Klasifikacia

peritoneum

X Primarny nador nemozno hodnotit’

TO Bez znamok primarneho nadoru

Tis Karciném in situ, intraepitelidlny alebo invazia do lamina propria mucosae

T1 Nador postihuje submukézu

T2 Nador postihuje tunica muscularis propria

T Nédor preras.té cez musculqris propria do gubserézy alebo do
neperitonealizovaného perirektalneho tkaniva

T4 Nador priamo porusuje iné organy alebo Struktary a perforuje visceralne

N-regionalne lymfatické uzliny

NX Regionalne lymfatické uzliny nemozno hodnotit’

NO V regionalnych lymfatickych uzlinadch bez metastaz

N1 Metastazy v 1 az 3 regionalnych lymfatickych uzlinach

N2 Metastazy v 4 alebo viac regionalnych lymfatickych uzlinach
M-vzdialené metastazy

MX Vzdialené metastazy nemozno hodnotit’

Ml Bez vzdialenych metastaz

M2 Vzdialené metastazy

Zdroj: Jurga, 2010

Stadium II postihuje nielen svalstvo Greva, ale
prerasta aj mimo neho (29 % pacientov). Zasahuje
aj okolité organy. Pri liecbe je potrebné chirurgicky
odstranit’ vSetky postihnuté tkaniva. U niektorych
pacientov je potrebné dodatocne aplikovat’ chemote-
rapiu, ak ide o nador hrubého ¢reva. V pripade karci-
nému konecnika je potrebna radioterapia alebo radio-
terapia v kombinacii s chemoterapiou.

Stadium IIT postihuje nielen okolie hrubého éreva,
ale aj regionalne lymfatické uzliny (22 % pacientov).
Je potrebné chirurgicky odstranit’ nadory a tiez d’alsie
postihnuté tkaniva. Nasledne je potrebné realizovat’
adjuvantnu terapiu, teda chemoterapiu na karcindbm
hrubého ¢reva a radioterapiu alebo chemoterapiu plus
radioterapiu na nador konec¢nika.

Stadium IV je charakteristické napadnutim vzdia-
lenych organov (zvycajne ide o peCen a pluca) meta-
stdzami (13 % pacientov). Moznost’ami liecby v tom-
to Stadiu si chemoterapia a cielena biologicka liecba.

Pomocou chemoterapie je mozné redukovat’ vel'kost’
metastatickych nadorov, aby sa nasledne dali opero-
vat’.

Karcinom, ktory sa rozsiri aj mimo hranic hrubé-
ho ¢reva a blizkych lymfatickych uzlin, oznacujeme
terminom metastaticky kolorektalny karcindom —
mKRK. Spravidla je klasifikovany ako Stadium IV.
Z epidemiologickych a genetickych studii vyplyva,
ze mKRK je multifaktoridlne ochorenie.

Presnejsie zaradenie zhubnych novotvarov umoz-
nuje TMN Kklasifikacia (tumor, nodus, metastasis).
V dnesnej dobe je Standardom v klasifikacii a identifi-
kacii prognostickych skupin, pricom zachovava kom-
patibilitu s predchadzajicimi formami klasifikacie. V
tabulke 1 uvddzame TMN Kklasifikaciu podla Jurgu
(2010).

Karcinom hrubého creva patri k zavaznym medi-
cinskym problémom vo svete. KRK bol pocas roku
2018 diagnostikovany viac ako 1,8 milionom pacien-
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Obr. 1: Schéma prisadnutého, poloprisadnutého a stopkatého polypu

Zdroj: Prochotsky, 2006

tov, pricom takmer polovica tychto pacientov v roku
2018 zomrela. Incidencia KRK v zapadnej a vychod-
nej Eurdpe bola rovnaka: 28,8/100 000 obyvatelov,
miera vyskytu umrti na KRK v strednej a vychodne;j
Europe je 15,2/100 000 (Kohutek a Bystricky, 2019).
V celosvetovom meradle pripada Slovensku nelicho-
tivé tretie miesto po Mad’arsku a Juznej Korei. Kar-
cindm hrubého ¢reva a konecnika je druhé a tretie
najbeznejsie onkologické ochorenie u zien a muzov.

Miera incidencie kolorektalneho karcinomu stan-
dardizovana podl'a veku je vyssia u muzov (20,6 na
100 000 jedincov) ako u zien (14,3 na 100 000). Vic-
Sina pacientov so sporadickym vyskytom nadorov ma
viac ako 50 rokov, pricom 75 % pacientov s karci-
némom konecnika a 80 % pacientov s karcinbmom
hrubého ¢reva je v ¢ase diagndzy starSich ako 60 ro-
kov (Salek, 2017).

KRK je velmi heterogénne ochorenie, ktoré je
sposobené interakciou genetickych a environmen-
talnych faktorov a mozno ho klasifikovat’ na zaklade
dolezitosti kazdého z tychto faktorov. Va¢sina KRK
je sporadicka (70 % — 80 %), pricom najdolezitejSim
rizikovym faktorom je vek. Iba mala Cast pripadov je
dedi¢ného charakteru.

Uz roku 1989 (Shimoda a kol., 1989) boli KRK
klasifikované na polypoidné a nonpolypoidné. Po-

lypoidné typy karcindmu hrubého ¢reva vznikaju na
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zaklade tzv. adendm-karcinomovej sekvencie, ale
nonpolypoidné karcindmy vznikajt ,,de novo “, teda
priamo zo sliznice. KRK sa vyvija postupnou akumu-
laciou genetickych a epigenetickych zmien, ¢o vedie
k transformdcii normalnej sliznice hrubého ¢reva na
invazivny nador. Vacsina KRK sa vyvija z adeno-
mov. Za dobu neoplastickej transformacie sa pova-
zuje priblizne ¢as 10 — 15 rokov. Je to ¢as dostupny
na detekciu a odstranenie tychto adendmov pred ich
progresiou do invazivneho karcinomu. Z epidemiolo-
gickych stadii (Prochotsky, 2006) je dolezity pozna-
tok, ze u 30 — 50 % jedincov celej populacie pocas
zivota vzniknu adenomy, ale len 5 — 6 % z nich sa vy-
vinie na kolorektalny karcinom. Vicsina adenomov
sa v priebehu zivota maligne nezvrhne.

Kolorektalny karcinom teda vznika véc¢sinou z po-
lypov, ktoré su definované ako protrazie vy¢nievaju-
ce z povrchu sliznice alebo steny ¢reva (Prochotsky,
2006). Podla makroskopického vzhladu su polypy
stopkaté, poloprisadnuté a prisadnuté (sesilné) (vid’
obr. 1).

Medzi rizikové faktory KRK patria endogénne aj
exogénne faktory, ktoré pdsobia komplexne a v in-
terakcii s molekularnymi faktormi ovplyviujacimi
prostredie epitelialnych buniek ¢reva (Prochotsky,
2006). Vplyv stravy na incidenciu KRK sa Studuje
uz takmer 40 rokov. Doll a Peto (1981) uvadzajt, ze



zmeny v diétnom rezime by mohli viest’ k 30 % po-
klesu incidencie KRK. Viacero vedeckych studii po-
tvrdilo, Ze prijem ovocia a zeleniny (hlavne zelend
a tmavozIta zo skupiny kapustovitych a strukoviny)
posobi v prevencii nddorov na viacerych miestach or-
ganizmu vratane gastrointestinalneho a respiracného
traktu. Fyzicka aktivita je dolezitou prevenciou vzni-
ku KRK, najmé vsak karcinomu rekta. Nedostatok
fyzickej aktivity, vysoky energeticky prijem a obezita
posobia synergicky ako rizikové faktory hlavne kar-
cindomu konec¢nika. Nadmerné mnozstvo telesného
tuku je rizikovym faktorom. V telesnom tuku sa totiz
moéze hromadit’ viac karcinogénov. Zvysena ponuka
energie v tukovych zasobach pdsobi stimulujico na
rozvoj KRK. Mieru obezity urcuje BMI (Body Mass
Index). Cim je jeho hodnota vyssia, tym je vyssie ri-
ziko vzniku KRK. Vplyv fajcenia na rozvoj rakovi-
ny bol dokdzany uz v patdesiatych rokoch minulého
storocia. Giovannucci a kol. (1992,1994) odhaduju,
ze 12 % umrti na karcindm kolonu sa viaze na faj-
Cenie. FajcCenie sice zvySuje rakovinovi mortalitu
u oboch pohlavi, ale riziko umrtia faj¢iarok na KRK
je vyssie. Pedersen a kol. (2003) sa zaoberali vzt'a-
hom medzi mnozstvom a druhom konzumovaného
alkoholu a KRK. Jedinci, ktori pili tyZdenne viac ako
41 davok alkoholickych napojov, mali riziko KRK
2,2-krat vysSie v porovnani s tymi, ktori alkohol pra-
videlne nekonzumovali. Riziko vzniku KRK je vys-
Sie pri uzivani piva a tvrdého alkoholu. Zvysené rizi-
ko vzniku KRK oproti priemeru je u I'udi pracujucich
so syntetickymi vlaknami, v metalurgickom a textil-
nom priemysle. Vyssia incidencia bola zaznamenana
aj u hasicov, I'udi pracujucich s azbestom, pripadne
vystavenych pdsobeniu sadzi a tazkych olejov (Pro-
chotsky, 2006). K rizikovym faktorom mdzeme za-
radit’ aj sedavy sposob zamestnania. Riziko vyskytu
KRK je podla Reensteina a kol. (1981) az 20-krat
vyssie u jedincov s Crohnovou chorobou oproti bez-
nej populacii. Vyssie riziko vzniku KRK je tiez u pa-
cientov s univerzalnou formou ulcerdznej kolitidy.
KRK moze vzniknut' aj po radioterapii indikovanej
pre rozne druhy nadorov. Priemerny interval medzi

radioterapiou a diagnozou karcindmu sa pohybuje

okolo 15 rokov. Taktiez imunosupresia vyuzivana po
organovej transplantacii sa spaja so zvysenou inci-
denciou roéznych druhov karcindémov. Papaconstanti-
nou a kol. (2004) uvadzaja, ze chronicka imunosup-
resia po organovych transplanticiach prinasa zvysené
riziko incidencie KRK, ktoré su aj biologicky agre-
sivnejsie.

Diagnostika kolorektalneho karcindému spdsobuje
CastejSie tazkosti vtedy, ked’ je pokrocily. Najcastej-
§imi prejavmi su zmeny pozorované v ¢innosti ¢riev
a konec¢nika, neprijemné pocity (diskomfort) v brus-
nej dutine, chudnutie a inava. Vystraznym znamenim
modze byt pritomnost’ krvi v stolici (Dobrovodska,
2017). Je mozné pozorovat' ju volnym okom alebo
sa da zistit’ laboratérnym vySetrenim stolice. Loka-
lizaciu a vel'kost nadorov mozno indikovat’ réznymi
metédami — endoskopiou alebo Specidlnym radiolo-
gickym vySetrenim.

Dobrou metédou na urcenie diagnézy vo vybra-
nych situaciach je specidlne vysetrenie krvi na karci-
nogénny antigén (CEA), nadorovy marker. Diagndza
je vsak potvrdena az laboratornym vySetrenim karci-
nému a poskodenych tkaniv (histopatologia).

Termin cielena biologicka liecba sa pouziva na
oznacovanie latok a postupov, ktoré selektivne ucin-
kuju na ciele $pecifické pre ochorenie, a to bez ucinku
alebo s minimalnym tG¢inkom na normalne bunky. Pri
nadorovych ochoreniach boli identifikované viaceré
bunkové a molekularne ciele Specifické pre nadorové
bunky pre rézne typy nadorov. NajcastejSie moleku-
larne ciele vyuzivané v klinike st povrchové antigé-
ny, vasoendotelidlny rastovy faktor, receptor pre epi-
dermoidny rastovy faktor a niektoré geneticky presne
definované molekularne abnormality. Bezna chemo-
terapia je zamerana prakticky na akékol'vek prolife-
rujuce bunky, bez ohl'adu na to, ¢i st nddorové alebo
nie. Vysledkom je systémova toxicita. Cielena liecba
je zamerana na Specifické ciele, ma teda menej nezia-
ducich tcinkov, ktoré su zvicsa (nie vzdy) mierne a
viaceré su Specifické. Vyskum zamerany na moleku-
larne ciele nadorovych ochoreni uz priniesol vysled-
ky. Niekol'ko desiatok latok prislo alebo prichadza do
klinickej praxe. Asi 500 d’alSich je v réznych fazach

71



klinického vyskumu (Berzinec, 2009).

Cielentu terapiu, ktora sa pouziva v sucasnosti,
tvoria prevazne dve skupiny latok. St to monoklonal-
ne protilatky a malé molekuly.

Monoklonalne protilatky (bevacizumab, cetuxi-
mab, panitumumab) sa vyznacuji imunoglobulino-
vou podstatou. Su to vlastne imunoglobuliny, ktoré
sa ziskavajui klonovanim jednej plazmatickej bunky.
Ked’ze ide o jednu plazmatickt bunku, maju rovna-
ké vykonné funkcie, primarnu Struktiru a rovnaku
Specifickost’ vézbovych miest. Unikatna vlastnost
monoklonalnych protilatok je v tom, Zze maju presne
definované vlastnosti a $pecificka vazbovost’ na sub-
strat, vd’aka comu neovplyviiuju iné molekuly.

Podla Berzinca (2009) monoklonalne protilét-
ky moézu ucinkovat’ viacerymi spdsobmi: podporuju
protinadorovy uc¢inok imunitného systému vizbou
na rastové faktory a ich receptory alebo priamym
cytotoxickym ucinkom pri konjugacii s radioizoto-
pom alebo toxinmi. V poslednom obdobi sa postupne
prechadza od vyvoja chimérickych protilatok (65 %
humannej zlozky) k humanizovanym protilatkam (95
% humannej zlozky) az k plne humannym (100 % hu-
mannej zlozky). Typy jednotlivych protilatok sa daju
rozlisit’ podl'a koncovky. Humanizované protilatky
maju koncovku: -zumab, plne humanne protilatky
-mumab a chimérické maji koncovku -ximab.

Malé molekuly st latky, ktoré G¢inkuji ovplyv-
nenim tyrozinkindz, ¢im zasahuju do bunkovych po-
chodov. Tyrozinkindzy st enzymy, ktorych ulohou
je prenasat’ fosforova skupinu z adenozintrifosfatu
na aminokyselinu v bielkovinach, nazyvanu tyrozin.
Tieto tyrozinkinazy v bunke sptstaju zmeny, a tym
ovplyviiuju prenos signalov pre proliferaciu, rast,
migraciu a angiogenézu z receptorov v cytoplazme
alebo v bunkovej membrane do jadra bunky. V po-
rovnani s monoklonalnymi protilatkami sa malé
molekuly nepodavaju intravenozne, ale peroralne.
Tiez maju mensiu Specifickost’. V dosledku metabo-
lizacie cytochrémom P450 moZze pri nich vzniknut
neziaduca interakcia s niektorymi liekmi. Pri mono-
klonalnych protilatkach je pol€as rozpadu niekol'ko
dni az tyzdnov, a preto ich je potrebné podavat’ v jed-
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notyzdilovych alebo viactyzdiiovych intervaloch. Pri
malych molekulach je polCas rozpadu len niekol’ko
hodin, preto sa podavaji denne (Berzinec, 2009).

Inhibitory PD-1 (programovana smrt buniek) je
transmembranovy glykoprotein, ktory reguluje akti-
vitu na bunkach imunitného systému. Pomaha chra-
nit’ tieto bunky pred utokmi na iné bunky v tele. Blo-
kovanim PD-1 tieto lieky zosilfiuji imunitni odpo-
ved’ proti zhubnym bunkém. Dnes je na trhu znamych
5 monoklonalnych protilatok, ktoré st v klinickom
skusSani. Ide o atezolizumab, avelumab, durvalumab,
nivolumab a pembrolizumab (Kocan a Babal, 2019).

Blokovanim PD-1 tieto lieky zosilfiujii imunitna
odpoved’ proti zhubnym bunkam. Tieto lieky sa po-
davaju ako intravendzna (IV) infuzia kazdé¢ 2 alebo 3
tyzdne. Vedl'ajsie ucinky tychto liekov mézu zahinat
unavu, kasel, nevolnost, svrbenie, kozni vyrazku,
znizenti chut’ do jedla, zapchu, bolest’ kibov a hnacku.
Iné, zavaznejsie vedl'ajsie ucinky sa vyskytuji mene;j
casto.

Inhibitor CTLA-4 je cytotoxicky protein 4 aso-
ciovany s T-lymfocytmi. Jeho inhibiciou dochadza
k aktivacii imunitného systému. Ipilimumab je d’alSie
lie¢ivo, ktoré zosiliuje imunitni odpoved. Blokuje
CTLA-4, dalsi protein na T bunkach, ktory ich zvy-
¢ajne udrziava pod kontrolou. Toto lieCivo sa mdze
pouzivat’ spolu s nivolumabom na liecbu kolorektal-
neho karcindmu, ale nepouziva sa samostatne. Poda-
va sa ako intravenozna (IV) inflizia, zvycajne raz za 3
tyzdne pocas 4 oSetreni. Medzi najbeznejsie vedlajsie
ucinky tohto lieCiva patri unava, hnacka, kozna vy-
razka a svrbenie.

Latky anti- VEGF st zamerané proti cievnemu za-
sobeniu nadoru. Tym, Ze posobia proti vaskularnemu
endotelialnemu rastovému faktoru (VEFG), spOso-
bia spomalenie Sirenia nadoru a tiez spomalenie jeho
rastu. Novovzniknuté, ale aj zdravé tkanivo potrebu-
je prisun kyslika a zivin z krvi pre svoj rast, v do-
sledku ¢oho zacina prostrednictvom VEGF vysielat
signal pre zabezpecenie novych krvnych ciev, aby
mu zabezpecCili potrebné latky. Vaskularny endoteli-
alny rastovy faktor (VEGF) je protein, ktory pomaha
nadorom vytvarat’ nové krvné cievy (proces znamy



ako angiogenéza). Angiogenéza je nevyhnutnym
procesom tak pre rast nadoru, ako aj pre metastatic-
ké Sirenie chorob. Nadory, ktoré su véacsie ako 2 mm
trpia nedostatkom zivin a kyslika. V dosledku toho
zainaju vo zvySenom mnozstve vysielat VEFG,
ktory zabezpeci smerom k nadoru rast krvnych ciev.
Siet’ ciev nadoru vytvara cestu, ktorou sa §iri v tele
a vytvara metastazy. Latky blokujuce uéinky VEFG
vlastne inhibuju vznik nadorovych ciev. Na nador
neposobia teda priamo, ale narGsaju vyzivu nadoru.
Pri terapii karcindmu hrubého creva a konec¢nika sa
najcastejSie kombinuju s chemoterapiou oxaliplatiny
a irinotekanu. Medzi latky anti-VEFG patria bevaci-
zumab a aflibercept (Kohutek a Bystricky, 2019).

EGFR inhibitory pdsobia proti receptoru epider-
malneho rastového faktora, ¢im dochadza k blokade
biologickych procesov a prenosu signalu v bunke.
Receptor epidermalneho rastového faktora (EGFR)
je protein, ktory pomaha nddorovym bunkam rast
a nachadza sa na ich povrchu. Jeho funkcia suvisi
s onkogénnom KRAS. Vyskum ukazuje, ze pri l'u-
d’'och s mutidciami v KRAS (gén stvisiaci s EGFR)
nemusia byt tieto inhibitory EGFR u¢inné. Rozho-
dujuci vplyv na klinickll u¢innost’ inhibitorov EGFR
ma teda tzv. RAS gén. Tento gén zohrava ulohu na-
priklad pri prezivani bunky alebo pri jej deleni. V na-
dorovych bunkach sa vyskytuje v zmutovanej podo-
be alebo v nezmutovanej (divoky typ). EGFR inhi-
bitory st ti¢inné iba pri nadoroch, v ktorych je nez-
mutovany geném RAS. Preto je potrebné otestovat’
pacientov pred zacatim lieCby na typ RAS génu. Me-
dzi latky inhibujuce EGFR patria cetuximab a pani-
tumumab. Podavaju sa intraven6znou inflziou, raz
tyzdenne alebo kazdy druhy tyzden (Kohutek a Bys-
tricky, 2019).

Regorafenib je typ cielenej terapie znamy ako in-
hibitor kinazy. Kinazy st proteiny na povrchu bunky
alebo v jeho blizkosti, ktoré prenasaju dolezité sig-
naly do kontrolné¢ho centra bunky. Regorafenib blo-
kuje niekol’ko proteinov kinazy, ktoré¢ bud’ poméhaju
nadorovym bunkam rast” alebo pomahaju formovat
nove krvné cievy, aby kimili nador. Blokovanie tych-
to proteinov mdze pomdct’ zastavit’ rast rakovinovych

buniek. Tento liek sa pouziva na lie¢bu pokrocilého
kolorektalneho karcinomu, zvyc€ajne ked uz iné lieky
nie su uzitocné. Berie sa ako tabletka (KRK, prirucka
pre pacientov 2016).

METODIKA PRACE A METODY
SKUMANIA

Informaécie o cielenych lie¢ivach pouZzivanych pri
liecbe metastatického kolorektalneho karcindmu sme
ziskali na onkologickej ambulancii vo Vranove nad
Toplou. V tejto ambulancii ordinuju lekari Specialis-
ti, ktori zaroven pdsobia na onkologickom oddeleni
Nemocnice s poliklinikou v TrebiSove. Z dokumen-
tacie o lie¢eni jednotlivych pacientov sme vyhladali
pacientov s diagnozou C18 — C21.8, ktori boli v am-
bulancii lie¢eni v roku 2019. Vyselektovali sme takto
vzorku 35 pacientov. Z udajov sme zistili vek, pohla-
vie, druh pouzitej lieCby a timrtnost’. V 28 pripadoch
bolo toto ochorenie diagnostikované uz pred rokom
2019 a v siedmich pripadoch islo o novych pacien-
tov, u ktorych bol KRK indikovany az v roku 2019.
17 pacientov sa liecilo iba ambulantne a 18 vyuziva-
lo podl'a odportcania lekarov aj ustavnil zdravotnu
starostlivost’ na onkologickom oddeleni Nemocnice
s poliklinikou v Trebisove. Informacie sme spracova-
li tabul'kovo aj graficky pomocou programu Micro-
soft Excel.

Z celkového poctu 35 pacientov bolo 20 muzov
(57,14 %) a 15 zien (42,86 %); co dokazuje teoriu, ze
KRK sa vyskytuje CastejSie u muzov ako u zien (vid’
graf 1).

VYSLEDKY

Incidencia kolorektalneho karcinému

V roku 2019 sa lie¢ilo vo Vranove nad Topl'ou
na nadorové ochorenie hrubého ¢reva 12 muzov
(60 % vsetkych liecenych muzov) a 10 Zien (66,66
% vsetkych lieCenych Zien). Karcinomom konecnika
bolo postihnutych 8 muzov (40 % vsetkych lieCenych
muzov) a 5 zien (33,33 % vsetkych lieCenych Zien;
vid’ graf 2).
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Graf 1: Zastipenie muZov a Zien s KRK
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Graf 3: Vekova Struktira pacientov s karcinémom hrubého ¢reva
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Graf 4: Vekova Struktura pacientov s karcindmom konecnika
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Graf 5: Vyskyt kolorektalneho karcinému v jednotlivych Stadiach
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Graf 6: Umrtnost’ v dosledku ochorenia na kolorektalny karciném
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Graf 7: Vekova struktira zomrelych pacientov
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Graf 8: Utinné latky pouZivané pri liecbe KRK
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Vekova Struktura pacientov s karcinémom
hrubého creva

Najpocetnejsie zastipenie medzi chorymi bolo vo
vekovej kategorii 61 — 70 rokov. ISlo o 6 pacientov
(27,27 %); z toho boli 3 Zeny. Rovnaké zastipenie
pacientov, 4 chort, bolo vo vekovej kategérii 51 — 60
a 71 — 80 rokov, ¢o predstavovalo 18,18 %. Vo ve-
kovej kategorii 41 — 50 a viac ako 81 rokov boli za-
stupenti traja pacienti (13,64 %). Kategdria pacientov
mladsich ako 40 rokov bola zastupena dvomi osoba-
mi, jednym muzom a jednou zenou (9,09 %). Naj-
mladsi pacient mal 38 rokov a najstarsi 86 rokov. Ve-
kovy priemer pacientov s karcinomom hrubého creva
bol 62,6 rokov (vid’ graf 3).

Vekova Struktura pacientov s karcinémom
konecnika

Medzi chorymi na karcinom konecnika bola naj-
pocetnejsia vekova kategoria od 61 do 70 rokov, 5
0s0b (38,46 %); z toho 2 Zeny. Druhou najpocetnejsie
zastupenou vekovou kategoriou bola kategoria od 71
— 80 rokov, 4 chori (30,77 %). Dvaja pacienti boli vo
veku 41 — 50 rokov (15,39 %) a v kategoériach veku
od 51 az 60 a nad 80 rokov bol iba jeden pacient, muz
(7,69 %). V najmladsej vekovej kategorii do 40 osob
sa nenachadzal ziaden pacient. Je pravdou, ze tento
druh nadorového ochorenia sa u 'udi mladsich ako 40

rokov vyskytuje vel'mi zriedkavo (vid’ graf 4).

Vyskyt kolorektalneho karcinémomu
v jednotlivych $tadiach

Najviac ochoreni sa vyskytovalo v tretom §tadiu,
az 13 pacientov (37,14 %); z toho 6 zien. Vo §tvrtom
Stadiu choroby bolo 9 0s6b (25,71 %); priCom z toh-
to poctu to boli 4 Zeny. Ochorenie sa rozvinulo do
druhého stadia u Styroch muzov a troch zien, ¢o pred-
stavuje 20 %. Prvé stadium bolo indikované u piatich
pacientov (14,29 %); z toho u 2 zien. U jedného pa-
cienta (2,86 %) nebolo mozné urcit’ stadium choroby
(vid’ graf' 5).
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Umrtnost’ v dosledku ochorenia na kolorektilny
karciném

Mortalita tohto ochorenia je dost’ vysoka. V nasej
vzorke to bolo az 14 pacientov, ¢o predstavuje 40 %.
Karcindm hrubého ¢reva bol pri¢inou timrtia u desia-
tich pacientov, z toho bolo 6 muzov a 4 Zeny. Vzhla-
dom na celkovy pocet imrti v danej vzorke je to 71,43
%. Styria pacienti, vietko muzi, zomreli na karcinom
konecnika. Percentualne zastiipenie vzhladom na
celkovy pocet umrti je 28,57 %. Mortalita z hl'adiska
pohlavi je nizsia u zenského pohlavia a predstavuje
28,57 % (vid’ graf 6).

Vekova §truktira zomrelych pacientov

V sktimanej vzorke bola zaznamenana najvyssia
mortalita vo vekovej kategorii od 71 do 80 rokov. I$lo
0 7 0sdb (z toho 2 Zeny), ¢o predstavuje 20 %. Vzhl'a-
dom na celkovll tmrtnost’ vo vzorke je to az 50 %. Vo
vekovych kategoriach 61 az 70 rokov a viac ako 80
rokov bola umrtnost’ rovnaka (8,57 %); priCom bolo
rovnaké aj zastipenie Zien (iba jedna Zena) v oboch
kategoriach. Vo vzt'ahu k poctu zomrelych pacientov
je to 21,43 %. Vo veku 51 az 60 rokov zomrel len je-
den muz (2,86 %). V porovnani s poctom zomrelych
0sob je to 7,41 %. U pacientov mladSich ako 51 ro-

kov nebolo zaznamenané ziadne umrtie (vid’ graf 7).

U&inné latky pouzivané pri lie¢be KRK

Na liecbu kolorektalneho karcindému vo vybranej
vzorke bola u niektorych pacientov pouzitd monote-
rapia. Vzdy iSlo len o chemoterapiu, nie o biologic-
ka liecbu. Najcastejsie sa vSak pouziva kombinacia
chemoterapie s biologickymi lie¢ivami. Oxaliplatina
bola pouzita pri terapii u 9 pacientov, ¢o predstavu-
je 25,71 %. 6 pacientov bolo lie¢enych kombinaciou
CAPOX, co je capecitabin a oxaliplatina (17,14 %).
Monoterapia capecitabinom sa podavala piatim pa-
cientom (14,29 %). 5-fluorouracil + leukovorin +
oxaliplatina (FOLFOX) v kombinacii s becacizuma-
bom bol pouzity v 4 pripadoch (11,43 %). Kombina-
cia 5-fluorouracil + leukovorin sa podavala 4 pacien-
tom (11,43 %). 3 pacienti (8,57 %) boli lieceni kom-
binaciou FOLFOX + cetuximab. 5,71 % pacientov (2



osoby) sa liecili kombinovanou terapiou S-flurouracil
+ leukovorin + irinotekan (FOLFIRI) + bevacizumab.
FOLFOX bol pouzity v jednom pripade (2,86 %).
Rovnako jeden pacient (2,86 %) sa lieCil kombina-

ciou capecitabin + bevacizumab (vid’ graf 8).
DISKUSIA

Druhou najcastejSou pri¢inou timrtia na Sloven-
sku st nadorové ochorenia. Napriek rozvoju vedy
a mediciny zaznamenavame kazdym rokom pribuda-
nie tychto chordb. Zaujimavostou je, ze ich vyskyt
je Gastejsi vo vyspelych krajinach. Specifické posta-
venie medzi nadorovymi ochoreniami ma karcindém
hrubého ¢reva a kone¢nika. Hlavnymi pri¢inami jeho
vzniku je zanedbavand prevencia, nezdravy zivot-
ny $tyl a podcenovanie varovnych priznakov. Spolu
s karcinomom plic a karcinomom prsnika patri me-
dzi tri najcastejsie vyskytujuce sa nadorové ochorenia
na Slovensku. Potesujuce pre slovenskl onkologiu
je schvalenie Narodného onkologického programu
(NOP) vladou Slovenskej republiky v roku 2018. Pri-
oritnym ciel'om tohto programu je zniZenie umrtnos-
ti v dosledku nadorovych ochoreni. Naplnenie tohto
ciel'a vyzaduje prijatie mnohych opatreni nielen v ob-
lasti mediciny, ale aj vo vSetkych ostatnych rezortoch.
V ramci Narodného onkologického programu bol
v roku 2018 zahajeny organizovany skrining troch
najcastejSie sa vyskytujucich nadorovych ochoreni.
Okrem popisu a mapovaniu slovenskej onkoldgie sa
venuje aj podpore paliativnej mediciny (NOP, 2018).

V studii sme sa zaoberali moznostami lieby jed-
ného z najcastejSich nadorovych ochoreni na Sloven-
sku, ale aj vo svete, lieCbe metastatického kolorektal-
neho karcinomu mKRK. Z dévodu ziskania informa-
cii a redlnych podkladov sme navstivili onkologicku
ambulanciu vo Vranove nad Toplou. Zo zdravotnej
dokumentacie pacientov liecenych v tejto ambulan-
cii sme vybrali 35 pacientov s nadorovym ochorenim
hrubého creva a konec¢nika. V Case zistovania udajov
bolo vo IV. stadiu choroby 9 pacientov, z toho 4 Zeny.
Podl'a idajov z Narodného onkologického registra je
vacsina pacientov (80 — 90 %) s nadorovym ochore-

nim kolorektalneho karcinému starsich ako 50 rokov.
Zriedkavo sa moze vyskytovat’ aj u mladsich pacien-
tov, vynimocne u 0s6b do 40 rokov. Z nasej vzorky 35
pacientov bolo 28 starsich ako 50 rokov, ¢o predsta-
vuje 80 %. Iba 7 pacientov (20 %) bolo mladsich ako
50 rokov, dokonca dvaja z nich mladsi ako 40 rokov.
Najmladsi pacient mal 38 rokov, najstarsi 86 rokov.
Obaja muzi. Vekovy priemer vo vzorke bol 64,1 roka.

Statistiky v Néarodnom onkologickom registri
uvadzaju Castejsi vyskyt tohto ochorenia u muzského
pohlavia. Aj v naSej vzorke mali va¢§inové zastipe-
nie muzi. Z 35 pacientov bolo 20 muzov (57,14 %)
a 15 zien (42,86 %). Pri skiimani pri¢in imrtia na na-
dorové ochorenie je kolorektalny karcindm na dru-
hom mieste u muzov aj u zien. U muzov je na prvom
mieste karcinom pl'uc a u Zien karciném prsnika.

Kolorektalny karcindém bol v naSej vzorke naj-
rozsirenejsi vo vekovej kategorii od 61 do 70 rokov
u muzov aj u zien. Ked’ sme sledovali vyskyt karci-
nému konecnika, tak u muzov nasej vzorky bola in-
cidencia tohto ochorenia (61,54 %) vysSia ako u zien
(38,46 %). Pri karcinome hrubého ¢reva nebol rozdiel
az taky vyrazny. U muzov bol 54,55 % a u zien 45,45
%. Pri lieCbe ochorenia u vybranych pacientov nebo-
la pouzita monoterapia biologickymi preparatmi, iba
v kombinacii s chemoterapiou. NajcastejSim pouzi-
vanym chemoterapeutikom bola oxaliplatina a 5-flu-
orouracil. I§lo o dvojkombinaciu + biologicka liecba
alebo o trojkombinaciu + biologicka lie¢ba. Z biolo-
gickych lie¢iv bol pouzivany cetuximab a bevacizu-
mab.

Andrezalova-Vochyanova (2015) wuvadza, ze
v Case diagnostikovania kolorektalneho karcinomu
bolo 15 % pacientov v I. §tadiu, 20 — 30 % pacien-
tov v II. §tadiu, 30 — 40 % pacientov v IIIL. Stadiu
a20-25%
sa vyvinie u 50 — 60 % pacientov, u ktorych bolo

vo IV. stadiu. Metastatické Stadium

toto ochorenie indikované. Pri liecbe mKRK sa po-
uziva systémova terapia. Mdze to byt monoterapia —
chemoterapia alebo cielena liecba, ale aj kombinacia
chemoterapie a biologickej liecby (Dolinsky, 2011).
V kombindcii s chemoterapiou sa najcastejSie pouzi-
vaju tri cielené lieciva. Bevacizumab (proti VEGF),
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ktory sa moze pouzivat’ aj v skorSich Stadiach ocho-
renia. Je efektivny nezavisle od KRAS mutacného
stavu. Uginnost’ cetuximabu a panitumumabu (anti-
-EGFR) je limitovana pritomnostou mutacii KRAS
onkogénu. Sucasné pouzitie monoklonovych protila-
tok (anti-EGFR a VEGF) sa neodporuca vzhl'adom na
negativne vysledky. Je potrebné pouzivat tieto lieciva
jednotlivo. Ked’ze cielena liecba posobi proti Speci-
fickej molekule, o¢akava sa od nej zvysena efektivita
a nizSia toxicita.

Metastaticky kolorektalny karcindm je vazne
a v pokrocilej faze neliecitelné ochorenie. Pouzitie
akychkol'vek medicinskych postupov v tomto stadiu
chorobu nevylie¢i, iba o niekol’ko mesiacov predizi
zivot a zlepsi kvalitu zivota pocas ochorenia. Najst’
optimalne rieSenie pre kazdého jednotlivca nie je jed-
noducha tloha. Je potrebné do istej miery zohl'adnit’
aj ekonomické hladisko. Uginné latky biologicke;
lieCby su finan¢ne naro¢nejsie ako si chemoterapeu-
tika. Pouzitie cielenej liecby teda zvysuje naklady,
preto je potrebné zvazit', ¢i ich pouzitie zvysi efek-
tivitu liecby.

V pripadoch, ked nie je mozné dosiahnut’ uplné
vylieCenie mKRK, je mozné pouzit’ aj postupy pa-
liativnej chemoterapie. Ak ochorenie pacienta neod-
poveda na kurativnu liecbu, vtedy je potrebné pouzit’
paliativhu chemoterapiu. Jej cielom je zmiernit’
priznaky ochorenia, poskytnut’ tl'avu od bolesti a spo-
lu s pouzitim inych lieCebnych postupov pomoct pri
prediZeni Zivota. Hladanie optimalneho lie¢ebného
rezimu je zavislé od mnohych faktorov: veku pacien-
ta, Stadia ochorenia, druhu naddoru, odpovede organiz-

mu na liecbu a podobne.
ZAVER

Hovori sa, ze zdravy ¢lovek ma vela zelani, ale
chory iba jedno: byt zdravy. V case, ked nema-
me ziadne zdravotné problémy, tak si svoje zdravie
v podstate ani neuvedomujeme.

Cielom nasej Studie bolo zhrnut’ na zéklade dnes
dostupnych informacii moznosti biologickej liecCby
metastatickych kolorektalnych nadorov. Za posledné
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desatrocie sa moznosti liecby rozsirili, najmi kom-
binovana liecba pomocou chemoterapie s biologic-
kymi preparatmi a nové operacné techniky. Nie je
mozné definovat’ pre liecbu mKRK vSeobecne platny
postup. Vyber systémovej liecby ovplyviiuje vek pa-
cienta, jeho fyzicka kondicia, vykonnostny stav, roz-
sah ochorenia, toxicita liecby, symptomy ochorenia
a génovy profil nadoru.

Kolorektalny karcindbm je ochorenie, ktoré sa
moze tykat’ nas vsetkych. Vsetci sme potencionalny-
mi pacientmi. Vel'ky vyznam v boji s tymto ochore-
nim ma prevencia a skrining, ktorych ciel'om je pred-
chadzat’ vzniku nadorového ochorenia alebo ho za-
chytit’ v skorSom, este lieCiteI'nom $tadiu. V ostatnom
obdobi sa dostava do popredia liecba, ktort mézeme
oznacit’ ako prelomovi. Ide o modernii imunotera-
piu, ktorej podstatou su inhibitory kontrolnych bodov
imunitnej reakcie. Cielom je naStartovat’ a obnovit
imunitny systém, ktory by prispel k nastoleniu rovno-
vahy.
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ABSTRAKT

Syntéza striebornych nanocastic (AgNPs) po-
mocou rastlinného extraktu Salvie lekarskej (Sal-
via officinalis) je spojenim nanotechnologie a bio-
technologie. Nanocastice pripravené zelenou syn-
tézou pomocou rastlinnych extraktov, enzymov
alebo mikroorganizmov predstavuji ekologicku
alternativu k fyzikdlnym a chemickym metédam
syntézy. Takto pripravené nanocastice maju po-
tencial pre biologické a lekarske aplikacie. CiePom
tejto Studie bolo preskiumat’ rozne moZnosti far-
makologického vyuZitia striebornych nanocastic
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pripravenych zelenou syntézou so zameranim na
Stadium antimikrobiilnej, protinadorovej a anti-
oxidacnej aktivity pripravenych nanocastic. Strie-
borné nanocastice (AgNPs) boli syntetizované re-
dukciou prekurzora AgNO, s roznou koncentra-
ciou (1, 2 a 5 mmol.l") vodnym extraktom Salvia
officinalis pri teplote 80 °C. Na charakterizaciu
nanocastic boli vyuzité UV-Vis a fotonova kriZo-
vo-korela¢na spektroskopia (PCCS). Antimikrobi-
alna aktivita bola stanovena voc¢i dvom kmenom
(S. aureus a E. coli) pomocou agarovej diftiznej
metody a protinadorova aktivita pomocou kolo-
rimetrického MTT [3-(4,5-dimetyltiazol-2-yl)-2,5-



-difenyltetrazolium bromid] testu na Styroch
nadorovych a dvoch nenadorovych bunkovych
liniach. Pri stanoveni antioxidac¢nej aktivity boli
pouzité metody DPPH (2,2-difenyl-1-pikrylhyd-
razyl), FRAP (Ferric reducing antioxidant power)
a ABTS [kyselina 2,2¢-azino-bis(3-etylbenzotiazo-
lin-6-sulfonova)] a bol stanoveny aj celkovy obsah
fenolickych latok (TPC) a flavonoidov (TFC). Ze-
leny pristup k syntéze nanocastic pouZzity v tejto
studii je jednoduchy, lacny, bezpe¢ny a neznecis-
t'uje Zivotné prostredie.

KPacové slova: antimikrobidlna aktivita; an-
tioxida¢na aktivita; Salvia officinalis; strieborné
nanocastice; zelena syntéza

ABSTRACT

Synthesis of silver nanoparticles (AgNPs) using
plant extract of sage (Salvia officinalis) is a com-
bination of nanotechnology and biotechnology.
Nanoparticles prepared by a green synthesis using
plant extracts, enzymes or microorganisms repre-
sent an eco-friendly alternative to the physical and
chemical methods of synthesis. The nanoparticles
thus prepared have the potential for biological and
medical applications. The aim of this study was to
investigate various possibilities of pharmacologi-
cal use of silver nanoparticles prepared by green
synthesis with a focus on the study of antimicro-
bial, antitumor and antioxidant activity of pre-
pared nanoparticles. Silver nanoparticles (AgNPs)
were synthesized by reducing a precursor AgNO,
with different concentrations (1, 2 and 5 mmoll?)
with an aqueous extract of Salvia officinalis at 80
°C. UV-Vis and photon cross-correlation spec-
troscopy (PCCS) were used to characterize the
nanoparticles. Antimicrobial activity was deter-
mined against two strains (S. aureus and E. coli)
by agar well diffusion assay and antitumor activ-
ity by colorimetric MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-
-2-y])-2,5 diphenyl tetrazolium bromide] assay

on four tumor and two non-tumor cell lines. The

DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl), FRAP
(Ferric reducing antioxidant power) and ABTS
[2,2’-azinobis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic
acid)] methods were used to determine the anti-
oxidant activity, and the total content of phenolic
substances (TPC) and flavonoids (TFC) were also
determined. The green approach to nanoparticle
synthesis used in this work is simple, cheap, safe
and does not pollute the environment.

Key words: antimicrobial activity; antioxidant
activity; green synthesis; Salvia officinalis; silver

nanoparticles

UvVoD

Nanotechnoldgia je jednou z najaktivnejSich ob-
lasti vyskumu modernej vedy. Stredobodom zaujmu
nanotechnologii st kovové nanocastice pre ich jedi-
necné fyzikalne, chemické a biologické vlastnosti,
¢im sa stali slubnym kandidatom na vyuzitie vo far-
maceutickom priemysle a medicine (Gherasim a kol.,
2020). Na pripravu kovovych nanocastic sa pouZzivaja
rozne metody, ktoré st rozdelené do dvoch hlavnych
skupin podl'a velkosti vychodiskovych materialov.
Pri metoéde zhora nadol (top-down) sa vychodiskové
materialy zmenSuju na nano rozmery roznymi fyzi-
kalnymi, chemickymi alebo mechanickymi metoda-
mi, zatial’ ¢o pri metdédach zdola nahor (bottom-up)
st vychodiskovym materidlom atomy alebo moleku-
ly. Sem patria aj metddy zelenej syntézy pomocou
roéznych biologickych systémov (Jamkhande a kol.,
2019). Nanocastice pripravené zelenou syntézou pro-
strednictvom rastlinného extraktu su oproti nanocas-
ticiam pripravenym fyzikalnymi a chemickymi me-
todami za pouzitia roznych chemickych ¢inidiel ne-
toxické a Setrnejsie k zivotnému prostrediu (Moulton
a kol., 2010). Viacer¢ literatury poukazuju na fakt,
7e nanocastice syntetizované pomocou rastlinného
extraktu maji sl'ubné vyuzitiec v medicine a farmacii
najmi vd’aka svojim antimikrobidlnym, antioxidac-
nym a v neposlednom rade protinadorovym tc¢inkom
(Rafique a kol., 2017).
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Striebro je zname uz po starocia svojimi antimikro-
bidlnymi uc¢inkami. Ak je striebro transformované na
nanocastice, jeho antimikrobidlne vlastnosti s zin-
tenzivnené, ¢o je vyuzitelné na u€inn eliminaciu
plesni, baktérii a virusov (Ajayi a kol., 2017; Nisar
a kol., 2019). Nanocastice striebra sa v stcasnosti
osvedcili ako sl'ubna alternativa k antibiotickej te-
rapii z dovodu moznosti ich pouzitia pri probléme
s rozvojom rezistencie patogénnych mikroorganiz-
mov voci bezne pouzivanym lie¢ivam. Z tohto do-
vodu ich mézeme povazovat’ za nova generaciu anti-
mikrobialnych latok (Rai a kol., 2012).

Rastlinny extrakt Salvie lekarskej (Salvia offici-
nalis) obsahuje mnozstvo latok, ktoré pdsobia nie
len ako redukéné a stabiliza¢né ¢inidla pocas synté-
zy, ale mnohé z nich aj ako prirodzené antioxidanty
(Elia a kol., 2014). Podl’a viacerych autorov su tieto
latky pocas syntézy absorbované na povrchu nano-
Castic, ¢im zabezpecuju ich antioxidac¢né vlastnosti
(Bedlovic¢ova a kol., 2020). Niekol'ko studii odhalilo,
ze kovové nanocastice, ako napriklad striebro, vyka-
zuju jedine¢né cytotoxické ucinky pri rakovinovych
bunkéch bez vyznamne;j toxicity na zdravé bunky, ¢o
v buducnosti umoziuje ich vyuzitie pri terapii rako-
viny (Acharya a kol., 2021).

Ciel'om tejto stadie bolo preskumat’ moznosti syn-
tézy kovovych nanocastic na baze striebra pomocou
zelenej syntézy sprostredkovanej extraktom Salvie le-
karskej (Salvia officinalis). Nasledne boli Studované
optické vlastnosti (UV-Vis spektroskopia) a velkost’
castic (PCCS metdda) pripravenych striebornych na-
nocastic. Farmakologické vlastnosti AgNPs boli Stu-
dované z hl'adiska ich antimikrobialnej, antiprolifera-

tivnej a antioxidacnej aktivity.
MATERIAL A METODY

Chemikalie

Cinidla a rozpustadla dusi¢nan strieborny (Slavus
s. 1. 0., Slovenska republika); metanol p. a. (Mikro-
chem s. r. o., Slovenska republika); 2,2-difenyl-
-1-pikrylhydrazyl — DPPH (Sigma Aldrich, USA);
kyselina 2,2‘-azino-bis(3-etylbenzotiazolin-6-sulfo-
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nova) — ABTS (Sigma Aldrich, USA); 6-hydroxy-
-2,5,7,8-tetrametylchroman-2-karboxylova kyselina
— Trolox (Sigma Aldrich, USA); kyselina askorbo-
va (Lach-Ner s. r. 0., Slovenska republika); peroxo-
disiran draselny — K.S,O, (Acros Organics, Fisher
Scientific, Pittsburgh, Pennsylvania); uhli¢itan sodny,
bezvody (Mikrochem s. 1. 0., Slovenska republika);
Folin—Ciocalteu reagen¢né cinidlo (Sigma Aldrich,
USA); 2,4,6-tris(2-pyridyl)-s-triazin — TPTZ (Sigma
Aldrich, USA); chlorid zelezity (Mach chemikalie
s. 1. 0, Ceska republika); octan sodny (Lach-Ner s. 1.
0, Ceska republika); kyselina chlorovodikova 35 %
(Slavus s. 1. 0., Slovenska republika); kvercetin (Sig-
ma Aldrich, USA); kyselina galova (Sigma Aldrich,
USA); dusitan sodny p. a. (CentralChem s. r. 0, Slo-
venska republika); hydroxid sodny, perlicky (Mikro-
chem s. 1. 0, Slovenska republika); hexahydrat chlori-
du hlinitého (Acros Organics, Belgicko) a gentamicin
sulfat (Sigma-Aldrich, USA) boli pouzité ako ko-
mercné chemikalie bez d’alSieho Cistenia. Zaklipena
vzorka rastliny Salvia lekarska — viat’ (Juvamed spol.
s. I. 0, Slovenska republika) bola pouzita pre vsetky

experimenty bez d’alSieho susenia.

Priprava extraktu Salvie lekarskej
(Salvia officinalis)

Extrakt bol pripraveny v pomere 1 g vilate Sal-
vie lekarskej (Salvia officinalis) homogenizovanej
v elektrickom mlynéeku (Bosch, Nemecko) a 20 ml
destilovanej vody sonifikaciou poc¢as 30 minut v ul-
trazvukovej vani (Sonorex Digitec, Bandelin electro-
nic, Nemecko). Po ochladeni bola suspenzia prefil-
trovand cez filtracny papier (Whatman ¢. 1) a extrakt

pouzity na syntézu nanocastic a nasledné analyzy.

Priprava roztokov prekurzorov

Roztoky dusi¢nanu strieborného boli pripravené s
koncentraciou 1,11; 2,22 a 5,55 mmol.I"! v objeme 50
ml (resp. 250 ml). Takto pripravené roztoky dusi¢na-
nu strieborného boli uchovavané na tmavom mieste

a pouzité na syntézu striebornych nanocastic v den

pripravy.



Biosyntéza striebornych nanocastic

Biosyntéza striebornych nanocastic prebichala
priamo v kyvete v UV-Vis spektrofotometri s Pel-
tierovym ohrevom (Cary 60, Agilent Technologies,
USA). K syntéze striebornych nanocastic boli pouzité
rozne koncentrované roztoky dusi¢nanu strieborného
a extrakt Salvie lekarkej (Salvia officinalis). Najskor
sa v kremennej kyvete zahrialo 2700 pl roztoku du-
si¢nanu strieborného na prislusnu teplotu (80 °C) a
nasledne sa pridalo 300 pl vodného extraktu Salvie
lekarskej. Priebeh reakcie bol zaznamendvany mera-
nim absorbancie v mintitovych intervaloch v rozsahu
vinovych dizok 350 — 750 nm. Strieborné nanocas-
tice boli pripravované aj vo vid¢Som objeme na po-
treby d’alSieho skimania pridanim 27,8 ml vodného
extraktu Salvie lekarskej k 250 ml roztoku AgNO, (5
mmol.I"") a zahrievani pri teplote 80 °C po dobu jed-
nej minuty. Roztok bol tri dni uchovavany na tmavom
mieste a nasledne centrifugovany (Centrifuge 5430,
Eppendorf, Hamburg, Nemecko) pri 7300 otackach
po dobu 15 minut, dvakrat premyty vodou a vysuseny
v susiarni do 45 °C. Izolované mnozstvo striebornych

nanocastic bolo 97 mg.

Antimikrobialna aktivita

Antimikrobialna aktivita striebornych nanocastic
bola stanovend pomocou agarovej diftiznej metddy
proti vybranym klinicky vyznamnym mikroorganiz-
mom (Staphylococcus aureus CCM 4223, Esche-
richia coli CCM 3988), ktoré boli ziskané z ceskej
zbierky mikroorganizmov (CCM, Brno, Ceskéd re-
publika). Vybrané baktérie boli za mieSania aerébne
kultivované v zivnhom médiu (Oxoid, Basingstoke,
UK) pri 37 °C a nasledne prenesené do kvapalného
média. Pred pouzitim sa pripravené bakterialne kul-
tury inkubovali 24 hodin a nasledne subkultivovali v
kvapalnom médiu a opidtovne inkubovali 24 hodin.
Po inkubacii boli pouzité ako zdroj inokula pre sta-
novenie antimikrobidlnej aktivity. Po ukonceni au-
toklavovania sa agarové médium ochladilo na 42 °C.
Pred vyliatim 20 ml objemu média na Petriho misky
o priemere 90 mm sa médium naockovalo kvapalnou
bakterialnou kulturou na bunkova hustotu 5 x 10°

CFU ml"! a nechalo stat’ cez noc. Do stuhnutého aga-
ru boli nasledne vyrezané jamky o priemere 5,5 mm
a naplnené 50 pl vzoriek. Ako Standard bol pouzity
gentamicin sulfat (10 mmol.l""). Po 24-hodinovej in-
kubacii pri teplote 37 °C boli vzorky vyhodnotené.
Priemer inhibi¢nej zony (IZD) sa meral z fotografii
platni softvérom Image]J 1.53e (US National Institu-
tes of Health, Bethesda, MD, USA). Priemerna hod-
nota IZD bola ziskana z 3 stanoveni. Antibakteridlna
aktivita bola vypocitana pomocou rovnice

IZD vzorka — IZD negativna kontrola

RIZD = 100

[ZD gentamicin sulfat — IZD negativna kontrola X

kde RIZD je priemer relativnej inhibi¢nej zony
(%) a IZD je priemer inhibi¢nej zony (mm). Rastlin-
ny extrakt bol pouzity ako negativna kontrola a gen-
tamicin sulfat ako pozitivna kontrola. Vysledné hod-
noty su vyjadrené ako priemer + Standardna odchylka
(Salayova a kol., 2021).

Protinadorova aktivita

Stanovenie protinadorovej aktivity pripravenych
striebornych nanocastic bolo v ramci spoluprace
s Ustavom farmakologie Lekarskej fakulty UPJS
v Kosiciach. Testy boli uskuto¢nené na nadorovych
bunkach HeLa (bunky karcinomu krcka maternice),
Jurkat (bunky akutnej T-lymfoblastovej leukémie),
HCT (bunky kolorektalneho karcinomu), MCF-7
(bunky karcinému prsnika ER-pozitivneho) a nena-
dorovych HaCaT (nenadorové keratinocyty koze) a
3T3 (nenadorové mysacie fibroblasty). Proliferacia
a viabilita buniek bola stanovena pomocou MTT ko-
lorimetrického testu spektrofotometrickou analyzou
po 72-hodinovej inkubacii. Nanocastice boli pripra-
vené v koncentratnom rozmedzi 1 — 100 pmol.l"

a vysledky boli vyhodnoten¢ ako IC,.

Stanovenie antioxida¢nej aktivity DPPH metédou
Antioxida¢na aktivita (AA,,,
spektrofotometricky na UV-Vis spektrometri (Shi-

) bola stanovena

madzu UV-1280, Shimadzu, Japonsko) s pouzitim
stabilného radikalu DPPH (Brand-Williams a kol.,
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1995). Pracovné roztoky boli pripravené zmieSanim
500 pl jednotlivych roztokov kyseliny askorbovej (1;
0,75; 0,5; 0,25; 0,1; 0,05 mmol.I""), 500 pl metanolu
a 2 ml metanolového roztoku DPPH (0,1 mmol.1*).
Rovnakym sposobom bola stanovena aj antioxida¢na
aktivita Cistého extraktu Salvie lekarskej (Salvia offi-
cinalis) zriedeného 1 : 9, nanocCastic striebra a super-
natantu po centrifugacii AgNPs s koncentraciou 2 a 5
mmol.I"". Kontrolny roztok DPPH (A ) bol pripraveny
zmiesanim 1 ml metanolu a 2 ml roztoku DPPH (0,1
mmol.I""). Po 30 minttach statia v tme boli namerané
absorbancie (A) pri 517 nm oproti metanolu trikrat
pre kazdl vzorku. Schopnost’ vychytavania DPPH ra-
dikalu (AA
krivky a vyjadrena ako ekvivalent kyseliny askorbo-
vej v mmol AAE/L.

) bola vyhodnotend podl'a kalibracne;j

Stanovenie antioxida¢nej aktivity ABTS metédou
AntioxidaCna aktivita (AA,,

spektrofotometricky na UV-Vis spektrometri (Shi-

) bola stanovena

madzu UV-1280, Shimadzu, Japonsko) s pouzitim
kationradikalu ABTS™, ktory sa pripravil zmieSa-
nim rovnakych objemov roztoku kyseliny 2,2‘-azi-
no-bis(3-etylbenzotiazolin-6-sulfénovej — ABTS (7
mmol.I'') a K.S O, (2,45 mmol.I'"). Po 12 hodindch
statia pri laboratornej teplote sa 10 ml zasobného
roztoku zriedilo metanolom na objem 100 ml. Takto
pripraveny pracovny roztok sa uchovaval v chladnic-
ke a spotreboval do 16 hodin. Pracovné roztoky boli
pripravené zmieSanim 100 pl jednotlivych roztokov
Troloxu (1; 0,5; 0,1; 0,05; 0,025 mmol.I'") a 2700 pl
pracovného roztoku ABTS™. Rovnakym spdsobom
bola stanovena aj antioxidacna aktivita Cistého ex-
traktu Salvie lekarskej (Salvia officinalis) zrieden¢ho
1 : 9, nanocastic striebra a supernatantu po centrifu-
gacii AgNPs s koncentraciou 2 a 5 mmol.I"l. Po 120
minutach statia na tmavom mieste v uzavretych skua-
mavkach boli namerané absorbancie (A) pri vinove;j
dizke 734 nm trikrat pre kazdi vzorku. Kontrolny
roztok (A,) bol pripraveny zriedenim 2700 pl pra-
covného roztoku ABTS so 100 pl vody. Antioxida¢na
aktivita (AA ) jednotlivych testovanych vzoriek
bola vyhodnotena podla kalibracnej krivky a vyjad-
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rena ako ekvivalent Troloxu v mmol TE/l (Thaipong
a kol., 2006).

Stanovenie antioxida¢nej aktivity FRAP metodou
Antioxidacna aktivita (AA,,,,
spektrofotometricky na UV-Vis spektrometri (Shi-

) bola stanovena

madzu UV-1280, Shimadzu, Japonsko) s pouzitim
¢inidla FRAP, ktoré sa pripravilo zmieSanim 50 ml
acetatového pufru, 5 ml roztoku 2,4,6-tris(2-pyridyl)-
-s-triazinu (TPTZ) a 5 ml FeCl, Cerstvo pred pouzi-
tim. Ku 100 pl jednotlivych roztokov standardov ky-
seliny galovej (0,05; 0,1; 0,25; 0,5; 0,7 a 1 mmol.I'")
sa pridalo 0,5 ml vody a nasledne 2 ml ¢inidla FRAP.
Rovnakym spdsobom bola stanovend aj antioxida¢na
aktivita Cistého extraktu Salvie lekarskej (Salvia offi-
cinalis) zriedeného v pomere 1 : 9, nanocastic striebra
a supernatantov po centrifugacii AgNPs s koncentra-
ciou 2 a 5 mmol.I"". Po dokladnom premiesani a stati
po dobu 30 minut na tmavom mieste boli namerané
absorbancie pri 593 nm trikrat pre kazda vzorku. An-
tioxidaCna aktivita (AA,,,
kalibracnej krivky a vyjadrena ako ekvivalent kyse-

) bola vyhodnotena podla

liny galovej v mmol GAE/I (Szydtowska-Czerniak a
kol., 2012).

Stanovenie celkového obsahu fenolickych latok
(TPC)

Obsah celkovych fenolickych latok (TPC) bol sta-
noveny spektrofotometricky na UV-Vis spektrometri
(Shimadzu UV-1280, Shimadzu, Japonsko) s pou-
zitim Folin—Ciocalteu cinidla. Roztoky Standardov
boli pripravené zmieSanim 20 pl roztokov kyseliny
galovej (0,05; 0,1; 0,25; 0,5; 0,7 a 1 mmol.I"!), 1,6 ml
destilovanej vody a 100 ul Folin—Ciocalteu ¢inidla.
Po 5 minutach sa k roztokom pridalo 300 pl roztoku
uhli¢itanu sodného a po 2 hodinach statia sa merala
absorbancia pri vinovej dizke 765 nm oproti slepej
vzorke trikrat pre kazdu vzorku. Rovnakym spdso-
bom boli na stanovenie pripravené vzorky ¢istého ex-
traktu Salvie lekarskej (Salvia officinalis) zriedeného
1 : 9, striebornych nanocastic 2 a 5 mmol.I"! a tieZ su-
pernatantov po centrifugacii AgNPs s koncentraciou
2 a 5 mmol.I'". Kvantifikacia celkovych fenolickych



latok (TPC) sa uskutocnila pomocou kalibra¢ne;j kriv-
ky kyseliny galovej a vysledky boli vyjadrené ako ek-
vivalent kyseliny galovej v mg GAE/ml (Benedec a
kol., 2018).

Stanovenie celkového obsahu flavonoidov (TFC)
Celkovy obsah flavonoidov (TFC) sa stanovil ko-
lorimetrickym testom pomocou chloridu hlinitého na
UV-Vis spektrometri (Shimadzu UV-1280, Shimad-
zu, Japonsko). Pracovné roztoky Standardov boli pri-
pravené zmieSanim 500 pl roztokov kvercetinu (0,05;
0,5; 5 a 10 mmol.I""), 2 ml destilovanej vody a 150 pul
roztoku dusitanu sodného. Po 5 minutach sa do jed-
notlivych skimaviek pridalo 150 pl roztoku chloridu
hlinitého a v 6. mintite 1 ml hydroxidu sodného (1
mol.1"). Po doplneni objemu v skiimavkach na 5 ml
destilovanou vodou bola po 30 minutach stanovena
absorbancia pri vinovej dizke 510 nm oproti slepej
vzorke trikrat pre kazda vzorku. Rovnakym sposo-
bom boli na stanovenie pripravené vzorky ¢istého ex-
traktu Salvie lekarskej (Salvia officinalis) zriedeného
1 : 9, striebornych nanocastic 2 a 5 mmol.I"' a tiez su-
pernatantov po centrifugacii AgNPs s koncentraciou
2 a 5 mmol.I"!. Kvantifikacia celkovych flavonoidov
(TFC) sa uskutoc¢nila pomocou kalibrac¢nej krivky
kvercetinu a vysledky boli vyjadrené ako ekvivalent
kvercetinu v mmol QE/ml (Olteanu a kol., 2017).

Stanovenie vel’kosti nanocastic

Distribucia velkosti Castic v jednotlivych vzor-
kach bola stanovena pomocou PCCS metddy (Photon
Cross Correlation Spectroscopy) za pouzitia pristroja
Nanophox (Sympatec GmbH, Nemecko). Distribtciu
striebornych nanocastic sme stanovovali v roztokoch
s koncentraciou 1, 2 a 5 mmol.I'" pripravenych pri
teplote 80 °C. Analyzy boli uskuto¢nené s pouzitim
vody ako rozptstadla s indexom lomu 1,33. Cast
kazdej nanosuspenzie sa zriedila, aby sa dosiahla
vhodna koncentracia na meranie. Merania sa opako-

vali trikrat pre kazdl vzorku.

Spracovanie vysledkov a Statisticka analyza

Na vyhodnocovanie nameranych dat pri stanove-

ni antioxidacnej aktivity DPPH metddou bol pouzity
program GraphPad Prism 5 a pri metoédach ABTS,
FRAP, TPC a TFC program MS Excel.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Rastlinami sprostredkovana syntéza AgNPs je
vel'mi rychla, jednoduchd, spolahlivd, netoxickd a
ekologicka. Viaceré stadie prisli k zaveru, ze hydro-
xylové a karboxylové skupiny pritomné v sachari-
doch, flavonoidoch, terpenoidoch a fenolovych zlu-
¢eninach su silnymi redukénymi Cinidlami a mézu
byt’ zodpovedné za bioredukciu i6nu Ag" na Ag’, co
vedie k syntéze nanocastic striebra (Vilchis-Nestor a
kol., 2008; Amin a kol., 2012). Stadia Ajitha a kol.
(2015) potvrdzuje, ze karbonylové skupiny amino-
kyselinovych zvyskov a peptidy z proteinov maju
siln schopnost’ viazat’ kovy a su schopné vytvorit’
na povrchu nanocastic ochranni membranu, aby sa
zabranilo aglomeracii a vzniknuté nanocastice sa sta-

bilizovali.

Biosyntéza striebornych nanocastic

V ramci tejto Studie boli syntetizované striebor-
né nanocastice za optimalizovanych podmienok, a to
pomocou 10 % pridavku rastlinného extraktu Salvie
lekarskej (Salvia officinalis) s pouzitim prekurzora
dusi¢nanu strieborného s finadlnou koncentraciou 1,
2 a 5 mmol.I"! pri teplote 80 °C. Syntéza prebiehala
v kremennej kyvete a bola monitorovana pomocou
UV-Vis spektrofotometra s Peltierovym ohrevom, ¢o
nam umoznilo kontrolu teploty prebiehajucej syntézy.
Priebeh syntézy bol zaznamenavany v minutovych
intervaloch a jednotlivé namerané UV-Vis spektra st
znazornené v grafe 1.

Tvorba nanocastic striebra bola pozorovana aj vi-
zualne zmenou farby reakcénej zmesi zo svetlohnede;j
na tmavohnedu a sti¢asnym zaznamenanim narastu
pasu povrchovej plazmoénovej rezonancie (SPR) po-
mocou UV-Vis spektrofotometrie v stanovenych ca-
sovych intervaloch v zavislosti od koncentracie pou-
zitého prekurzora 1 mmol.I"' (14 min), 2 mmol.I" (9

min) a 5 mmol.I"" (2 min). Z nameranych hodndt vy-
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Graf 1: UV-Vis spektra biosyntetizovanych AgNPs pri teplote 80 °C A (1 mmol.l"' po¢as 14 min),
B (2 mmol.I! po¢as 9 min), C (5 mmoLl" po¢as 2 min)
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plyva, ze reakény Cas syntézy nanocastic sa skracoval
s rasticou koncentraciou prekurzora. Vinové dizky,
ktoré predstavuju maximum absorbancie prislicha-
jacej SPR, boli 442 nm pri 1 mmol.l"!, 455 nm pri 2
mmol.I"" a 413 nm pri koncentracii 5 mmol.I"! prekur-
zoru AgNO,. Konkrétna poloha maxima prislachaju-
ca SPR zavisi od morfologie, tvaru, vel’kosti a povr-
chovej vrstvy syntetizovanych nanocastic (Jain a kol.,
2017). Mechanizmus tvorby AgNP pozostava hlavne
z troch krokov: redukcia i6nov na atémy kovu, zhlu-
kovanie niektorych atdémov, ¢o vedie k tvorbe malych
zhlukov, rast tychto zhlukov a nakoniec uzatvaranie
povrchu vytvorenych NP stabilizatnym ¢inidlom,
aby sa zabranilo agregacii. Vsetky tieto kroky zavisia
od koncentracie prekurzora (AgNO,), koncentracie
redukéného a stabiliza¢ného ¢inidla v rastlinnom ex-
trakte, pH média, teploty a rychlosti mieSania (Ala-
hmad a kol., 2021).

Strieborné nanocastice boli uspesne syntetizova-
né pri r6znych podmienkach pomocou extraktu Salvie

lekarskej a opisané vo viacerych Studiach. Zmiesa-
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nim rastlinného extraktu Salvie s 1 mmol.I"" AgNO,
v pomere 1 : 9 pri teplote 70 °C boli syntetizované
strieborné nanocastice, ktorych charakteristicka po-
vrchova plazmoénova rezonancia (SPR) sa pozorovala
pri 468 nm (Ibrahim a kol., 2020). V inej $tadii auto-
ri syntetizovali nanocastice redukciou 10 ml roztoku
dusi¢nanu strieborného (2,5 mmol.I'") pomocou 0,5
ml vodného extraktu Salvie lekarskej ako redukéného
¢inidla pri teplote 37 °C pocas 3 hodin. Nanocastice
boli charakterizované pomocou UV-Vis spektrofoto-
metra a vykazovali SPR okolo 430 nm (Baharara a
kol., 2014).

Bioredukcia prekurzoru je zdévodnena pritomnos-
tou redukénych obsahovych latok v extrakte. Vodny
extrakt S. officinalis je bohaty na rdzne flavonoidy,
najma na kyselinu rozmarinovt a luteolin-7-glukozid.
Podra literatry prave flavonoidy a fenoly pritomné v
rastlinnych extraktoch maji schopnost’ interagovat’
s 16nmi Ag" prostrednictvom hydroxylovej skupiny
(-OH), ¢o moze viest’ k bioredukcii na AgNPs (Royji
Albeladi a kol., 2020).



Tab. 1: Distribucia vel’kosti ¢astic AgNPs

Pik 1: Pik 2: x. (nm)
X [nm] (mnoZstvo [%]) X [nm] (mnoZstvo [%]) 50
1 mM AgNPs 88 (81 %) 222 (19 %) 88
2 mM AgNPs - - 113
5 mM AgNPs — - 206
Tab. 2: Antimikrobialna aktivita striebornych nanocastic
RIZD (% + SD)
Vzorka Koncentracia (mmol.l!)
S. aureus E. coli
2 91+6 89+7
AgNO,
5 118 +3 100+5
. 2 74+ 6 60+ 6
Salvia off. AgNPs
5 83+4 74+4

Stanovenie vel’kosti nanoc¢astic

V studii bola stanovend aj velkost’ pripravenych
striebornych nanocastic pomocou PCCS metody. Pri
suspenzii AgNPs s koncentraciou 1 mmol.lI"! name-
ranej priamo po biosyntéze boli zistené nanocastice
s bimodalnou distribtciou, teda pripravené nanocas-
tice vznikali v dvoch velkostiach 88 nm (81 %) a 222
nm (19 %, vid’ tab. 1). Pri vy$sej koncentracii suspen-
zii (2 a 5 mmol.I") bola distribacia nanocastic uni-
modalna s priemernou hodnou 113 nm (2 mmol.l")
a206 nm (5 mmol.I'"). Z nameranych hodnot distribu-
cie striebornych nanocastic vyplyva, Ze vel'kost na-
nocastic rastie s koncentraciou pouzitého prekurzora
pri syntéze.

V literature boli opisané rozne vel'kosti nanocastic
pripravenych pomocou extraktu salvie, napriklad pri
koncentracii prekurzora 1 mmol.l"! vznikali sféric-
ké nanocastice s velkotou 73,4 nm (Ibrahim a kol.,
2020); resp. okolo 80 nm (Barbinta-Patrascu a kol.,
2013); pri koncenracii prekurzora 10 mmol.I" na-
nocastice s vel'kostou 40 nm (Royji Albeladi a kol.,
2020). Na stanovenu hodnotu velkosti nanocastic
ma vyrazny vplyv zvolend metoda, a preto su Casto

hodnoty ziskané réznymi metddami nespravne po-

rovnavané. Zatial’ co TEM, UV-Vis a XRD uvadzaju
vysledky velkosti jednotlivych nanocastic, metddy
SEM, PCCS alebo DLS uvadzaju velkost’ zhlukov,
aglomeratov (Kovacova a kol., 2020).

Antimikrobialna aktivita

Klasické lieciva st Casto obmedzené svojimi fy-
zikalno-chemickymi, farmakodynamickymi a far-
makokinetickymi vlastnostami, ako je napriklad
zla rozpustnost’, nizka biologickd dostupnost’, nizka
ucinnost’ alebo nedostatocna selektivita. Nanotechno-
logia je novou prilezitost'ou pre opatovné preskuma-
nie biologickych vlastnosti uz znamych antimikrobi-
alnych zlucenin, ako je striebro, a to manipulaciou s
jeho velkost'ou. V ramci §tidie sme stanovovali an-
timikrobialnu aktivitu striebornych nanocastic (2 a 5
mmol.I"), ale aj samotného prekurzora AgNO, (2 a 5
mmol.I"), pricom obe vykazovali vyznamnu antimik-
robialnu aktivitu (vid’ tab. 2). Antimikrobialna akti-
vita kovovych nanocastic je zavisla od koncentracie,
pri nanocasticiach pripravenych pomocou prekurzora
s vysSou koncentraciou bola vSeobecne vyssia. Zavis-
lost’ antimikrobialnej aktivity od koncentracie AgNPs
bola pozorovana aj v inych stadiach (Ibrahim a kol.,

89



Tab. 3: Protinadorova aktivita striebornych nanocastic

Bunkova linia HelLa Jurkat HCT MCF -7 HaCaT 3T3
ICsO:I: SD (10-¢

> 169 £ 61 448 £ 387 203 £ 40 227 £171 223 £ 149 587 £ 384

mol.I'!)
Tab. 4: Antioxidacna aktivita (AA) stanovena metodou DPPH, ABTS a FRAP
Met(’)da AADPPH AAABTS AAFRAP
mmol AAE/l £ SD mmol TE/l £ SD mmol GAE/l = SD

S. officinalis 0,183 + 0,002 1,73 £ 0,06 0,49 + 0,03
2 mM AgNPs 0,090 = 0,013 1,95+ 0,02 0,44 +£0,15
supernantant (2 mM AgNPs) 0,178 £ 0,001 1,18 £0,03 0,28 +£0,05
5 mM AgNPs 0,062 £+ 0,022 2,32 £0,37 0,37 £ 0,04
supernantant (5 mM AgNPs) 0,172 £ 0,001 0,92 £0,04 0,21 +£0,01

2020). V literatire st opisané rozdielne antimikro-
bidlne aktivity striebornych nanocastic voci gram-
-pozitivnym a gram-negativnym kmeiiom s odlisny-
mi vysledkami. Pri $tadiu striebornych nanocastic
pripravenych pomocou piatich réznych rastlinnych
extraktov bola vyssia aktivita vo vSeobecnosti pozo-
rovana proti S. aureus ako proti E. coli (Salayova a
kol., 2021). Nase vysledky koreSponduju s uvedenou
literatiirou, kde pri oboch koncentraciach bola mierne

vyssia aktivita proti S. auerus ako E. coli.

Protinadorova aktivita

Nanocastice predstavujii nova perspektivu s moz-
nost'ou zlepSenia diagnostiky a lie¢by rakoviny (An-
jum a kol., 2016). V ramci stadie sme preto sledovali
aj protinadorovy uc¢inok striebornych nanocastic pri-
pravenych zelenou syntézou. Z vysledkov vyplyva,
7e najvyssi cytotoxicky efekt bol zaznamenany proti
bunkam karcinému krcka maternice (HeLa), a najniz-
$ia voc¢i nenadorovym mysacim fibroblastom (3T3).
Vysledky su zobrazené v tabulke 3. Cytotoxicky
efekt striebornych nanocastic pripravenych zelenou
syntézou bol pozorovany aj v inych Studiach, proti
HeLa bunkam s IC, 200 pg.ml" a MCF-7 bunkdm s
IC,, 100 pg.ml! (Murugesan a kol., 2019), proti HCT
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bunkam s cytotoxickou koncentraciou CC, 48,84 +
0,78 pg.ml! (Acharya a kol., 2021) a proti bunkovym
liniam karcinomu plac (A549), bunkam karcindému
prsnika (MCF-7) a bunkovej linii hepatocelularneho
karcindmu (HepG2) (Castro-Aceituno a kol., 2016).
Bezne pouzivané protinadorové lieciva ako doxoru-
bicin a etopozid vykazovali vyrazne vyssSiu protina-
dorovu aktivitu napriklad vo¢i HeLa bunkam s IC,
0,2 a 3,9 umol.I'! (Kutschy a kol., 2009).

Stanovenie antioxidac¢nej aktivity DPPH, ABTS
a FRAP metodou

Okrem antimikrobidlnej a protinddorovej aplika-
cie striebornych nanocastic je v poslednom desatroci
publikované vel'ké mnozstvo ¢lankov zaoberajucich
sa ich antioxida¢nymi vlastnostami. Ukazalo sa, Ze
nanocastice striebra maju schopnost’ znizovat oxi-
dacny stres vd’aka svojim redoxnym vlastnostiam.
Navyse pri zelenej syntéze pouzité rastlinné extrakty
tiez obsahuju bioaktivne fytochemikalie ako polyfe-
noly, ktoré by mohli vykazovat’ potencialnu antioxi-
da¢nu aktivitu (Alahmad a kol., 2021). Salvia lekar-
ska (Salvia officinalis) je znama pre svoje vyznamné
antioxida¢né ucinky, ktoré suvisia najmé s obsahom

kyseliny karnozovej, karnozolu a kyseliny rozmari-



novej (Wang a kol., 1998). Metody stanovenia antio-
xidantov su rézne, zalozené bud’ na prenose jedného
elektréonu alebo atému vodika v zavislosti od principu
pouzitého antioxida¢ného testu a je tazké porovnavat
jednu metodu s druhou. Preto nemozno celkovu anti-
oxidac¢nu kapacitu posudit’ na zaklade jedinej metody
a je vzdy uzito¢né pouzit kombinaciu roznych testov
antioxidacnej aktivity (Alam a kol., 2013).

Na zaklade predpokladu, ze fytochemikalie pri-
tomné v extrakte a syntetizované nanocastice striebra
mozu byt schopné deaktivovat’ vol'né radikaly a sli-
zit’ ako antioxidanty, sme v ramci tejto Stadie stano-
vili a porovnali antioxidacnu aktivitu samotného rast-
linného extraktu so suspenziou po syntéze nanocastic
a taktiez so supernatantom ziskanym po centrifugacii
syntetizovanych nanocastic. Vysledné hodnoty anti-
oxida¢nych aktivit su vyjadrené na zaklade kalibrac-
nych kriviek prisluSnych Standardov pre jednotlivé
metddy a vysledky su uvedené v tabulke 4.

Z vysledkov vyplyva vyrazna antioxidacna akti-
vita extraktu Salvie lekérskej (Salvia officinalis), kto-
ra bola 0,183 + 0,002 mmol AAE/l (DPPH metoda),
1,73 + 0,06 mmol TE/l (ABTS metoda) a 0,49 &+ 0,03
mmol GAE/l (FRAP metdda). Vysledky ukazuju,
ze pri DPPH a FRAP teste bola vyssia antioxida¢na
aktivita pre samotny extrakt Salvie lekarskej (Salvia
officinalis) ako pre strieborné nanocastice, naopak
pri ABTS metode bola antioxidacna aktivita AgNPs
mierne vyssia. Pri vSetkych metédach sa vSak doka-
zala znizend antioxida¢na aktivita supernatantu zis-
kaného po syntéze nanocastic, Co potvrdzuje partici-
paciu antioxidantov na syntéze nanocastic.

Viaceri autori pozorovali vyssiu antioxida¢nu ak-
tivitu rastlinnych extraktov v porovnani s nanocasti-
cami striebra (Ahn a kol., 2019) a ini naopak vyssiu
pre nanocastice (Demirbas a kol., 2016; Elemike a
kol., 2017). V literatre je opisand vyrazna antioxi-
dac¢na aktivita vodného extraktu salvie (94,7 %) kvoli
polyfenolickym zlti€enindm a inym vyznamnym bio-
aktivnym latkam v extrakte. Mierne vyssia aktivita
vSak bola stanovena pri suspenzii nanocastic pripra-
venych pomocou tohto rastlinného extraktu (98,6 %)
(Barbinta-Patrascu a kol., 2013). V inych studiach na-

opak stanovili nizsiu antioxida¢nu aktivitu siedmych
vzoriek pripravenych AgNPs pomocou DPPH testu
oproti siedmim rastlinnym extraktom, prostrednic-
tvom ktorych boli nanocastice syntetizované (Ahn a
kol., 2019).

Stanovenie celkovych fenolickych latok (TPC)
a flavonoidov (TFC)

Fenolické latky st skupinou latok s vyznamnou
antioxida¢nou aktivitou. Prave tieto latky st povazo-
vané za bio-reduk¢né ¢inidla zodpovedné za redukciu
striebornych idnov pocas ich zelenej syntézy (Royji
Albeladi a kol., 2020). Pri biosyntetizovanych nano-
Casticiach pomocou extraktu z ¢ajovnikovych listov
autori pripisuju ich antioxida¢nu aktivitu polyfe-
nolom a flavonoidom na povrchu tychto nanocastic
(Moulton a kol., 2010). Na zéklade tychto poznatkov
bol spektrofotometrickou metédou stanoveny a po-
rovnany celkovy obsah fenolickych latok (TPC) a ich
podskupiny flavonoidov (TFC) v rastlinnom extrakte
Salvie lekarskej (Salvia officinalis), ako aj vo vzor-
kach AgNPs po zelenej syntéze (2 a 5 mmol.l'") a v
supernantantoch ziskanych po ich centrifugacii (vid’
tab. 5).

Z vysledkov stanovenia vyplyva, ze danou me-
todou sa stanovilo mnozstvo celkovych fenolickych
latok v extrakte Salvie (S. officinalis) na 215 £ 23
mg GAE/ml. Porovnatelné hodnoty boli stanovené
pre strieborné nanocastice 2 a 5 mmol.l"}, a to 221 +
12 a 220 + 32 mg GAE/ml. V supernatantoch ziska-
nych po centrifugacii nanocastic s koncentraciou 2 a
5 mmol.I"! sme zistili pokles celkovych fenolickych
latok oproti extraktu (164 + 20 a 131 + 13 mg GAE/
ml), ¢o naznacuje, ze prave tato skupina latok moze
byt zodpovedna za bioredukciu striebornych ionov
pri ich syntéze.

Naopak pri metode stanovenia flavonoidov (TFC)
sme pozorovali narast mnozstva flavonoidov pre
AgNPs pri koncentracii 2 aj 5 mmol.I"" (11,87 = 1,01
resp. 16,9 = 1,33 mmol QE/l) oproti extraktu S. of-
ficinalis 6,98 + 0,12 mmol QE/I. Tieto vysledky si
vysvetlujeme tak, ze pri danej metodike méze byt
vysledna absorbancia roztokov pri 510 nm ovplyv-
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Tab. 5: Celkové mnoZstvo fenolickych latok (TPC) a flavonoidov (TFC)

Metéda TPC TrC
mg GAE/ml + SD mmol QE/l = SD
S. officinalis 215+23 6,98 £0,12
2 mM AgNPs 22112 11,87 £ 1,01
supernantant (2 mM AgNPs) 164 +20 3,06 0,09
5 mM AgNPs 220+ 32 16,98 + 1,33
supernantant (S mM AgNPs) 131+13 5,87+ 0,85

nend absorbanciou SPR suspenzie nanocastic. Pri su-
pernatantoch po odstraneni nanocastic centrifugaciou
sme pozorovali pokles mnozstva flavonoidov na 3,06
+ 0,06 (pre 2 mmol.I"! AgNPs) a 5,87 + 0,85 mmol
QE/l (pre 5 mmol.I"" AgNPs) oproti rastlinnému ex-
traktu. Rovnako ako pri metdéde TPC, tato skutocnost’
podporuje predpoklad, Ze flavonoidy st rovnako zod-
povedné za bioredukciu pocas syntézy AgNPs. Ex-
trakt Salvie je charakterizovany vysokym celkovym
obsahom fenolickych latok a flavonoidov a je vyuzi-
tel'ny na rychlu a jednoduchu biosyntézu striebornych
nanocastic.

Celkové mnozstvo fenolickych latok (TPC) pre
metanolovy extrakt Salvie bol podla literatary 5,95
+ 2,65 mg GAE/g suchého extraktu (Roby a kol.,
2013). V inej stadii bol obsah celkovych fenolickych
latok 170,9 + 2,44 mg GAE/ml extraktu vo vodnom
extrakte Salvie lekarskej pripraven¢ho z 1 g suchej
rastliny a 15 ml destilovanej vody extrakciou pocas
72 hodin (Nicolescu a kol., 2017). Nami zistené hod-
noty (215 + 23 mg GAE/ml) mézu byt vyssie kvoli
pouzitiu ultrazvuku na extrakciu, nakol’ko sonifikacia
zvySuje mnozstvo extrahovanych fenolickych latok
oproti maceracii (Salayova a kol., 2020). V rovnake;j
stadii tiez stanovili celkové mnozstvo flavonoidov
(304,60 + 3,40 mg.ml"' ) vyjadrené v mg katechinu/
ml (Nicolescu a kol., 2017).

Fenolické latky su pravdepodobne zodpovedné za
vysokl antioxida¢nu aktivitu extraktu, priCom bola
zistena vysoka aktivita kyseliny rozmarinovej voci
DPPH radikalu a jej derivatov (okolo 90 %), avsak
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nizsia pre flavonoidy obsiahnuté v extrakte Salvie,
glukozidy luteolinu a apigeninu (Lu a kol., 2001).
Bolo publikované, ze antioxidac¢na aktivita polyfeno-
lov stvisi s ich hydroxylovou skupinou a je zname, ze
pritomnost’ druhej hydroxylovej skupiny v orto alebo
para polohe zvysuje antioxida¢nu aktivitu v dosledku
dodato¢nej rezonancnej stabilizacie o-chinonu alebo
p-chinonu (Chen a kol., 1997). Medzi najvyznamnej-
Sie antioxidanty v extrakte Salvie boli zaradené ky-
selina rozmarinova a luteolin-7-O-f-glukopyranozid
(Wang a kol., 1998).

ZAVER

V stadii je opisand syntéza striebornych nano-
¢astic s koncentraciou 1, 2 a 5 mmol.I"! pomocou rast-
linného extraktu Salvie lekarskej (Salvia officinalis)
a zistilo sa, Ze reakény Cas syntézy sa skracuje so zvy-
Sovanim koncentracie prekurzora AgNO,. S rasticou
koncentraciou prekurzora bol pozorovany aj narast
strednej velkosti pripravenych nanocastic pomocou
PCCS metddy. Antimikrobialna aktivita bola stano-
vena agarovou difuznou metodou proti S. aureus a E.
coli oproti antibiotiku gentamicin sulfatu, kde bol po-
zorovany narast antimikrobidlnej aktivity s rasticou
koncentraciou testovanych nanocastic. VyraznejSia
aktivita bola pozorovand proti patogénu S. aureus.

Antioxida¢nu aktivitu AgNPs a extraktu Salvie
lekarskej sme stanovovali metodami DPPH, ABTS
a FRAP a tiez sme stanovili celkovy obsah flavonoi-
dov (TFC) a celkovy obsah fenolickych latok (TPC).



Suspenzia extraktu Salvie lekarskej (Salvia officina-
lis) s nanocasticami striebra, ako aj supernatant po
ich centrifugacii mali preukazatelnu antioxida¢nu
aktivitu. Stanovenim obsahu celkovych fenolickych
latok sme prisli k zaveru, ze fenolické latky pritom-
né v rastlinnom extrakte nie su len antioxidacnym
¢inidlom, ale s zodpovedné aj za bioredukciu kovu
pocas syntézy nanocastic, nakol’ko bol zisteny ich
pokles v supernatantoch ziskanych po syntéze nano-
Castic. Preto extrakt Salvie charakterizovany vyso-
kym obsahom flavonoidov a celkovym obsahom fe-
nolickych latok je vyuzite'ny na rychlu a jednoduchu
biosyntézu striebornych nanocastic.

Protinadorova aktivita bola stanovena proti r6z-
nym bunkovym linidm rakovinovych a nerakovino-
vych buniek a vyhodnotenda pomocou MTT kolori-
metrického testu. Nanocastice striebra mali miernu
protinadorovu aktivitu proti vSetkym bunkovym li-
niam. Najvyssi cytotoxicky efekt bol zaznamenany
proti bunkam karcindmu krcka maternice (HeLa),
bunkam kolorektalneho karcindmu (HCT) a bunkam
karcindmu prsnika (MCF-7). AvSak protinadoro-
va aktivita pripravenych nanocastic je v porovnani
s bezne pouzivanymi chemoterapeutikami vyrazne
nizsia. Tieto zistenia su ale zaujimavym predmetom
budticeho vyskumu, ktorym by mohlo byt sledovanie
synergického ucinku klasického chemoterapeutika
a nanocastice ako jeho nosicového systému.
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ABSTRAKT

Farmakoterapeutické pokroky v liecbe retino-
vaskularnych porich oka boli za poslednych 25
rokov ve’mi vyznamné. Lieciva aplikované do oka
si vyZzadovali intravitrealne podanie (IVT), ktoré
sa v priebehu rokov stalo zlatym Standardom te-
rapie mnohych ochoreni sietnice, vratane vekom
podmienenej degeneracie makuly (VPDM). IVT
injekciami sa aplikuje do sklovca oka Siroké spek-
trum lie¢iv, vratane antibiotik, antivirotik, anti-
mykotik, kortikosteroidov a latok proti vaskular-
nemu endotelialnemu rastovému faktoru (VEGF).

Ciel'om S$tudie bolo preukazat’® uc¢innost’ do-
stupnej anti-VEGF terapie lieCivom aflibercept
u 62-rocnej pacientky s vlhkou formou vekom
podmienej degeneracie makuly. Kazuistika bola
ziskana na Oftalmologickej klinike v Kosiciach.
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V terapii bolo pouzité lieivo anti-VEGF afliber-
cept, ktoré bolo aplikované v davke 2 mg jednou
IVT injekciou raz mesacne, po dobu troch mesia-
cov. Nasledne sa pokracovalo rezimom ,,treat and
extend,*“ jednou injekciou kazdé dva mesiace. Pri-
marnym cie’ovym ukazovatelom zlepSenia stavu
boli hodnoty zmeny centralnej hribky sietnice,
zastavenie patologickej neovaskularizacie tkaniva,
ustup edému a celkové zlepSenie zrakovej ostrosti
v pocte pismen celkovo + 13 pismen. V priebehu
liecby pacientky bol zaznamenany tstup edému
a zmenSenie hrubky sietnice o 223 pm.

Krucové slova: anti-VEGF latky; intravitreal-
na aplikacia; vekom podmienena degeneracia ma-
kuly



ABSTRACT

Pharmacotherapeutic advances in the tre-
atment of retinal disorders of the eye have been
very significant over the last 25 years. Drugs admi-
nistered to the eye required intravitreal (IVT) ad-
ministration, which over the years has become the
gold standard for the treatment of many retinal
diseases, including age-related macular degenera-
tion (AMD). A wide range of drugs, including anti-
biotics, antivirals, antifungals, corticosteroids and
anti-vascular endothelial growth factor (VEGF),
are administered by IVT injections.

The aim of this study was to demonstrate the
efficacy of available anti-VEGF therapy with afli-
bercept in a 62-year-old patient with a wet form
of age-related macular degeneration. The case re-
port was obtained at the Ophthalmology Clinic in
KoSice. The anti-VEGF drug aflibercept was used
in the therapy at a dose of 2 mg by one IVT injec-
tion once a month for three months, followed by a
treat and extend regimen, one injection every two
months. The primary aims were the improvement
in central retinal thickness, cessation of pathologi-
cal tissue neovascularization, remission of edema,
and overall improvement in visual acuity in letters
+ 13 letters in total. During the treatment, the pa-
tient experienced an improvement in edema and a

reduction in retinal thickness of 223 pm.

Key words: anti-VEGF agents; age-related ma-
cular degeneration; intravitreal administration

UvVoD

Vekom podmienena degeneracia makuly (VPDM)
patri vo vyspelych krajindch medzi naj¢astejSie ocho-
renia, ktoré vedu k strate videnia (De Jong, 2006).
VPDM je multifaktorialne ochorenie, pri ktorom do-
chadza k postupnej destrukcii buniek sietnice, hlavne
v jej centralnej Casti, ktora sa nazyva makula alebo
zItd Skvrna. Destrukcia buniek sietnice ma za na-

sledok zhorSenie alebo uplnu stratu ostrého videnia

(Cernék a kol., 2009). Aj ked’ pri¢ina vzniku VPDM
stale nie je presne znama, na jej vzniku sa podiela-
ju viaceré rizikové faktory, akymi st vek, familiarny
vyskyt, rasova predispozicia, slnec¢né ziarenie, nedo-
statok antioxidantov v potrave, faj¢enie, hyperten-
zia, obezita a hypercholesterolémia (Clemons a kol.,
2005; Cernak a Trnavec, 2008). VPDM moze pre-
biehat v dvoch formach, a to sucha (tiez nazyvana
atrofickd) alebo vlhké forma. Such4 forma VPDM sa
vyskytuje v 80 % vsetkych VPDM. V zaciatocnych
Stadiach v centralnej Casti sietnice sa vyskytuju drizy
Bruchovej membrany, ktoré vyzeraju ako zltavé bod-
ky v sietnici. V tomto §tadiu je videnie normalne. Po-
stupne pribudaju drizy a dochddza k atrofii buniek
sietnice. Videnie sa zhorSuje, pred okom sa objavuje
tmavy fl'ak a pacienti nie s schopni ¢itat’ a pisat’, zo-
stava im len periférne videnie. Vlhka forma VPDM
sa vyskytuje v 20 % pripadov. Tato forma VPDM
je nepriaznivejsia ako sucha, pretoze pri nej docha-
dza k vyraznejSiemu zhorseniu videnia. Vlhka forma
VPDM je spdsobena neovasklularizaciou chorioidey
(abnormalnym rastom krvnych ciev pod makulou),
pricom mdze presakovat’ tekutina a krv a spdsobovat’
tak opuch (EMA, 2020). To sa prejavi ndhlym zhor-
Senim videnia. Pri menSom opuchu sietnice pacienti
rozoznavaju pokrivené a deformované predmety. Pri
viacSom naleze dochddza k strate videnia. Centralna
Cast’ sietnice je nadvihnutd, edematézna s Casto pri-
tomnym krvacanim (Cernak a kol., 2009).

Liecba vlhkej formy VPDM je zlozitd. Ak sa
diagnostickymi metédami zaznamena pritomnost’
patologickej vaskularizacie, je liecba zamerana na
jej elimindciu. Terapia sa mdze uskutocnit’ viacerymi
spOsobmi, a to: laserova liecba, fotodynamicka tera-
pia (PTD) a intravitrealne podanie lieCiv proti vasku-
larnemu endotelidlnemu faktoru (VEGF).

Laserova terapia prostrednictvom zelenych la-
serov je obmedzena len na neovaskularizacie mimo
centralnej Casti sietnice, kvoli deStrukénému efektu
na sietnicu. V minulosti sa pouzivala termoterapia
pomocou cerveného laseru, ktord dnes uz patri medzi
obsolentné metddy pre jej slaby efekt (Cernak a kol.,
2009).
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Skutoc¢nou prvou ucinnou liecbou vlhkej formy
VPDM bola PTD. Princip tejto liecby spociva v in-
travendznom podani prolieciva verteporfinu formou
pomalej infazie, ktoré sa hromadi v novovzniknutych
cievach. Aktivaciou verteporfinu dochadza pomocou
diodového lasera k vzniku metabolitov, ktoré toxic-
ky posobia na rychlo sa proliferujiice bunky endotelu
novovytvorenych ciev. V sucasnosti sa tito metoda
pouziva zriedkavejsie alebo ako adjuvantna terapia
s anti-VEGF lie¢bou (Cernak a kol., 2009; Svihovec
a kol., 2018). Spominané obidve metddy u pacientov
ucinne spomal’ovali progres neovaskularizacie ocho-
renia, avSak nepontkali Sancu na vyrazné zlepSenie
videnia pacienta.

NajucinnejSou liecbou vlhkej formy VPDM je
v sucasnosti blokada angiogenézy pomocou lie¢iv
zameranych proti VEGF. VEGF je jednym z naj-
vyznamnejsich regulatorov angiogenézy, ktory regu-
luje proliferaciu a permeabilitu endotelu (Avery a kol.,
2017). Angiogenéza alebo neovaskularizacia predsta-
vuje rast novych krvnych ciev uz z existujtcich ciev.
Je to zlozity proces, kedy nové cievy vychadzaju uz
z existujuceho vaskuldrneho rieciska sietnice a pri-
liehaji k nemu. Nekontrolovana angiogenéza v tele
podporuje neoplastické ochorenia, retinopatie, nefro-
patie a niekol’ko patologickych stavov vratane psori-
azy (Georghe a kol., 2015). V¢asna inhibicia faktorov
vratane VEGF, ktoré spdsobuju aktivnu vaskularnu
proliferaciu, moze zabranit’ strate zraku. Strata zraku
v tomto okamihu je vysledkom krvacania do sklovca
alebo vylucovania tekutin z krehkych novych ciev pri
neovaskularizacii tkaniva (Avery a kol., 2017).

V terapii viacerych chorob sietnice priniesla revo-
liciu intravitrealna terapia (IVT), ktora predstavuje
Standardnt cestu podania lie¢iva do zadného segmne-
tu oka tak, aby sa dosiahli pozadované koncentracie
lieCiva. Je to invazivna metdda, ktora umoziuje po-
danie molekuly liec¢iva priamo do sklovca oka (Agra-
hari a kol., 2016). Medzi vyhody intravitredlneho
podania lieciv patri obchadzanie niekol'kych o¢nych
bariér (napr. epitel rohovky, stroma a bariéra krv-vo-
da) a hematoencefalickej bariéry a znizené systémové
ucinky. Intravitrealna aplikacia sa pouziva v podava-
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ni antibiotik, napr. penicilinu v terapii endoftalmitidy
alebo anti-VEGF lieCiv na zastavenie chorioidalnej
neovaskularizacie, ktord vedie k strate videnia a vy-
skytuje sa pri roznych typoch retinopatie ako diabe-
ticka retinopatia, VPDM a okluzia sietnicovej Zily.
Nedavno boli do praxe zavedené intravitrealne dexa-
metazonové implantaty (Vries a kol., 2020).

Jednou z nevyhod intravitredlneho podania lieciva
je aj castejSia aplikacia, co moze byt pre pacientov
problematické. Opakované davkovanie méze posko-
dit’ o¢né struktary veduce k odluceniu sietnice, hyper-
émii, katarakte alebo endoftalmitide (Agrahari a kol.,
2016). Zaroven pri vstreknuti lie¢iva do oka docha-
dza k akatnym vykyvom vnutroo¢ného tlaku, ktoré
suvisia so zdkrokom a trvaji maximalne niekol’ko ho-
din. Obzvast’ rizikova skupina pacientov je uz s exis-
tujiicim glaukémom oka (Vries a kol., 2020). Mozné
systémové neziaduce Géinky (NU) mozu vyplyvat' zo
systémovej supresiec VEGF pri intravendznom podani
anti-VEGF. To zahriiuje hypertenziu, nefroticky syn-
dréom, tromboembolické prihody, perforaciu ¢reva a
oneskorené hojenie ran (Steward, 2012).

V sutcasnosti su v Europskej liekovej agentire
(EMA) na lie¢bu vlhkej formy VPDM registrované
tri anti-VEGF lie¢iva: aflibercept, ranibizumab a bro-
lucizumab (Quist a kol., 2021). Bevacizumab je anti-
-VEGF liecivo s rovnakou klinickou ti¢innost’ou, kto-
1y nie je oficialne registrovany na liecbu vlhkej formy
VPDM. V niekolkych krajinach vratane Holandska
sa vSak bevacizumab od roku 2005 pouziva ako off-
-label liecba. Hoci v Holandsku sa bevacizumab od-
poruca ako liecba prvej vol'by, bevacizumab je stale
predmetom hodnotenia EMA v terapii vlhkej formy
VPDM (Quist a kol., 2021). Klinické stadie nepre-
ukazali vyznamny rozdiel v ucinnosti a bezpecnosti
medzi afliberceptom, ranibizumabom a bevacizuma-
bom. Stvrty anti-VEGF, brolucizumab, ktory bol ne-
davno zaregistrovany v EMA, sa ukazal byt rovnako
ucinny ako ostatné anti-VEGF (Ouist a kol., 2021).

Ranibizumab je fragment rekombinantnej huma-
nizovanej monoklonalnej protilatky (Fab), ktory je
schopny vézby na protein VEGF-A, a tak inhibu-
je proces angiogenézy. Ranibizumab bol schvaleny



FDA v roku 2006. Preukazal vynikajuce vysledky v
liecbe neovaskularnej (vlhkej) VPDM. Spomaluje
stratu videnia, a tiez zlepSuje zrakovu ostrost’ u pa-
cientov s neovaskularnou VPDM (Joussen a Born-
feld, 2009).

Bevacizumab je rekombinantnd humanizovana
mysia kompletna protilatka, ktora sa viaze na VEGF-
-A a blokuje jeho pdsobenie (Avery a kol., 2017). V
roku 2004 bol schvaleny FDA na lie¢bu kolorektalne-
ho karcinému (Stewart, 2012). V roku 2005 bol schva-
leny a registrovany EMA na liecbu kolorektalneho
karcindému, rakoviny pltc, pfs, obli¢iek a rakoviny
CNS. Mala perspektivna stadia s intravenéznym po-
dadavanim bevacizumabu preukézala jeho u¢innost
proti vlhkej forme VPDM, ale obavy zo systematic-
kych neziaducich Gcinkov zastavili d’alSie podavanie
bevacizumabu pre ocné ochorenia (Steward, 2012).
V roku 2005 sa uskutocnili prvé uspesné podania
jednodavkovej injekcnej liekovky s intravitrealnym
bevacizumabom u pacientov s okluziou sietnicovej
zily a vlhkou formou VPDM a off-label pouzitie sa
rychlo rozsirilo medzi oftalmolégov po celom sve-
te (Stewart, 2012). Retrospektivna Stadia preukaza-
la ucinnost’ bevacizumabu v lieCbe neovaskularnej
VPDM so zlepSenim priemerného videnia (Arevalo a
kol., 2010).

Aflibercept bol schvéleny v roku 2011 FDA
a v roku 2012 agentiirou EMA na liecbu neovasku-
larnej VPDM. Aflibercept je rekombinantny fuzny
protein s molekulovou hmotnostou 115 kDa, ktory
zastavuje patologickl choroidalnu neovaskulariza-
ciu a brani zhrubnutiu sietnice, vzniku edému a na-
slednej strate zrakovej ostrosti. Jeho mechanizmus
ucinku spociva v blokovani vazby predovsetkym VE-
GF-A/-B a placentarneho rastového faktora (PIGF)
na endotelové receptory VEGFR-1, VEGFR-2, VE-
GFR-3, ¢im znizuje aktivaciu kaskady angiogenézy
(Trichonas a Kaiser, 2013).

Brolucizumab je najnovSie intravitredlne liecivo
schvalené FDA v roku 2019 a agentirou EMA v sep-
tembri v roku 2020. Je to humanizovany nizkomole-
kularny jednoretazcovy fragment, ktory sa viaze na
vsetky izoformy VEGF-A a nasledne inhibuje neo-

vaskularizaciu. Je najmensi z anti-VEGF protilatok s
molekulovou hmotnost'ou 26 kDa. Bol vyvijany na
lie¢bu vlhkej VPDM, diabetického makularneho edé-
mu a okliziu retinalnej zily (Markham, 2019). Pred-
klinické a klinické udaje o brolucizumabe poskytuju
dokaz o trvalej kontrole ochorenia s dlh§imi injekc-
nymi intervalmi, ¢im sa potencialne znizuje lie¢ebna
zataz u pacientov s neovaskularnou VPDM (Tadayo-
ni a kol., 2021).

Avsak kratko po schvaleni FDA sa zacali obja-
vovat’ informécie o zapale po intravitredlnom poda-
ni brolucizumabu pri terapii neovaskularnej VPDM.
Okrem pripadov vnutroo¢ného zapalu bolo hlasenych
niekol’ko pripadov retinalnej vaskulitidy, ktora casto
vyustila do vaskularnej oklizie a vyraznej straty zra-
ku (Witkin a kol., 2020).

Ciel'om studie bolo preukazat’ G¢innost’ intravitre-
alnej aplikécie afliberceptu u pacientky s diagnézou
vlhkej formy VPDM na pravom oku prostrednictvom
kazuistiky. Primarnym cielovym ukazovatel'om zlep-
Senia stavu boli hodnoty zmeny centrdlnej hrubky
sietnice (CRT), zastavenie patologickej neovaskula-
rizacie tkaniva, ustup edému a celkové zlepSenie zra-

kovej ostrosti.

ManaZzment liecby VPDM

Manazment liecby VPDM, ktory je vyuZzivany
celosvetovo, ma za tlohu maximalizovat vysledky
zrakovej ostrosti a minimalizovat’ frekvenciu reci-
div v terapii ochorenia. Manazment aplikacie IVT je
jednoduchy. LieCebny postup pozostava z podavania
jednej injekcie 1 x mesacne v troch po sebe nasledu-
jucich davkach 2 mg afliberceptu. Na zaklade kon-
troly a vysledkov vysetrenia zraku Fundus kamerou
a optickou koherentnou tomografiou je interval liecby
udrziavany v dvoch mesiacoch alebo d’alej predlzo-
vany rezimom ,,treat and extend.* Vtedy dochadza
k predlzovaniu intervalov medzi jednotlivymi injek-
ciami o 2 alebo 4 tyzdne. Intervaly st predlzované
tak, aby boli udrzané stabilné hodnoty vysledkov vy-
Setreni zraku pacienta. Rezim ,,treat and extend* za-
rucuje mensi pocet aplikovanych injekcii bez zmeny

ucinnosti pri lieCbe pacienta so zdmerom optimaliza-
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Obr. 1: Optotypova tabula logMAR ETDRS
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Zdroj: https://is.muni.cz/do/rect/el/estud/lf/js16/refrakeni_vady/web/pages/03-

naturalni-zrakova-ostrost.html

cie liecby (Georghe a kol., 2015).
Pouzité metodiky na diagnostiku ochorenia

Test zrakovej ostrosti

Testy zrakovej ostrosti si suc¢ast’ou komplexného
oftalmologického vySetrenia pacienta. Hodnota zra-
kovej ostrosti je dolezitym vstupnym a vystupnym
udajom u vacsiny klinickych stadii (Vesely a Synek,
2012). Ciel'om testu zrakovej ostrosti je rychlo a efek-
tivne zistit’ jasnost’ alebo ostrost’ videnia. Testovanie
zrakovej schopnosti skima schopnost’ pacienta roz-
lisit’ r6zne optotypy (rozpoznatelné pismena alebo
symboly) na $tandardni vzdialenost. Casto prefero-
vanym testom zrakovej ostrosti je graf LogMAR,
znamy ako ETDRS (vid’ obr. 1). Pismena v ETDRS
grafe su bodované v pismenovej tabulke, so zmen-

Sujucou sa velkostou, zhora nadol. V kazdom zo 14
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riadkov je 5 pismen (vid’ obr. 1). Pocet pismen, kto-
1y je pacient schopny precitat’ v tabulke, mu urcuje
ostrost’ zraku. Vysetruje sa vzdy kazdé oko samostat-
ne.

Vysledky zrakovej ostrosti sa klasicky uvadzaju
pomocou hodnoty 20/20 (t. j. 6 / 6 pri pouZziti metrov)
pre $tandardné videnie. Citatel’ popisuje vzdialenost’
od mapy, zvycajne 20 stop (6 m). Menovatel popisuje
vzdialenost,, na ktorti moéze jednotlivec s normalnym
zrakom (zrak 20/20) precitat’ rovnaky riadok v tabul’-
ke. Takze zrakova ostrost’ sa oznacuje ako ¢islo, kde
Standardné videnie je 20/20. Zrakova ostrost klesa so
zvySujicim sa poc¢tom hodnoty v menovateli a zlep-
Suje sa so zniZzujucim sa poctom hodnoty v menovate-
li. Jednou z najbeznejsich pric¢in zmeneného videnia
je refrak¢éna chyba, ako je kratkozrakost’, d’alekozra-
kost, ale aj d’alsie pric¢iny poskodenia zraku ako st

astigmatizmus, amblyopia, odlicenie sietnice, ma-



kularna degeneracia, katarakta, glaukom a ischémia.
Svetova zdravotnicka organizacia (WHO) popisuje
jednotlivcov so slabym zrakom ako s najlepsie kori-
govanym zrakom 20/60 alebo hor$im a slepych ako
s najlepsie korigovanym zrakom hor§im ako 20/400,
zatial’ o legalna slepota je v Spojenych Statoch iden-
tifikovana ako 20/200 (Daiber a Gnugnoli, 2020).

Fundus kamera

Fundus retinalna kamera patri medzi Standardné
zobrazovacie pristroje. Fundus kamera je Specializo-
vany mikroskop s nizkou spotrebou energie s pripo-
jenou kamerou uréenou na zaznamenavanie vnutor-
ného povrchu oka, vratane sietnice a jej vaskulatury.
Sietnicu je mozné vyfotografovat priamo, pretoze
predstavuje vstup aj vystup pre svetelné luce z fun-
dusovej kamery. Pacient sedi pri fundusovej kamere
s bradou a ¢elom opretym o tyC. Fotograf zaostri a
stlacenim spuste sa vytvori fotografia o¢ného poza-
dia. V oftalmoldgii sa tieto fotografie pouzivaju na
sledovanie a diagnostiku r6znych o¢nych ochoreni.
Oci pacienta sa zvyknu pred fotografiou rozkvapkat
parasympatolytikom, aby sa dosiahla mydriaza, kvoli
vyhode lepSieho zobrazenia zadnej Casti pozorovane;j
oblasti oka (Saine a Tyler, 2020).

Opticka koherentna tomografia

Opticka koherentna tomografia (OCT) predsta-
vuje zakladnti zobrazovaciu techniku v diagnostike
a sledovani vaskularnych chordb sietnice oka. OCT
je neinvazivna optickd vySetrovacia metoda, kto-
rd zobrazuje sietnicu v reze in vivo v rozliSeni 3 — 5
pm. OCT meria hrubku sietnice, umoziluje rozliSenie
presakujucich mikroaneuryziem od nepresakujtcich,
taktiez zobrazuje vol'nu tekutinu v jednotlivych vrs-

tvach sietnice (Molnarova, 2019).

Opticka koherentna tomograficka angiografia
Optickd koherentnd tomografickd angiografia
(OCTA) je novsia zobrazovacia modalita, ktora po-
skytuje neinvazivne hodnotenie sietnicovej a choro-
idalnej vaskulatary a prebiehajucu subretindlnu ne-
ovaskularizaciu (SRN). Vysetrenie funguje ako typ

optickej biopsie a je vykonnou zobrazovacou tech-
noldgiou pre lekarsku diagnostiku (Fujimoto a kol.,
2000).

KAZUISTIKA

Kazuistka pacientky s VPDM bola poskytnuta
MUDr. Galinou Mat'uSovou z ambulancie Mikrochi-

rurgie oka, 3F s. r. 0. v KoSiciach.

Anamnéza pacienta: 62-ro¢na Zena, pacientka
pocituje za posledné mesiace pokles videnia v pra-
vom oku (PO). Lavé oko (LO) je bez zmeny. Pred
dvoma rokmi bola vykonana ispesna operacia Sedé-
ho zékalu na obidvoch ociach (artefakia). Objektivny
stav zrakovej ostrosti pacientky bol merany a stano-
veny podl'a optotypovej tabule logMAR ETDRS.

Prvé vySetrenie
Objektivny nalez: Najlepsie korigovand zrakova
ostrost’ (NKZO):
PO: 20/160 (40 pismen)
LO: 20/20 (85 pismen)

Prvé vysSetrenie ocného pozadia PO pacientky
preukazuje kolorovany a ohrani¢eny zrakovy nerv.
Retinalny pigmentovy epitel je presiaknuty tekuti-
nou, zaroven je zhrubnuty a atrofovany. V cievach su
pozorované sklerotické zmeny. V makule su pozoro-
vané fyziologické zmeny vplyvom ochorenia VPDM.
Zaroven je tam lokalizovany edém, driizy a hemora-
gie s prebiehajucou subretindlnou neovaskulaizaciou.
OCT potvrdila centralnu hribku sietnice na urovni
444 pm. OCTA potvrdila aktivnu subretinalnu neo-
vaskularizaciu na Urovni choriocapillaris. Pacientke
je diagnostikovana podl'a Medzinarodnej klasifikacie
chorob 10 (MKCH 10) diagnéza H35.3 Degenera-
cia makuly a zadného pélu oka (PO) (vlhka forma
ochorenia VPDM). Pacientka je objednana na apli-
kaciu lieku Eylea inj., ktory obsahuje liecivo afliber-

cept, v lokalnej anestézii.
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Obr. 2: OCT snimky makuly sietnice

A: Prvé vySetrenie PO pacientky

6 mm linearny sken makuly sietnice PO pacientky. Snimok zobrazuje zjazvenie
tkaniva makuly a edém makuly priblizne 3 mm nal'avo od fovey. Centralna hribka
sietnice je 444 pm.

B: po 3 IVT aplikacidch afliberceptu

5 mm linearny sken makuly sietnice PO pacientky zobrazuje mierny pokles edému
makuly po 3 IVT aplikaciach afliberceptu, Centralna hruibka sietnice je 247 pm.

C: po 6 IVT aplikaciach afliberceptu

=
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&
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Snimok zobrazuje vyrazny Ustup zjazvenia a edému v makule sietnice PO po 6 IVT
aplikaciach afliberceptu, Centralna hribka sietnice je 221 pm.

Obr. 3: Fotografie pravého oka pacientky pri prvom vySetreni (A) a po 6 IVT aplikaciach afliberceptu (B)

Fotografie zobrazuji hemoragie v oblasti makuly sietnice PO pacientky pred podanim afliberceptu (A) a vstrebané
intraretindlne hemoragie po 6 IVT aplikécidch afliberceptu
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Tab. 1: Efektivnost’ terapie afliberceptu

Sledované parametre na PO
NKZO CRT
oo 20/160
Pred aplikaciou (40 pismen) 444 um
20/125
3 IVT aplikacie afliberceptu (47 pismen) 247 um
— zisk 7P
20/100
6 IVT aplikacii afliberceptu (53 pismen) 221 pm
— zisk 6P
Celkové zlepSenie 0 13 pismen —223 pm

NKZO — najlepsie korigovana zrakova ostrost, CRT — centralna hrubka sietnice, PO — pravé oko, P —

pismeno

Kontrola pacientky po 3 IVT aplikaciach afliber-
ceptu

Po 3 IVT aplikaciach afliberceptu doslo u pacient-
ky k vyraznému zlepSeniu najlepsej korigovanej zra-
kovej ostrosti so ziskom 7 pismen. Pacientka pocit'u-

je mierne zlepSenie videnia PO.

NZKO:
PO: 20/125 (47 pismen) — zisk 7 pismen
LO: 20/20 (85 pismen)

O¢né pozadie preukazuje nezmeneny kolorova-
ny a ohrani¢eny zrakovy nerv. Retindlny pigmento-
vy epitel ostdva presiaknuty tekutinou a atrofovany,
podobne aj v cievach pretrvavaju sklerotické zmeny.
V makule pretrvava edém, druzy, preretinalna hemo-
ragia a aktivna subretinalna neovaskularizacia. OCT
zaznamendva minimdalne intraretindlne hemoragie,
avsak centralna hrubka sietnice klesla na 247 pm.
Odporucané je dalsie pokracovanie v anti-VEGF

liecbe.

Kontrola pacientky po 6 IVT aplikaciach afli-
berceptu

Po dalsich 3 IVT aplikdciach afliberceptu sa
NKZO zlepsila o d’alsich 6 pismen, celkovo sa u pa-
cientky od zaciatku liecby zlep$ila zrakova ostrost’ o

13 pismen. Pacientka pocituje zlepsenie videnia PO.

NKZO:
PO: 20/100 (53 pismen) — zisk 6 pismen
LO: 20/20 (85 pismen)

Po 6 IVT injekciach afliberceptu vysetrenie ocné-
ho pozadia ukazuje kolorovany a ohrani¢eny zrakovy
nerv. Retinalny pigmentovy epitel je uz spevneny bez
presiaknutej tekutiny. Sklerotické zmeny v cievach
pretrvavaju aj nad’alej. Avsak makula je bez edému
a subretindlna neovaskularizacia je neaktivna. OCT
potvrdila vstrebané intraretinalne hemoragie a cen-
tralna hrabka sietnice sa znizila na Groven 221 pm.

Obrazok 2 znazornuje snimky makuly sietnice PO
pacientky prostrednictvom optickej koherentnej to-
mografie z prvého ocného vysetrenia (A), po 3 IVT
aplikaciach (B) a 6 IVT aplikaciach afliberceptu (C).
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Fotografie pravého oka pacientky nasnimané pro-
strednictvom Fundus kamery zndzornuje obr. 3.

Efektivnost’ terapie afliberceptu prostrednictvom
sledovanych parametrov NKZO a CRT pravého oka
pacientky zobrazuje tabul’ka 1.

Zrakova ostrost PO u pacientky sa od zaciatku
liecby zlepsila celkovo 13 pismen, centrdlna hribka
sietnice sa celkovo znizila 0 223 pm.

DISKUSIA

Vekom podmienend degeneracia makuly patri
medzi najéastejSie ochorenie vo vyspelych krajinach.
Postihuje miliony I'udi na celom svete. Najvacsim ri-
zikovym faktorom rozvoja ochorenia je vek pacienta.
Az 30 % populacie starSej ako 75 rokov je postihnutéa
tymto ochorenim (Novék a Sverak, 2007). Predpokla-
da sa, ze prevalencia VPDM vzrastie na 22 milionov
do roku 2050 (Nov a Moisseiev, 2020).

Liecba chorob sietnice ako je VPDM je naro¢na,
a preto je potrebné hl'adat’ nové neinvazivne sposoby
podania liekov. Intravitredlne injekcie st v sicasnosti
akceptovanou metdodou pre podavanie vnitroocnych
liekov a stali sa neoddelitelnou sti¢ast'ou oftalmolo-
gickej praxe (Nov a Moisseiev, 2020).

Intravitrealne podavanie lieCiv injekciami do
sklovca oka prinieslo revoluciu v liecbe viacerych
chordb sietnice. Intravitredlne injekcie anti-VEGF
lieC¢ivami sa stali 1. vol'bou lie¢by vacsiny chorob
zadného segmentu oka za poslednych 15 rokov ich
pouzivania v oftalmologii (Quist a kol., 2021). Lie¢i-
vo sa pri intravitrealnej aplikacii rychlo distribuuje do
sietnice a pomaly sa absorbuje systémovou cirkula-
ciou, pricom koncentracie su priblizne po 2 tyzdioch
nedetekovatelné.

V terapii vlhkej formy VPDM 62-ro¢nej pacient-
ky bolo indikované anti-VEGF lie¢ivo aflibercept in-
travitrealnymi injekciami. Jednou z hlavnych vyhod
v mechanizme posobenia afliberceptu je schopnost’
viazat’ a u€inne blokovat’ vaskularne endotelialne ras-
tové faktory VEGF-A, VEGF-B a PIGF, a tak zastavit’
patologickt neovaskularizaciu tkaniva. V porovnani

s inymi anti-VEGF lie¢ivami mé aflibercept lepSiu
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schopnost’ inhibovat’ subretinalnu neovaskularizaciu
tkaniva, zabranit’ presakovaniu z ciev a naslednej
tvorbe edému tkaniva (Wang a Lo, 2018).

Tieto ucinky afliberceptu sa potvrdili aj v terapii
pacientky s VPDM. V popisovanej kazuistike 62-roc-
nej pacientky zdravotna poist'oviia schvalila liecbu 6
intravitredlnymi injekciami afliberceptom. Celkovo
po 6 intravitrealnych aplikaciach lieiva sa zrakova
ostrost’ u pacientky od zaciatku liecby zlepsila o 13
pismen a centrdlna hrubka sietnice sa znizila o 223
pm. Taktiez bol zaznamenany vyrazny ustup edému
makuly sietnice, subretinalna neovaskularizacia bola
neaktivna a hemoragie v oblasti makuly boli vstreba-
né. Pacientka je d’alej sledovana bez potrebnej liec-
by. Aflibercept predstavuje dobre tolerované lieCivo
s minimalnym vyskytom neziaducich ucinkov vrata-
ne arteridlnych tromboembolii (ATE). Vyskyt ATE
bol zaznamenany na urovni 1,8 % pocas prvého roka
klinickych sktsok a predstavovali vyskyt nefatalnej
mozgovej prihody, ¢i infarktu myokardu. Medzi d’al-
Sie vyhody afliberceptu patri dlhsi biologicky polcas
a vyssia afinita k VEGF-A, ¢o mdze viest’ k znize-
niu poctu vnutrooc¢nych injekcii a k redukcii navstev

u oftalmoléga (Trichonas a Kaiser, 2013).

ZAVER

V zévere Stadie mozeme potvrdit i€innost’ terapie
intravitrealnymi injekciami afliberceptom u 62-roc-
nej pacientky s vlhkou formou VPDM. Po aplikéacii
6 intravitredlnych injekcii afliberceptu bolo zazna-
menané v priebehu jej lie¢by zlepSenie celkovej zra-
kovej ostrosti o 13 pismen, ustup edému, zastavenie
neovaskularizacie a zmensenie hrubky sietnice o 223
pm.

Avsak doposial’ ani jedno anti-VEGF lie¢ivo ne-
sposobuje uplnu regresiu choriodalnej neovaskulari-
zacie. V dalsej dekade je potrebné vyskum zamerat’
na molekuly, ktoré budu posobit’ preventivne alebo
reverzne v chorioidalnej revaskularizacii. TieZ je po-
trebné rozvijat’ dlho pdsobiace terapie oénych ocho-

reni.
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Za poskytnutie kazuistiky a odbornych materidlov
patri podakovanie MUDr. Galine Matusovej z Mik-
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ABSTRACT

Conazoles are ergosterol-biosynthesis-inhibit-
ing (EBI) fungicides used largely in many Euro-
pean countries in the cultivation of crops. Expo-
sure to these compounds may cause many adverse
effects including hepatotoxicity, carcinogenicity,
reproductive toxicity and endocrine disruption.
However, the possible effects of conazoles on the
acetylcholine pathway are poorly understood.
Epoxiconazole is a conazole fungicide relatively
frequently applied in the agriculture of the EU.
In our study, we focused on investigating the po-
tential effect of epoxiconazole on bovine acetyl-
choline esterase (AChE) gene expression, because
AChE enzyme plays a crucial role in the metabo-
lization of the neurotransmitter acetylcholine. We
used bovine cells as the source of information: it
is generally accepted that cattle are a useful bio-
logical indicator of pollution in the environment.
Whole blood cultures of two healthy donors (bulls)

were treated with a set of different epoxiconazole
amounts (2.5, 5.0, 10, 25, 50 and 100 pg.ml") for
24 h and 48 h. Quantitative real-time PCR was
used as a method of gene expression investigation.
The results indicated that the level of bovine AChE
gene expression increased after treatment for 24
h. Prolonged 48 h exposure caused the significant-
ly higher expression level of the AChE gene only
in cells treated with lower 2.5 and 5.0 pg.ml! (p
< 0.01) doses. On the contrary, the highest epoxi-
conazole amounts (25 and 50 pg.ml’) resulted in
inhibition of acetylcholine esterase gene expres-
sion (50 pg.ml'; p < 0.05) when compared with
negative control. OQur results suggest that epoxi-
conazole probably has the potential to affect AChE
gene expression in bovine cell cultures.

Key words: acetylcholine esterase gene; bovine
lymphocytes; fungicide epoxiconazole
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INTRODUCTION

Triazole pesticide epoxiconazole (EPX) is used
worldwide as a fungicide for plant protection. It is
known to combat various target fungal diseases in ce-
reals, rice, sugar beets and other plants. In Europe,
epoxiconazole is part of several commercially suc-
cessful one-compound fungicide formulations (Epic,
Opus) or two-compound formulations composed of
combinations of EPX with different pesticide (Splice,
Swing Gold, Tango Super, Venture).

Together with tebuconazole, glyphosate, boscalid
and DDTs, epoxiconazole belongs to the most fre-
quently found agents in agricultural soil samples of
11 member states of the European Union (EU) (Silva
etal., 2019). This contribution might be a result of the
low biodegradability and photochemical stability of
the EPX molecule that makes it very persistent in soil
and aquatic sediment (Passeport et al., 2011) and al-
lows entering multiple environmental media through
spray drift or surface runoff (Potter et al., 2014). Bo-
vine farm animals are exposed to chemical agents
through grazing; as mentioned by Ferr¢ et al. (2018),
diet represents the main source of chronic exposure
of these animals to pesticides. Therefore, ruminants
are one of the first animals in which adverse effect
of this exposure may occur. For this reason, bovine
cells such as cultured blood lymphocytes are a use-
ful source for experimental observations of the cyto-
static, cytotoxic and genotoxic potential of pesticides
(Ferré et al., 2020) and the molecular mechanism by
which pesticides exert their adverse effects.

Acetylcholine esterase (AChE) is a crucial me-
tabolizing enzyme of acetylcholine, an important
neurotransmitter for central nervous system (CNS)
function. Although conazoles are not typical inhibi-
tors of acetylcholine esterase, these effects may not
be completely ruled out. Related to acetylcholine
esterase (AChE) gene, Zhang and Greenberg (2012)
observed that changes in the expression of the human
AChE gene could be linked with apoptotic processes
in cells. To reveal the potential effect of EPX on the
bovine AChE gene expression, we focused on the as-
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sessment of bovine cultures of whole blood exposed

to various doses of epoxiconazole.
MATERIAL AND METHODS

Blood collection and cultivation

Blood samples were aseptically taken from
the vena jugularis of two clinically healthy bulls
(6-month-old, Slovak-spotted cattle), in accordance
with national and institutional rules for the protection
of humans and animals. The whole blood was cul-
tivated under sterile conditions in 4 ml RPMI-1640
supplemented with L-glutamine, 15 uM HEPES (Sig-
ma, St. Louis, MO, USA), 15 % fetal bovine serum
(Sigma, St. Louis, MO, USA), antibiotic-antimycotic
mixture (100 U.ml! penicillin; 0.1 mg.ml! strep-
tomycin; 0.25 pg.ml! amphotericin B; Sigma, St.
Louis, MO, USA) and phytohaemagglutinin (PHA;
Welcome, Dartford, Germany) to stimulate mainly T-
lymphocytes division. The tested fungicide epoxicon-
azole (CAS 133855-98-8; 99 % of purity) was dis-
solved in solvent dimethyl sulfoxide (DMSO; Sigma,
St. Louis, MO, USA) and added to medium 48 h (ap-
proximately two cell cycles) and 24 h (approximately
one cell cycle) before the total end of cultivation (72
h). The amounts of epoxiconazole investigated were
determined in our previous study (Sivikova et al.,
2018) and were as follows: 2.5, 5.0, 10.0, 25.0, 50.0,
and 100 pg.ml'. Mitomycin C (MMC; Sigma, 0.4
uM) was used as positive control. Blood cultures with
DMSO (1 %) were used as negative controls (NC).

Isolation of RNA and Real-time PCR reaction

The Aurum TM Total RNA Mini Kit (BioRad,
USA) was used for RNA isolation from cultured
cells. The cDNA was prepared by reverse transcrip-
tion of RNA using iScript TM cDNA Synthesis kit
(BioRad, USA). Primers and fluorescence labelled
probe for detection of bovine AChE gene were de-
signed and prepared by Generi Biotech (Czech re-
public). Polymerase (RNA) II (DNA directed) poly-
peptide A (POLR2A) gene was applied as a reference
one. Real-time PCR was conducted using a thermo-



Fig. 1: Changes in AChE gene expression in cultured bovine lymphocytes exposed to epoxiconazole
for 24 hours in two bovine donors
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Fig. 2: Changes in AChE gene expression in cultured bovine lymphocytes exposed to epoxiconazole
for 48 hours in two bovine donors
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cycler CFX96 Touch Real Time PCR System (Bio-
Rad, USA). The initial denaturation at 95 °C/3 min
was followed by 40 cycles of alternation of denatura-
tion at 95 °C/10 s and hybridization. Extension was
performed at 60 °C/20 s. The method of Livak and
Schmittgen (2001) was used for the relative quanti-
fication (RQ) determination. RQ were calculating
using the formula RQ = 2**® where AACt = (Ct_,
- Ct = (Ctyo; = Clppp)rime o In the formula, Ct
denoted value of threshold cycle, GOI denoted gene

REF)Time X

of interest and REF indicated reference gene. Statisti-
cal analysis was carried out by the ANOVA and Dun-
net’s test.

RESULTS AND DISCUSSION

As shown in Fig. 1, 24 h treatment of cultured bo-
vine cells revealed a statistically significant increase
in bovine AChE gene expression at doses of 2.5, 5.0
and 10.0 pg.ml! (mostly p < 0.05) in both donors.
The doses higher than 10.0 ug.ml! (25, 50 and 100
pg.ml!) induced slightly increased expression, but
statistical significance was not recorded when com-
pared with negative control. Prolonged time of ex-
posure (48 h) caused significantly higher expression
of the AChE gene in cells treated with two lowest
concentrations of 2.5 and 5.0 pg.ml! (p < 0.01) in
comparison with negative control. Conversely — with
increasing doses (25, 50), a gradual inhibition of bo-
vine acetylcholinesterase gene expression was noted
(see Fig. 2): application of a dose of 50 pg.ml! in-
duced statistically significant inhibition of bovine
acetylcholinesterase gene expression (p < 0.05). The
highest dose of 100 pg.ml! of epoxiconazole caused
fluorescence signal, which was not measurable dur-
ing the real-time PCR process; this observation may
indicate a strong inhibition of bovine AChE gene ex-
pression after prolonged 48 h exposure.

The important properties of conazoles include
inhibition of ergosterol synthesis: according to Eu-
ropean Commission (2015), they are candidates for
substitution because of their toxicity for reproduction
and endocrine disruption potential. There is evidence
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that conazole fungicides tend to form long-term resi-
dues in soil and they are suspected carcinogens (Eu-
ropean Comission, 2015; Chambers et al., 2014).

As reported by Hvézdova et al. (2018), after tria-
zine herbicides (89 % of soils), conazole fungicides
showed the second most frequent occurrence in soils
(73 % of soils) and also high levels (53 % of soils
with total conazoles above 0.01 mg.kg") in Central
Europe. The most frequent were epoxiconazole (48
% of soils) and tebuconazole (36 % of soils); these
conazoles also frequently exceed 0.01 mgkg!' (in
25 % and 11 % of soils, respectively). The measured
levels of epoxiconazole together with frequent pres-
ence in soils represent a risk for the agroecosystems
(Vasickova et al., 2019). Using in silico / in vitro ap-
proach, Akram et al. (2019) demonstrated the ability
of epoxiconazole to inhibit human 11B-hydroxylase
(CYPI11IB1) and aldosterone synthase (CYP11B2),
which calalyze the formation of cortisol and aldoster-
one in the adrenal cortex. Disruption of their synthesis
could contribute to cardio-metabolic diseases, chronic
kidney disease, osteoporosis and immune-related dis-
order. On the other hand, the authors presumed that
epoxiconazole concentrations to inhibit CYP11BI
and CYP11B2 are unlikely reached through environ-
mental exposure in the general population: however,
a contribution to effects of mixtures and of occupa-
tional exposure needs to be investigated.

Many pesticides exert toxicity by inhibiting the
enzyme acetylcholine esterase (AChE) (Bolton and
Lim, 1991) which degrades acetylcholine (ACh),
an essential neurotransmitter in the central nervous
system (CNS) of insects, rodents, and humans. The
overexposure to pesticides results in the AChE inhi-
bition at brain and nervous system nerve endings; as
a consequence, the ACh concentration increases its
effects. The reason to perform our preliminary ex-
periments was that only scarce information is avail-
able related to inhibiting or stimulating potential of
epoxiconazole on bovine acetylcholine esterase ex-
pression. In our study, not inhibition but increased
levels of AChE gene expression were observed in
bovine lymphocytes after 24 h exposure to EPX.



The increased level of AChE gene expression may
be related to apoptosis as documented in our previ-
ous study (Sulik and Holetkové, 2015). This agrees
with findings of Sivikova et al. (2018) who revealed
that EPX had the ability to induce apoptosis and sig-
nificantly affect cell-cycle kinetics. The enhanced ex-
pression of AChE gene and elevated activity of AChE
enzyme were also detected in apoptotic cells of vari-
ous human primo cultures and cell lines by Zhang and
Greenberg (2012). Also previous in vitro and in vivo
studies of Zhang et al. (2002) and Jing et al. (2008)
have shown that so-called synaptic acetylcholinest-
erase (AChE,) in humans is upregulated in response
to various apoptotic stimuli. They also stated that
apoptosis is attenuated by knockdown of its expres-
sion either by antisense RNA, small interfering RNA,
or by heterozygous deletion of the AChE gene. The
observations of Du et al. (2015) confirm that AChE
mediates apoptosis via its DNase activity.

In contrast to the 24 h epoxiconazole exposure,
inhibition of AChE gene expression at the two high-
est concentrations tested (25.0 and 50.0 pg.ml')
was observed after prolonged 48 h exposure during
our experiment. We suppose that this inhibition was
probably caused by a relatively high level of DNA
damage as demonstrated by Kolenicova et al. (2021)
using identical EPX concentrations in an alkaline
comet assay. Similarly to mentioned authors, Ham-
di et al. (2018) confirmed that epoxiconazole was
able to induce a concentration-dependent increase
in DNA damage in the human colon carcinoma cell
line (HCT116), probably as a consequence of the
generation of reactive oxygen species (ROS). As a
consequence of free radical formation, the activity of
ACHhE can be inhibited (Tsakiris et al., 2000). Recent-
ly, some commercially available pesticides (atrazine,
simazine, propazine, carbofuran, monocrotophos,
dimethoate, carbaryl, tebufenozide, imidacloprid,
acetamiprid, diuron, monouron, linuron) have been
examined as mouse and human acetylcholinesterase
inhibitors by means of advanced in silico approaches
such as ligand-based (LB) and structure-based (SB)
methods (Mladenovic et al., 2018). Despite the con-

stant development of sophisticated methods, very
little is still known about the pharmacology of most
pesticides that act as AChE inhibitors.

CONCLUSION

Acetylcholine esterase (AChE) is an enzyme
whose primary function is to degrade acetylcholine
(ACh) and terminate neurotransmission. Apart from
its role in synaptic transmission, AChE has several
non-classical functions in non-neuronal cells; it plays
a key role in apoptosis, cellular growth, inflamma-
tion, drug resistance and response to stress induced
by some agents including pesticides. Although epoxi-
conazole fungicide is not a classic inhibitor of acetyl-
choline esterase, its effect on this enzyme is not com-
pletely ruled out in mammals. Our study was aimed at
investigating the potential effect of epoxiconazole on
the expression of the acetylcholine esterase (4ChE)
gene in bovine cultured blood cells that are good in-
dicators of in vitro exposure. The enhanced levels of
AChE gene expression were detected after 24 h ex-
posure by quantitative real-time PCR. Results after
prolonged exposure time (48 h) revealed elevated
expression quantity only at lowest epoxiconazole
concentration tested; the higher amounts of fungicide
caused inhibition of expression of AChE gene. Our
observations pointed to the likely potential of epoxi-
conazole to influence the levels of expression of the
acetylcholine esterase gene in cultured bovine blood
cells.

ACKNOWLEDGEMENTS

This study was supported by project of the Grant
Agency of the Slovak Republic (VEGA) No. 1/0166/21.

REFERENCES

Akram, M., Patt, M., Kaserer, T., Temml, V.,
Waratchareeyakul, W., Kratschmar, D. V., Haupen-
thal, J., Hartmann, R. W., Odermatt, A., Schuster, D.:

Identification of fungicide epoxiconazole by virtual

111



screening and biological assessment as inhibitor of
human 11 B-hydroxylase and aldosterone synthase. J.
Steroid Biochem. Mol. Biol., 2019, 192, 1 — 12.

Du, A., Xie, J., Guo, K., Yang, L., Wan,
Y., OuYang, Q., Zhang, X., Niu, X., Lu, L., Wu, J.,
Zhang, X.: A novel role for synaptic acetylcholinest-
erase as an apoptotic deoxyribonuclease. Cell Dis-
covery, 2015, 1,1 —17.

European Commission. List of candidates
2015.
plant/pesticides/approval active substances/index
en.htm. Accessed May 21, 2022.

Ferré, D. M., Quero, A. A. M., Hernandez,
A. F., Hynes, V., Tornello, M. J., Luders, C., Gorla, N.
B. M.: Potential risk of dietary exposure to chlorpyri-

for substitution, http://ec.europa.eu/food/

fos and cypermethrin from their use in fruit / vegeta-
ble crops and beef cattle productions. Environ. Monit.
Assess., 2018, 190 (5), 1 — 10.

Ferré, D. M., Luduena, H. R., Romano, R.
R., Gorla, N. B. M.: Evaluation of the genotoxic po-
tential of cypermethrin, chlorpyrifos and their subse-
quent mixture, on cultured bovine lymphocytes. Che-
mosphere, 2020, 243, 1- 9.

Hamdi, H., Salem, I. B., Othméne, Y. B., An-
nabi, E., Abid-Essefi, S.: The involvement of ROS
generation on epoxiconazole-induced toxicity in
HCT116 cells. Pestic. Biochem. Phys., 2018, 148, 62
- 67.

Hvézdova, M., Kosubova, P., Kosikova, M.,
Scherr, K. E., Simek, Z., Brodsky, L., Sudoma, M.,
Skulcova, L., Saika, M., Svobodova, M., Krkoskova,
L., Vasickova, J., Neuwirthova, N., Bielska, L., Hof-
man, J.: Currently and recently used pesticides in
Central European arable soils. Sci. Total Environ.,
2018, 613 — 614, 361 — 370.

Chambers, J. E., Greim, H., Kendall, R. J.,
Segner, H., Sharpe, R. M., Van Der Kraak, G: Human
and ecological risk assessment of a crop protection
chemical: a case study with azole fungicide epoxi-
conazole. Crit. Rev. Toxicol., 2014, 44 (2), 176 —210.

Jing, P, Jin, Q. H., Wu, J., Zhang, X. J.: GSK3
beta mediates the induced expression of synaptic ace-
tylcholinesterase during apoptosis. J. Neurochem.,

112

2008, 104 (2), 409 — 419.

Kolenicova, S., Holeckova, B., Galdikova,
M., Schwarzbacherova, V., Drazovska, M.: Geno-
toxicity testing of bovine lymphocytes exposed to
epoxiconazole using alkaline and neutral comet as-
say. Caryologia, 2021, 73 (4), 99 — 109.

Livak, K. J., Schmittgen, T. D.: Analysis of
relative gene expression data using real-time quanti-
tative PCR and the 2-ddCT method. Methods, 2001,
25 (4), 402 408.

Mladenovié¢, M., Arsi, B. B., Stankovi¢, N.,
Mihovi¢, N., Rino Ragno, R., Regan, A., Mili¢evi¢, J.
S., Trti¢-Petrovi¢, T., M., Mici¢, R.: The targeted pes-
ticides as acetylcholinesterase inhibitors: Compre-
hensive cross-organism molecular modelling studies
performed to anticipate the pharmacology of harm-
fulness to humans in vitro. Molecules, 2018, 23 (9),
2-37.

Passeport, E., Benoit, P., Bergheaud, V., Co-
quet, Y., Tournebize, J.: Epoxiconazole degradation
from artificial wetland and forest buffer substrates
under flooded conditions. Chem. Eng. J., 2011, 173,
760 — 765.

Potter, T. L., Bosch, D. D., Strickland, T. C.:
Comparative assessment of herbicide and fungicide
runoff risk: a case study for peanut production in the
southern atlantic coastal plain (USA). Sci. Total Envi-
ron., 2014, 490, 1 — 10.

Silva, V., Mol, H. G. J., Zomer, P., Tienstra,
M., Ritsema, C. J., Geissen, V.: Pesticide residues in
European agricultural soils — A hidden reality. Sci. To-
tal Environ., 2019, 653, 1535 — 1545.

Sulik, P., Hole¢kova, B.: Evaluation of frag-
mentation of DNA and expression of acetylcholine
esterase gene in culture of bovine lymphocytes ex-
posed to thiacloprid. Folia Vet., 2015, 59 (2), 144 —
147.

Sivikova, K., Hole¢kova, B., Schwarzbach-
erova, V., Galdikova, M., Dianovsky, J.: Potential
chromosome damage, cell-cycle kinetics / and apop-
tosis induced by epoxiconazole in bovine peripheral
lymphocytes in vitro. Chemosphere, 2018, 193, 82 —
88.



Tsakiris, S., Angelogianni, P., Schulpis, K.
H., Stavridis, C.: Protective effect of L-phenylalanine
on rat brain acetylcholineesterase inhibition induced
by free radicals. Clin. Biochem., 2000, 33 (2), 103 —
106.

Vasickova, J., Hvézdova, M., Kosubova, P.,
Hofman, J.: Ecological risk assessment of pesticide
residues in arable soils of the Czech Republic. Che-
mosphere, 2019, 479 — 487.

Zhang, X. J., Yang, L., Zhao, Q., Caen, J. P.,
He,H. Y., Jin, Q. H., Guo, L. H., Alemany, M., Zhang,
L. Y., Shy, Y. F.: Induction of acetylcholinesterase ex-
pression during apoptosis in various cell types. Cell
Death Differ., 2002, 9 (8), 790 — 800.

Zhang, X. J., Greenberg, D. S.: Acetylcho-
line esterase involvement in apoptosis. Front. Mol.
Neurosci., 2012, 5,1 - 6.

113



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 uverejiuje
povodné Studie prinasajuce najnovSie poznatky z
farmaceutickej a biomedicinskej oblasti, prehl'adové
¢lanky a kazuistiky z lekarenskej a z klinickej
praxe. Okrem toho sa v Casopise publikuju aj kratke
oznamenia zamerané narychle uverejnenie poznatkov
o aktudlnych 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 pripadn¢ doplnenie
alebo prepracovanie. Autor vrati redakcii upraveny
rukopis a pripoji pisomné stanovisko k navrhom a
pripomienkam recenzentov. Rozhodnutie redakénej
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.

114

Kompletny text rukopisu vratane fotografii,
obrazkov, tabuliek a grafov sa zasiela v elektronicke;j
forme na nasledovnii adresu: folia.pharma@uvlf.
sk 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 (v¢itane grafov, tabulick 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 povodny, nebol publikovany ani
zaslany na publikaciu inde.

Ak stadia hodnoti
lekarske alebo vedecké zariadenie/pomocku, alebo

farmaceuticky produkt,

iny komer¢ny vyrobok, autori informuju vydavatel’a

dovernym listom o akomkol'vek finanénom
zainteresovani, ktoré existuje v ramci spolocnosti,
ktora takyto produkt vyraba, alebo pripadnej

konkurencnej spolocnosti.

Pouzivanie jednotiek. V texte sa zdsadne pouziva
medzinarodny systém jednotiek (SI). In¢ jednotky je
nevyhnutné vysvetlit’ a definovat’.

Skratky a symboly. Pri volbe fyzikalnych
alebo fyzikalno-chemickych symbolov je zavizny
IUPAC Manual of Symbols and Terminology for
Physicochemical Quantities and Units (Pergamon
Press, Oxford, 1993). Pouzivaji sa len Standardné
skratky. Odportca 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



anglicky pisany text sa nachadzaju v publikaciach
IUPAC Brief Guide to the Nomenclature of Inorga-
nic Chemistry [IUPAC 2015, Pure App. Chem.
87, 1039-1049, © TUPAC & De Gruyter 2015
and Nomenclature of Organic Chemistry, IUPAC
Recommendations and Preferred Names 2013, Royal
Society of Chemistry, Cambridge 2014. Je vhodné
vyhnut' sa novym trividlnym nazvom. Noveé zluceni-
ny musia byt pomenované systémovym nazvoslo-
vim podl'a [UPAC.

Pri uvadzani latok izolovanych z prirodnych
zdrojov sa latinsky uvedie nazov zdroja (napr. rodovy
a druhovy nazov rastliny) a prislusna ¢el'ad’. Lieciva
sa uvadzaju INN nazvom v slovenskej, ceskej, resp.
v anglickej mutécii a to podla 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 chromoglykéan), 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 chordb, lieCenie chorob alebo na
ovplyviiovanie fyziologickych funkcii.

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

pripadnym nepresnostiam ¢i chybam, odporucame
zaslat’ fotografie, obrazky a grafy zvlast’ v osobitne;j
prilohe (aj v pripade, Ze ich uz autori maju v texte) a
uviest’ zdrojovy program, v ktorom boli vypracované
(napr. tabul’ka — MS Word, graf — MS Excel). V texte
sa uvadza odkaz na prislusnt fotografiu, obrazok a

graf, napr. (vid obr. 1). Odkaz sa uvedie aj vtedy, ked’
autor zasle fotografie, obrazky a grafy iba v prilohe,
aby bolo jasne oznacené miesto, kde sa mé prislusna
fotografia, obrazok alebo graf v texte nachadzat.
Fotografie maji mat’ minimalne rozliSenie na urovni
300 dpi a musia byt jasné a ostré. Vzhladom na
technické komplikacie, ku ktorym moze dojst’ pri
konvertovani farebnych obrazkov pre potreby Cierno-
bielej tlace sa odporuca zaslat’ obrazky a ilustracie vo
verzii vhodnej pre takito tlac. 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 ocislované a ma k nim byt’
pripojeny prislusny text tykajuci sa obsahu a pripadne
aj zdroja. Cislo a text nema byt su¢astou fotografie/
obrazku/grafu. Cislo a nazov obrazku, fotografie a
grafu sa ma umiestnit’ nad a prislusny text tykajici sa
obsahu a pripadne aj zdroja (legenda) sa méa umiestnit’
pod nimi. Pri mikrofotografiach text obsahuje aj idaje
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.
Tabul’ky je
komplikaciam potrebné vyhotovit’ v programe MS

kvoli  pripadnym technickym
Word (nesmt byt do textu vlozené ako obrazok).
Etické popise

vykonavanych na zvieratich sa uvadza, ¢i boli

aspekty. Pri experimentov

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

metdd sa uvadzaju informacie potrebné na to, aby

Pri opise pouzitych Statistickych

si informovany citate mohol na zéklade pévodnych

vysledkov overit ich spravnost’.
STRUKTURA PRISPEVKOV

Kazdy prispevok ma byt tematicky kompletny.
Odporucany rozsah pre odborny c¢lanok (pdvodnu
studiu) je 12 stran, pre prehladovy ¢lanok 15 stran a
pre kazuistiku 7 stran.

Hlavny text prispevku sa zacina 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,
velkost’ pisma 14, zarovnanie na stred). Pod nazvom
sa uvadzaju celé mena autorov (priezvisko, krstné
meno/mena), pod nimi pracovné zaradenie autorov
(inStitucia) a $tat a nakoniec e-mailova adresa prvého/
korespondujuceho autora (vSetko zarovnané na stred).
Pri empiricky orientovanych Stadiach je potrebné
dodrzat usporiadanie rukopisu do nasledovnych
Zastii: ABSTRAKT, UVOD, MATERIAL A
METODY, VYSLEDKY, DISKUSIA, ZAVERY,
(POf)AKOVANIE), ZOZNAM LITERATURY.

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

zarazkou

ABSTRAKT

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

pozorovani.

Key words: KIicové 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. Oddeluju sa

bodkociarkou.
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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’. Citujui sa zavedené metody a ich zdroje
a strucne sa opisuju metody, ktoré boli publikované,
ale nie su velmi zname. Poskytuje sa kompletny
opis novych alebo podstatne modifikovanych metod,
dovody ich pouzitia a ich pripadné obmedzenia.
Presne sa identifikuju vsetky pouzité lieiva a
chemikalie vratane ich generického nazvu, davky a
spdsobu podavania.
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
zdoraziiuju 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 vyhniut podrobnému opakovaniu udajov uz
spomenutych v ¢astiach Uvod a Vysledky. Diskusia
ma obsahovat zhrnutie prezentovanych zisteni,



relevantné obmedzenia a vyznam tychto zisteni pre
dalsi vyskum. Vysledky stadie st porovndvané s

publikovanymi vysledkami inych autorov.

ZAVERY

Davaju 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, mo6zu sa uvadzat

odportcania.

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

podpora...).

ZOZNAM LITERATURY

Vsetky zdroje uvedené v zozname musia byt
citované v texte.

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

vSetkych autorov. Neodporaca sa pouzit' nadmerny

pocet citacii na podporu jedného vyhlasenia.
Od
overitePnych a

iba

zdrojov z

autorov sa vyZaduje pouZitie
recenzovanych
celosvetovo akceptovanych vedeckych databaz.

V texte sa cituje/u autor/i priezviskom a rok
publikovania. V slovenskom a ¢eskom jazyku sa
pouzivaju spojky ,,a“ a ,,a kol.”“, ak je rukopis v
anglickom jazyku spojky ,,and“ a ,,etal.”. Viacnasobné

citacie sa uvadzaju v chronologickom poradi (od

najstarSej po najnovsiu).
Pri pisani zdrojov S§tyl a interpunkcia ma

zodpovedat’ prikladom uvedenym nizsie:

v

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

(vedecky/odborny): Priezvisko/a a
casopisu (kurzivou), rok publikacie, ro¢nik a prislusné
strany. Cislo casopisu sa uvedie (v zatvorke) len
vtedy, ked’ sa v Casopise neuvddza rocnik. Mozno
uviest’ skrateny nazov ¢asopisu, ak sa takyto nachadza

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 —
559.

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.

Khniha (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 publikécie, 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 ¢asopis:
Simon, J. A., Hudes, E. S.: Relationship of
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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.

PREHLADOVE CLANKY

Publikuju sa aj ¢lanky, ktoré prezentuju sthrnné
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 klI'icovymi slovami (3-10).

UVOD - poskytuje informacie o kontexte, indikuje
motivaciu autora/autorov prehl’adu, definuje prislusné
zameranie a otazky pre vyskum a vysvetluje Struktiru
textu.

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

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

ZAVER - Zodpovedanie otizok pre vyskum,
polozenych v uvode.

ZOZNAM LITERATURY - Potvrdzuje prace inych
vedcov — zabranuje obvineniam z plagiatorstva.
Neodporti¢a sa pouzit viac ako 100 literarnych

zdrojov.
KAZUISTIKY

Publikuju sa aj ¢lanky, ktoré prezentuju spravy
o vynimo¢nom pripade urcitého lieCiva, resp.
substancie ¢i zmesi a jej neobvyklého uinku alebo

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

ABSTRAKT (v angli¢tine) — skratena verzia celé¢ho
textu s kl'a€ovymi slovami (3-10)

UVOD - vysvetluje dovody, pre ktoré bol dany
pripad opisany

OPIS PRIPADU/PRIPADOV -
kazuistiky - uvadza sa priebeh, liecba, progndza a

hlavnd cast’
ukoncenie pripadu

DISKUSIA - zdo6raziiuji sa zaujimavé aspekty
pripadu

ZAVER - opisuju sa stvislosti medzi hlavnymi
zisteniami/pozorovaniami a cielom prace
ZOZNAM LITERATURY

RECENZIA

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

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

OBSAH KNIHY (CLANKU, CASOPISU) —
opisuju sa dolezité informacie, napr. ¢im kniha
(¢lanok, Casopis) recenzenta zaujala/sklamala.

VYZNAM KNIHY (CLANKU, CASOPISU) —

uvadza sa jej vyuzitie pre odbornt verejnost’.

Redakcna rada
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