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EDITORIAL

Véazeni Citatelia,

¢as rychlo plynie a v case letnych dovoleniek sme pre Vas pripravili uz tretie ¢islo vedeckého
¢asopisu Folia Pharmaceutica Cassoviensia.

Cesky pedagog, prirodovedec, humanista a filozof J. A. Komensky (1592-1670) povedal: , Neverte
vsetkému, co sa Vam predklada. Skiimajte a presvedcte sa o vietkom samil”.

Tvorba vedeckého ¢lanku nie je jednoduchy proces, je potrebnd zvedavost a tizba nadobudnut nové
vedomosti. Stidiom, ziskavanim poznatkov a najma Zivotnych sktsenosti si clovek buduje charakter
a miesto v spoloc¢nosti.

Verim, Ze prispevky obsiahnuté v tomto ¢isle Vam pomozu si rozsirit obzory poznania a vedomosti.

V tretom Cisle Folia Pharmaceutica Cassoviensia najdete prispevky tykajice sa ucinkov latok
naturalneho povodu. Prirodné latky st v sucasnej dobe Coraz castej$im cielom vedeckého badania.
Mozete sa bliz§ie oboznamit s agroekologickymi a intenzifikacnymi vplyvmi na obsahové latky
drogy Mentha x piperita L. a Mentha spicata L., s metabolitmi produkovanymi ¢inskymi lie¢ivymi
hubami alebo s antifungélnymi u¢inkami rastlinnych silic na Candida albicans. Dalej sa venujeme
cytotoxickym tc¢inkom vybranych rastlinnych extraktov a antioxida¢nym ucinkom ostropestreca
marianskeho. Zaujimava je aj $tudia o vyuziti probiotik pri ochoreniach koze.

Verim, ze Vasu pozornost si ziska aj prispevok z chemickej oblasti o nosic¢ovych systémoch do
nadorovych sféroidov. MozZete sa oboznamit aj s novymi trendmi vo farmakoterapii cukrovky 2. typu
alebo s kazuistikami zaoberajtcimi sa ne$pecifickymi zdpalovymi ochoreniami criev.

V zmysle latinského hesla ,, Labor omnia vincit“ (tsilie vSetko prekona) Vam prajem ochotu sustavne
sa vzdelavat, lebo vzdeldvanie by malo byt neoddelitelnou stcastou Zivota kazdého z nas.

Prajem Vam prijemné Citanie,

prof. MVDr. Zita Faixova, PhD.
vykonna redaktorka



EDITORIAL

Dear readers,

time goes by very fast and during a period of holidays we have prepared already the third issue of
the scientific journal Folia Pharmaceutica Cassoviensia for you.

J. A. Comenius (1592 - 1670), the Czech pedagogue, naturalist, humanist and philosopher once
said: ,Don 't believe everything that is given to you. Examine it and prove it to yourself on your own®.

Writing a scientific article is not a simple process, curiosity and desire to acquire new knowledge
are needed as well. By constant studying, gaining information, and mainly life experience, a human
builds a character and a place in society.

I believe that the articles included in this issue will help you broaden your horizons of cognition
and knowledge.

In the third issue you will find articles concerning effects of substances of the natural origin.
Nowadays, natural substances are still more frequent target of scientific research.

You can have a closer look at agroecological or intensification impacts on content substances of
2 drugs: Mentha x piperita L. and Mentha spicata L., metabolites produced by Chinese medicinal
mushrooms or antifungal effects of herbal essential oils on Candida albicans.

We also focus on cytotoxic effects of the selected plant extracts and an antioxidant effect of Silybum
marianum. Moreover, the study about the use of probiotics in the treatment of skin diseases is also
very readable.

I believe that the article from the field of chemistry - related to the drug delivery systems into the
tumour spheroids — will also get your attention. You can widen your knowledge about new trends in
the pharmacotherapy of diabetes mellitus type 2 or pore through the case study dealing with non-
specific inflammatory bowel diseases.

According to the Latin motto ,,Labor omnia vincit“ (Work conquers all) I wish you a strong will
for a long-term study, as the education is something that should have been an inherent part of life for
everyone of us.

I wish you a pleasant reading,

Prof. Zita FAIXOVA, DVM, PhD.
Managing Editor
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ANALYZA GENOVE]J EXPRESIE VYBRANYCH IZOFORIEM
CYTOCHROMOYV P450 PO APLIKACII DMSO NA VYVIJAJUCU SA PECEN

GENE EXPRESSION ANALYSIS OF SELECTED CYTOCHROME
ISOFORMS P450 IN DEVELOPING LIVER AFTER DMSO APPLICATION

Dvorcakova S., Luptakova L., Petrovova E.”

! Ustav biolégie, zooldgie a rddiobioldgie, 2 Ustav anatomie
Univerzita veterindrskeho lekdrstva a farmdcie v Kosiciach, Komenského 73, 041 81 Kosice
Slovenska republika

lenka.luptakova@uvlf.sk

ABSTRAKT

Na kazdy Zivy organizmus posobi v jeho
prirodzenom prostredi Siroka S$kala xenobiotik.
DMSO (dimetylsulfoxid) je cudzoroda latka so
Sirokou S$kalou farmakologickych vlastnosti.
Viaceré Studie poukazuji na toxicky ucinok
Sledovali

tylsulfoxidu na vyvijajicu sa pecenn kuracieho

dimetylsulfoxidu. sme vplyv dime-
embrya. Pomocou real-time PCR sa analyzovala
génova  expresia vybranych cytochrémov
P450 (CYP1AS5, CYP3A37 a CYP3A4). Na
4. embryonalny deii sa na kuracie embryo
(area vasculosa) metédou ,,window technique*
aplikovalo DMSO v objemoch 5, 10, 15, 20, 25, 30,
35 a 50 pL. Na 9. embryonalny den boli odobraté
vzorky pefene a pre dosiahnutie vysledkov
sa porovnavala expresia génov v kontrolnej a

bola
zistena zvySena expresia jednotlivych génov
pri aplikaénych davkach 50, 35, 30, 25, 20 pL.
Pri géne CYP1AS a CYP3A37 sme pozorovali
génovu indukciu aj pri davke 15 pL. Génova

experimentalnej skupine. Pri testovani

expresia pri aplika¢nej davke 10 pl bola pribliZne
na urovni kontrolnych vzoriek a pri davke 5 pL
bolo zaznamenané zniZenie génovej expresie pri

vSetkych skiumanych génoch.

Krlacové slova: cytochromy P450; dimetyl-
sulfoxid; génova expresia; kuracie embryo

ABSTRACT

Each living organism is influenced by a wide
range of xenobiotics in its natural environment.

DMSO (dimethylsulfoxide) is a foreign substance



with a wide range of pharmacological properties.
Several studies point to the toxic effect of
dimethylsulfoxide. We monitored the effect of
dimethyl sulfoxide on the developing liver of the
chicken embryo. Gene expression of selected
cytochromes P450 (CYP1AS, CYP3A37, and
CYP3A4) was analyzed by real-time PCR. On
the 4th embryonic day, DMSO was applied
to chicken embryo (area vasculosa) using the
»window technique®“ in volumes of 5, 10, 15, 20,
25, 30, 35 and 50 pL. Liver samples were collected
on embryonic day 9 and to achieve results gene
expression in control and experimental groups
was compared. The individual genes had increased
gene expression at application rates of 50, 35, 30,
25, 20 pL. For the CYP1AS and CYP3A37 genes,
we observed gene induction at a dose of 15 pL.
Gene expression at the applied dose of 10 pL. was
approximately at the control level. Using a dose of
5 pL, the decrease of gene expression was recorded
in all studied cytochrome’s genes.

Key words: cytochromes P450; dimethyl-
sulfoxide; chicken embryo; gene expression

UVOD

Dimetylsulfoxid je vysoko polarna organicka
kvapalina, ktord sa vyuziva ako rozpustadlo vel'mi
tazko rozpustnych aZ nerozpustnych latok. Dalsou
priznacnou vlastnostou je prienik cez membrany
bez porusenia ich integrity, ¢o sa vyuziva pri
lokalnej aplikacii liec¢iv. Po prieniku membranami
vytesiiuje z buniek vodu, ¢o nasSlo uplatnenie pri
kryokonzervacii buniek (Dumont a kol., 2013). Smith
a kol. uz v roku 1967 zhrnuli, Ze dimetylsulfoxid ma
vysoku lokalnu toxicitu. Aplikacia dimetylsulfoxidu
aktivuje v cielovom organizme obranny detoxikacny
metabolizmus za ucelom exkrécie xenobiotik z
organizmu. Za metabolizaciu zodpoveda enzy-
maticky systém cytochromov P450, vyskytujuci
sa predovsetkym v pecCeni. Génova expresia

cytochromov P450 sa prisposobuje aktudlnej

potrebe organizmu. Predmetom tejto Stidie bolo
analyzovat’ génovu expresiu vybranych pecetiovych
cytochromov (CYP1AS, CYP3A37 a CYP3A4) po
aplikacii r6znych objemov dimetylsulfoxidu.

MATERIAL A METODY

Pokusné zvierata

In vivo experimenty boli vykonané na 76
nasadovych kuracich vajciach (plemeno Lohmann
Brown, Liaharensky podnik Nitra), do ktorych bol
aplikovany dimetylsulfoxid (100 % Sigma Aldrich,
USA).

Inkubicia nasadovych vajec

Nasadové vajcia boli vlozené do termostatu s
teplotou vzduchu 37,5 +0,5 C a vlhkostou 60 %.
Vajcia sa v intervale 3 hodin otacali, aby sa zabranilo

prichyteniu embrya na vaje¢nii membréanu.

Aplikacia DMSO a odber vzoriek

Na 4. embryonalny den (ED) bol tupy koniec
dezinfikovany 70 % alkoholom, prelepeny lepiacou
paskou a podla metody ,,window technique bol
zubkatymi noznicami vystrihnuty otvor, cez ktory
bol v objemoch 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 a 50 uL
aplikovany DMSO. DMSO bol aplikovany cez
membrana papyracea na area vasculosa embrya.
Otvory boli prelepené izolantom a vlozené naspat’
do termostatu az do 9. ED. Na 9. ED bolo embryo
vybrané, Spendlikmi prifixované na Petriho misku
a bola mu odobrata pecen, ktora bola az do izolacie
RNA uskladnena pri teplote — 80° C.

Izolacia RNA a reverzna transkripcia

Na izolaciu RNA bol pouzity izolacny kit RNeasy
Mini Kit (QIAGEN, Nemecko) a pri izoléacii sa
postupovalo podla vyrobcom odporiucaného navodu.

Prevod RNA do cDNA bol uskuto¢neny reverznou
transkripciou RT-PCR pouzitim reagencii (vid’ tab. 1)
z kitu High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
(Applied Biosystems, USA): RT buffer (10x konc.),
dNTP (100 mM), Random priméry, Multiscribe



Tab. 1: Reagencie pre reverzni transkripciu

Tab. 2: Teplotny profil pre reverzni transkripciu

Reverse Transcriptase (50 U/uL), RNA inhibitor (20
U/uL) a RNase free voda. Teplotny priebeh reverznej

transkripcie znazoriuje tabulka 2.

Analyza génovej expresie
Pri
Studovanych génov bol ako housekeepingovy gén

analyze génovej expresie  vSetkych
pouzity ubikvitin. Pre ubikvitin aj pre gény CYP1AS
a CYP3A37 bol ako fluorescencné farbivo pre real-
time PCR pouzity SYBR Green. Pouzité reagencie a
teplotny profil znazoriiuje tabulka 3 a 4. Pri kazdej

analyze bola vykonana melting analyza na odliSenie

Mix pL/1 reakcia Krok | Teplota (°C) Cas Pocet cyklov

RT Buffer 10x 2,20 1 25 10 min. 1

dNTP 100 mM 0,88 2 37 120 min. 1

RT Random primers 10x 2,20 3 85 5s. 1

Multiscribe Rev. 50 U/uLl 1,10

Rnase inhib. 20 U/uL 110 $pecifickych a nespecifickych produktov. Celkovy
H,0 Rnase free 352 objem reakcie pre real-time PCR bol 10 pL a
Total mix 11,00 mnozstvo templatu bolo 0,8 pL. Kazda vzorka bola

analyzovana ako triplikat.

Pri analyze génovej expresie CYP3A4 bola pre
amplifikaciu pouzitd TagMan sonda (ThermoFischer,
USA). Pouzité reagencie a teplotny profil zndzoriuje
tabulka 5 a 6. Celkovy objem reakcie pre real-time
PCR bol 10 pL a mnozstvo templatu bolo 0,8 pL.

Statisticka analyza

Ziskané data boli analyzované v programe
GraphPad Prism (verzia 6.0, USA) pomocou
jednocestnej ANOVA s testom Dunnett’s multiple
comparisons test. Hodnota Statistickej vyznamnosti
bola p-value; p < 0,05. Udaje boli vyhodnocované
ako priemer £SD (standard deviation).

Tab. 3: Reagencie pre real-time PCR — ubikvitin (gény CYP1AS a CYP3A37)

Krok konfe"lfti:;‘c’f;?uM) K"“eé(l‘i{)"bj e | WL Mix/triplikat
SYBR Green Mix - 5 57
Primer FO 10 0,2 2,28
Primer RE 10 0,2 2,28
Voda - 3,8 43,32
Spolu (nL) 9,2 104,88

Tab. 4: Teplotny profil pre real-time PCR — ubikvitin a gény CYP1AS a CYP3A37

Krok Teplota (°C) Cas Pocet cyklov
Inicidlna denaturécia 95 10 min. 1
Denaturécia 95 15s.
Hybridizacia 60 Imin. 40
Melting analyza 60 — 95 10 s.
Chladenie 4 o0 1




Tab. 5: Reagencie pre real-time PCR — TagMan sonda (gén CYP3A4)

pL/vzorka (10 pL) pL Mix/triplikat
TagMan mix 19
primer-sonda 0,4 1,52
H,O 3,8 14,44
Spolu 9,2 34,96

Tab. 6: Teplotny profil pre real-time PCR — TagMan sonda (gén CYP3A4)

Krok Teplota (°C) Cas Pocet cyklov
Inicialna denaturacia 95 10 min. 1
Denaturacia 95 15s. 0
4
Hybridizacia 60 Imin.
Chladenie 4 0 1

VYSLEDKY

Gén CYP1A5

Génova expresia génu CYP1AS pri aplikovanom
objeme DMSO 50 pL bola zvysena 8,83-krat, 35 pL
5,96-krat, 30 pL 4,95-krat, 25 pL 4,21-krat, 20 pL
3,61-krat a pri 15 pL 2,84-krat. Pri objeme 10 pL
bola génova expresia znizena v porovnani s vyssimi
aplikovanymi objemami a bola porovnatelna s
expresiou vzoriek kontrolnej skupiny. Pri objeme
5 uL je génova expresia 0,45-krat zniZzend oproti
kontrole (vid’ obr. 1). Pri sledovani génovej expresie
génu CYP1AS bola vykonana aj melting analyza
v rozmedzi teplot 82,3 — 82,7 °C na vylucenie
nespecifickych produktov (vid’ obr. 2).

Gén CYP3A37

Génova expresia génu CYP3A37 pri aplikovanom
objeme DMSO 50 pL bola zvysena 5,67-krat, 35 uL
3,67-krat, 30 uL 2,98-krat, 25 pL 2,55-krat, 20 pL
2,25-krata pri 15 pL 1,77-krat. Pri objeme 10 pL bola
génova expresia len mierne zvySena 1,29-krat a pri
objeme 5 pL je génova expresia 0,67-krat znizena
oproti kontrole (vid’ obr. 3). Pri sledovani génovej

expresie génu CYP3A37 bola vykonana aj melting

10

analyza v rozmedzi teplot 80,2 — 80,7 °C na vylucenie

nespecifickych produktov (vid’ obr. 4).

Gén CYP3A4

Génova expresia génu CYP3A4 pri aplikovanom
objeme DMSO 50 uL bola zvysena 3,37-krat, 35 puL
2,55-krat, 30 pL 2,08-krat, 25 uL 1,82-krat, 20 uL
1,58-krat. Pri objeme 15 a 10 uL bola génova expresia
porovnatel'na s génovou expresiou vzoriek kontrolnej
skupiny a pri objeme 5 pL je génova expresia 0,75-
krat znizena oproti kontrole (vid’ obr. 5).

Pri  porovnani vysledkov génovej expresie
jednotlivych  génov modzeme konStatovat, ze
aplikaciou DMSO v davkach 50, 35, 30, 25,20 a 15
uL doslo pri vSetkych troch sledovanych génoch k
indukcii génovej expresie v porovnani s kontrolnymi
vzorkami bez DMSO. Pri aplikacnych davkach 10
a 5 uL doslo k mierne negativnej regulacii génovej
expresie a hodnoty s v tomto pripade nizSie ako v
kontrolnych vzorkach. Najvyraznejsie bola génova
expresia indukovana pri géne CYP1AS, potom
nasledoval gén CYP3A37 a najnizSie zvysenie
génovej expresie v sledovanych vzorkach bolo

pozorované pri géne CYP3A4 (vid obr. 6).



Obr. 1: Génova expresia génu CYP1AS5 pri jednotlivych aplikaénych davkach DMSO - *p < 0.05
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Obr. 2: Melting analyza vzoriek pri amplifikacii génu CYP1AS
(teplota melting analyzy sa pohybovala v rozmedzi 82,3 — 82,7 °C)
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Obr. 3: Génova expresia génu CYP3A37 v jednotlivych aplika¢nych davkach DMSO — *p < 0.05
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Obr. 4: Melting analyza vzoriek pri amplifikacii génu CYP3A37
(teplota melting analyzy sa pohybovala v rozmedzi 80,2 — 80,7 °C)
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Obr. 5: Génova expresia génu CYP3A4 v jednotlivych aplika¢nych davkach DMSO — *p < 0.05
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Obr. 6: Celkovy prehl’ad vysledkov génovej expresie pri jednotlivych aplikaénych davkach DMSO
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DISKUSIA

DMSO je bezfarebna kvapalina bez zépachu,
ktora vznika ako vedl'aj$i produkt vyroby celulozy.
Ako najdolezitejsia vlastnost’ sa oznacuje schopnost’
penetracie cez biologické membrany a vyborna
rozpustnost’ tazko rozpustnych latok. Z neziaducich
ucinkov bol pozorovany erytém, suchost’ sliznic
alebo kontaktna urtikaria (Igbal a kol., 2017).
Penazzi a kol. (2017) sledovali uc¢inok DMSO pri
chronickom podavani nizkych, netoxickych davok
0,01 % DMSO u mysi s diagn6zou Alzheimerove;j
choroby v predklinickom stadiu. Vysledkom bolo
zvySenie hustoty tkaniva v hipokampe a moznost
d’alSieho vyuzitia pri zlepSovani kognitivnych funkeii
a zlepseni funkcii pamati.

Agentura ,,Health Canada“ vSak odsuhlasila
pouzitie DMSO len na zmiernenie genitourinarnych
priznakov pri chronickej cystitide, intersticidlnej
cystitide, radia¢nej cystitide, trigonitide a prostatitide.
Lahko prenika cez membrany a vytesiuje vodu, preto
sa vyuziva ako kryoprotektivum pri konzervacii
kmenovych buniek a kostnej drene (Menard, 2019).

Pre vyborna rozpustaciu schopnost’ sa DMSO
pouziva ako rozpustadlo lickov v in vitro aj in
vivo Stadiach. Véacsina  §tadii
rozpustanych latok a toxicite samotného DMSO sa

sleduje toxicitu

nevenuje pozornost. Pri sledovani akutnej toxicity
DMSO na mysiach, potkanoch, kralikoch a psoch bol
pozorovany stuhnuty chvost, hypotermia, zvySena
sekrécia slinnych Zliaz a u hlodavcov aj diureticky
ucinok. Zaverom bola vysoka lokalna toxicita DMSO.
V nasej $tudii bola analyzovana génova expresia
vybranych pecenovych cytochromov po podsobeni
DMSO na vyvijajucu sa pecen kuracieho embrya.
Génova expresia peCenovych cytochromov
CYP1A5, CYP3A37 a CYP3A34 sa sledovala po
aplikovani DMSO v objemoch 5, 10, 15, 20, 25, 30,
35 a 50 pL. Vysledky stadie boli vyhodnotené na
zéklade porovnania génovej expresie pecenovych
cytochromov v kontrolnej a experimentalnej skupine.
DMSO signifikantne indukoval génovu expresiu
CYP1AS, CYP3A37 a CYP3A4 pri aplikovanych

objemoch 20, 25, 30, 35 a 50 pL. Signifikantné
zvySenie génovej expresie pri aplikovanom objeme
15 pL bolo pozorované len pri géne CYPIAS a
CYP3A37. Pri objemoch 5 a 10 pL bola vyhodnotena
negativna regulacia génovej expresie, ktord sa
pohybovala blizko hodnét kontrolnych vzoriek alebo
boli hodnoty nizSie. NajvysSia indukcia génovej
expresie génu CYP1AS5 bola vyhodnotend pri
aplikovanej davke 50 uL DMSO. Génova expresia sa
zvySovala priamo umerne so zvySujicou sa hodnotou
aplikovanej davky DMSO. Na zaklade vysledkov
mozno konstatovat’, ze génova expresia aplikovanim
DMSO bola indukovana v poradi génov CYP1AS >
CYP3A37 > CYP3A4. Najvyssia indukcia CYP1AS
sa spaja so skuto¢nost'ou, ze DMSO aktivuje arylovy
hydrokarbonovy receptor, ktory reguluje génovu
expresiu enzymov zucastiiujucich sa metabolizacie
2005).
Aktivacia aryl hydrokarbonového receptora vedie

xenobiotik  (Fujii-Kuriyama a Mimura,

k translokacii receptora do jadra a po naviazani
na promoétor cielového génu sa zvysi génova
expresia (Zhang a kol.,, 2012). DMSO indukuje
expresiu jadrového pregnanového a konstitutivneho
androstanového receptora, ¢o vedie k indukcii
expresie cytochréomov rodiny CYP3A (Su a Waxman,
2004). Jadrové receptory sa véizbou ligandu aktivuja,
viazu sa na prométor DNA a zalina sa proces

transkripcie génu.
ZAVER

Vysledky stadie poukazuju na indukciu génovej
expresie po aplikacii DMSO na kuracie embryo.
Stadia bola prinosom z hl'adiska rozirenia vedomosti
v danom odbore a poskytuje moznost’ sledovat’ vplyv
DMSO aj na iné peCenové gény, alebo vplyv inych
xenobiotik na kuracie embryo.
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ABSTRAKT

Cielom Studie bolo skumanie cytotoxickych
ufinkov rastlinnych extraktov. Na experiment
bol pouzity etanolovy extrakt katarantu ruZového
(Catharanthus roseus — Apocyanaceae), vodny
roztok mydlice lekarskej (Saponaria officinalis
— Silenaceae) a extrakt puapavy lekarskej
(Taraxacum officinale — Asteraceae) pripraveny
pomocou poliarneho rozpustadla triton X-100 v
koncentracii 125, 250, 500 a 1000 mg.1"".

V experimente bola sledovana bunkova odpo-
ved’ vyvolana pésobenim tychto extraktov v
realnom c¢ase na modelovej linii epitelovych
buniek obli¢iek kralika (RK13) prostrednictvom
xCELLigence systému pocas 68 hodin. Moni-
torovanim sa zistilo, Ze najniZSia koncentracia
rastlinnych extraktov vyvolala narast adherencie
buniek a bunkového indexu (CI) oproti bunkam

bez oSetrenia. NajvicSia aktivita buniek bola

zaznamenana u mydlice lekarskej 113,43 + 7,65
%. Zaroven sa zistilo, Ze najvysSie koncentracie
extraktov rastlin spésobili vyrazny pokles
bunkového indexu, ktory sa prisudzuje odlupnutiu
buniek od dna mikrotitraénej platnicky. Najvacsi
pokles CI, aZ na hodnoty bliZiace sa nule, bol
zaznamenany u buniek oSetrenych extraktom
pupavy (P < 0,05). Na stanovenie metabolickej
aktivity buniek po posobeni extraktov bol pouZzity
kolorimetricky test metabolickej aktivity alebo
viability buniek. NajvysSie hodnoty boli namerané
po expozicii buniek extraktom pupavy vo vSetkych
pouzitych koncentraciach v porovnani s ostatny-
Hodnoty
exponovanych extraktom pupavy sa pohybovali
medzi 88,43 — 108,63 %, pricom Statisticky
vyznamny rozdiel (P < 0,05) bol zaznamenany u

mi  extraktmi. viability  buniek

vSetkych koncentracii okrem Kkoncentracie 250
a 500 mg.l'. Ostatné sledované Kkoncentracie
extraktov  taktiez

rastlinnych ovplyvnili
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metabolicku aktivitu buniek, pricom doslo k jej

signifikantnému poklesu oproti kontrole (P <

0,05).
Krlacové slova: bunky;

extrakt; terapia;

toxicita

ABSTRACT

The aim of the study was examination of
cytotoxic effects of plant extracts. In the experiment
we used the ethanol extract of Catharanthus roseus
— Apocyanaceae, aqueous solution of Saponaria
officinalis — Silenaceae and the extract of
Taraxacum officinale — Asteraceae prepared with
the polar solvent triton X-100 at a concentration
of 125, 250, 500 and 1000 mg.l".

We monitored cellular response due to the
influence of these extracts in real time on the model
line of the epithelial cells of the rabbit kidney
(RK13) through the xCELLigence system during
68 hours. By the monitoring we found out that
the lowest concentration of plant extracts induced
an increase in adherence of the cells and the cell
index (CI) compared to the untreated cells. The
largest cell activity we saw in Saponaria officinalis
— Silenaceae 113,43 £+ 7,65 %. At the same time we
found that the highest concentration of extracts of
the plant caused a significant decrease in the cell
index which is attributed to the peeling of the cells
from the bottom of the microtiter plate.

The biggest decline of CI, near to the values
approaching zero, we saw in cells treated with
the extract of dandelion (P < 0,05). To determine
metabolic activity of the cells after the treatment
with the extracts, we used a colorimetric test of
metabolic activity or cell viability. The highest
values were observed in cells after the exposure of
the extract of dandelion in all concentrations used
in comparison with other extracts. The value of
the viability of the cells treated with the extract
of dandelion ranged between 88,43 — 108,63 %.
A statistically significant difference (P < 0,05)
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was observed at all concentrations except the
concentration of 250 and 500 mg.l". Other tested
concentrations of plant extracts also affected
metabolic activity of the cells, while there was a
significant decrease compared to the control (P <
0,05).

Key words: cells; extract; therapy; toxicity
UVOD

Cytotoxicita je schopnost chemickej, ale aj
prirodnej latky poskodit bunku alebo ju dokonca
usmrtit’ (Niles a kol., 2009). Na testovanie mozZu
byt pouzité aj l'udské bunkové linie pestované mimo
zivého organizmu, ¢im odpada nutnost’ extrapolacie
ziskanych dat a testy su tak presnejSie. Taktiez
pri testovani bezpeCnosti lieCiv je cytotoxicita
jej najdolezitejsSim ukazovatelom. Pre odhalenie
cytotoxicity bol preto vyvinuty cely rad in vitro
cytotoxickych testov (Niles a kol., 2009; Weijia
a kol.,, 2015). Medzi najCastejSie vyuzivané in
vitro testy cytotoxicity patria kolorimetrické
metdody na stanovenie toxicity zmenou sfarbenia
pouzitych reagencii. Nevyhodou tychto metod
je ale nemoznost’ sledovania testovanych buniek
v priebehu experimentu v realnom case. Takéto
klasické testy nam poskytuju iba konecny vysledok,
ale nie je mozné zistit’ i¢inok danej latky na bunky v
jednotlivych ¢asovych bodoch. Tento problém vsak
vyriesil systém xCELLigence RTCA (Real-Time Cell
Analyzer), ktory zaznamendva bunkovu odpoved
v danom ¢asovom intervale pomocou krivky. Testy
na toxicitu su preto neoddelitelnou sucastou vyvoja
novych liekov (Weijia a kol.,, 2015; Ozdemir a
Mustafa, 2014). Ucelom testovania je zistovat
a predchadzat neocCakavanej alebo oneskorenej
liekovej toxicite. Cielom tejto Stidie bolo zistit
potencialne cytotoxické ucinky rastlinnych extraktov
v realnom case pomocou systému xCELLigence a
ich vplyv na metabolickt aktivitu buniek pomocou

kolorimetrického MTT testu.



MATERIAL A METODY

V stadii boli pouzité nasledujuce materidly a
extrakty: etanolovy extrakt katarantu ruzového
(Catharanthus roseus),
lekarskej (Saponaria officinalis), extrakt pupavy
officinale)
pomocou rozpustadla Triton X-100. Extrakty boli

vodny extrakt mydlice

lekéarskej  (Taraxacum pripraveny
nasledne nariedené vodou kratko pred experimentom
na koncentracie 125 mg.l*, 250 mg.l*, 500 mg.I*
21000 mg.1.* Dalsie pouzité materialy a extrakty boli:
bunkova kultara kralic¢ich oblickovych epitelovych
bunieck RK13 (Rabbit Kidney Cells), kompletné
kultivaéné médium (KKM) — 10 % EMEM (Earl’s
Minimal Esential Medium), 3-(4,5-dimetyltiazol-
2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid (MTT, Roche
roztok DMSO
(dimetysulfoxid), Sorensenov glycinovy pufer
(Sigma Aldrich, Nemecko), PBS (fosfatovy pufer),
Synergy HT Biotek (Winooski, VT, USA).
Predmetom $tudie bolo sledovanie uc¢inkov tychto

Applied Science, Nemecko),

extraktov na modelovej bunkovej linii kralic¢ich
oblickovych buniek RKI13.
prebehla v kompletnom médiu na kultivaciu buniek
10 % EMEM (Earl’s Minimal Esential Medium).
Kultivacia prebichala pri teplote 37 °C v atmosfére
s 5 % obsahom CO,, po dobu 3 — 4 dni. Bunkovu
odpoved’ sme sledovali u buniek exponovanych

Kultivacia buniek

rastlinnym extraktom v porovnani s kontrolnymi

bunkami bez oSetrenia.

xCELLigence systém

xCELLigence systém (real-time cell analyser —
RTCA) neinvazivne monitoruje stav buniek v realnom
Case, zmeny vyjadruje v hodnotach bunkového
indexu (Cl) a zaznamendva ich do kriviek (ACEA
Biosciences Inc., 2013; Vondrackova a kol., 2010).
Pre optimalizaciu poctu buniek sme do e-dosti¢iek
pridali najprv 100 pl kultivacného média a v RTCA
analyzatore sme zmerali background. Potom sme k
médiu pridali 50 pl suspenzie buniek. Platnicky sme
vlozili do analyzatora a kultivovali 20 hodin. Ked’
dosiahol CI hodnotu priblizne 1,0 a bunky boli stale

v rastovej faze, pridali sme k nim testované latky (48
hodin). Vysledkami merani st krivky zachytavajuce
vSetky zmeny impedancie buniek v jamke. RTCA
softvér vypocital normalizovany bunkovy index
ako bunkovy index v individualnom case, ktory bol
vydeleny bunkovym indexom v case normalizacie,
t.j. v ¢ase expozicie buniek testovanym latkam (Teng
a kol., 2013).

MTT test

V priebehu analyzy buniek v redlnom case bol
vykonany subezne aj kolorimetricky MTT test. Je to
metoda pouzivana na stanovenie metabolickej aktivity
zivych buniek meranim enzymatickej redukcie Zltej
3-[4,5-dimetylthiazol-2-yl]-2,5-
difenyltetrazolium bromidu (MTT) na purpurovo

tetrazoliovej  soli
sfarbeny formazan, ktory je vo vode nerozpustny
(Mahto a kol.,, 2010). Bunky boli nasadené¢ do
96-jamkovych e-platniciek a oSetrené rovnako ako
pri RTCA analyze. Po 48 hodinovej expozicii buniek
testovanym latkam sme do kazdej jamky pridali PBS
na premytie adherovanych buniek. Nasledne sme
znova pridali médium (90 pl) a 10 ul MTT farbiva v
koncentracii 5 mg.ml* a nechali inkubovat’ 4 hodiny.
Potom sme pridali 100 ul DMSO. Nakoniec sme pridali
12,5 pl Sorensovho glycerinového pufra do kazdej
jamky a hned’ po pridani sme odmerali absorbanciu
pomocou spektrofotometra pri vlnovej dizke 570
nm. Hodnoty namerané spektrofotometricky sme

prepocitali na hodnotu % metabolickej aktivity.

Statistické spracovanie vysledkov

Vysledky boli vyjadrené ako priemerné hodnoty
3 merani. Na S§tatistické spracovanie bol pouzity
program GrafPad Prism 5.0 (2007), jednocestny
Anova test. Hodnota P < 0,05 bola povazovana za
Statisticky vyznamny rozdiel.

VYSLEDKY A DISKUSIA
Zmeny v adherencii, teda aj v proliferacii buniek
boli zaznamenavané xCELLigence systémom pocas

68 hodin. Po priblizne 24 hodinovej kultivacii buniek
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Graf 1: Porovnanie zmien adherencie buniek exponovanych extraktom (48. hod)
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pocas ich rastovej fazy boli vystavené ucinkom
testovanych extraktov pupavy lekarskej, mydlice
lekarskej a katarantu ruzového po dobu 48 hodin. Pre
jednoduchsie porovnanie zmien adherencie buniek
exponovanych odliSnym extraktom boli hodnoty
bunkového indexu prepocitanéna % zmeny adherencie
(vid’ graf 1). Najnizsie koncentracie mydlice 125 a 250
mg.l-1 vyvolali mierny narast prilnutia buniek, a teda
aj narast bunkového indexu oproti kontrolnej vzorke
(100 %). Pri ostatnych sledovanych koncentraciach
doslo k poklesu adherencie buniek. Signifikantny
pokles CI az na hodnoty bliziace sa nule mézeme
sledovat’ u buniek exponovanych extraktom pupavy,
najmé v koncentraciach 1000 mg.1*, 500 mg.l*%, ale
aj 250 mg.I". Tento vysledok méze byt ovplyvneny
rozpustadlom triton X-100, ktoré bolo pouzité na
pripravu extraktu. Rozpustadlo moze posobit’ ako
permeabilizacné cinidlo, ale v zavislosti od davky
a trvania expozicie sa mozu prejavit' aj detergencné
ucinky. Dlh$ia expozicia buniek vyvoldva zmeny
integrity fosfolipidovej membrany buniek (Maire a
kol., 2000).

CI poklesol u buniek osetrenych katarantom
v pripade koncentracii 250 mg.l* a 1000 mg.l*.
Naopak, pri koncentracii 500 mg.I** bola pozorovana
vysSia hodnota CI oproti ostatnym testovanym

koncentraciam, ale aj tato hodnota bola vyrazne nizsia
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oproti kontrole. VSetky sledované extrakty sposobili
Statisticky vyznamné zmeny stavu buniek (P < 0,05).
Z uvedené¢ho vyplyva, Ze nizSie koncentracie
extraktov maju pozitivny (povzbudzujuci) Gc¢inok
a vyssie koncentracie maji prave opacny efekt na
oSetrené bunky — negativny (toxicky).

Stanovenie metabolickej aktivity buniek bolo
vykonané v 48. hodine expozicie buniek rastlinnym
extraktom pupavy, mydlice a katarantu. Hodnoty
boli

pomocou kontrolnych buniek na

namerané  spektrofotometricky nasledne
prepocitané
percento metabolickej aktivity. Graf 2 znazornuje
a porovnava hodnoty metabolickej aktivity buniek
po posobeni jednotlivych extraktov. Z grafického
znazornenia vyplyva, ze metabolickd aktivita bola
v porovnani s kontrolou (100 %) zvySena len po
vystaveni ucinku extraktu piipavy v koncentracii 125
mg.I* a 250 mg.It. Po posobeni vyssich koncentracii
extraktu klesala Zivotaschopnost' buniek. Vysoké
percento metabolickej aktivity prejavili vodné
extrakty mydlice aj etanolové extrakty katarantu v
rovnakych koncentraciach. Avsak so zvySujucou sa
koncentraciou dochadzalo k zniZovaniu metabolickej
aktivity. V pripade katarantu tieto vysledky neboli
uplne jednoznac¢né, nakol’ko prave tu boli v najvyssej
koncentracii (1000 mg.l"") zaznamenané aj vyssie

hodnoty metabolickej aktivity. Tento jav moze



Graf 2: Metabolicka aktivita buniek v 48.hodine expozicie buniek extraktom (%)
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Tab. 1: Percentualne porovnanie vysledkov

koncentracia Katarant
(mg.I") MTT (%) sd RTCA sd
125 77,02 +7,90 47,18 +4,80
250 81,09 +1,65 40,69 +582
500 79,46 +6,58 63,22 + 6,80
1000 86,54 +2.91 30,21 +4.21
koncentracia Mydlica
(mg.I'") MTT (%) sd RTCA sd
125 91,59 +1,69 113,43 +7,65
250 88,62 +1,84 111,53 +7.23
500 87,61 +3,57 72,06 +9,99
1000 76,8 +4,05 36,63 +5.9]
koncentracia Pupava
(mg.I") MTT (%) sd RTCA sd
125 108,63 +4,02 47,75 +8,58
250 102,55 +£2,18 0 +0,45
500 95,1 +6,72 0 +0,45
1000 88,43 +2,19 0 +0,70

+ sd — smerodajna odchylka
MTT - test metabolickej aktivity
RTCA - test stavu buniek v redlnom case




suvisiet’ s rozdielnou pritomnostou obsahovych
latok oproti predoslym rastlinnym extraktom, ktorym
boli bunky vystavené, ked’ze hlavnymi obsahovymi
latkami st vinca alkaloidy. Pritomné vinca alkaloidy
maju vo vSeobecnosti mitoticky inhibi¢ny ucinok
(Cragg a Newman, 2005). Cisté alkaloidy st mélo
rozpustné vo vode a skor sa rozptst'aju v organickych
rozpustadlach (Vétrovska, 2013). Kedze vinca
alkaloidy su lepSie rozpustné v organickych
rozpustadlach (napriklad etanol), vyvolali vysoki
metabolicku aktivitu v bunkach, aj ked’ po dlhsom
posobeni by sme zrejme mohli pozorovat smrt
buniek. Velmi dolezitym faktorom pri realizacii
experimentu bol vyber vhodného typu rozptstadla a
doba jeho pdsobenia.

Tabulka 1 obsahuje vysledky ziskané oboma
meraniami. Ked’ze obe metddy maju odlisné principy,

hodnoty nekoreluji, ale percentudlne vyjadrenie

ulahéilo  vzidjomné porovnanie  dosiahnutych
vysledkov.
Pri hodnoteni adherencie sme zaznamenali

najvyssi pokles oproti kontrolnym bunkam u vSetkych
koncentracii plipavy a narast oproti kontrole u mydlice
(125 2250 mg.1"). Pri hodnoteni metabolickej aktivity
sme zistili narast viability buniek len po oSetreni
extraktom pupavy, zatial' ¢o u vSetkych ostatnych
extraktov doslo k signifikantnému znizeniu viability
(P <0,05).

Pri¢inou namerania takychto nizSich hodnot
metabolickej aktivity mohol byt tiez vplyv pouzitych
rozpustadiel alebo pritomnost’ r6znych obsahovych
latok v danych rastlinach. Niektoré z nich, ako
napriklad saponiny (mydlica lekarska) interaguju
s cholesterolom v bunkovych membranach, a tak
vytvaraju komplexy. Stabilizované komplexy tvoria
pory, ktoré umoziuju priechod vody a inych malych
molekul (Korchowiec a kol., 2015). V sucasnosti
sa preto saponiny pouzivaju aj v terapii rakoviny
na eflux lieCiva a inhibiciu angiogenézy. Taktiez sa
vyznaCuju antimetastatickymi vlastnostami (Sudji,
2015).
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ZAVER

V stcasnej dobe l'udia Coraz viac siahaju po
tradicnych forméch lieCenia, ktoré ponukaji najma
prirodné rastlinné zdroje. Rastlinné extrakty moézu
ovplyviiovat’ organizmus pozitivne — cytoprotektivne,
ale mézu pdsobit’ aj negativne — cytotoxicky, a to
najmé pri pouziti vysokej koncentracie rozpustadla
alebo pripadne pri pouziti nevhodného rozpustadla.
Vzdy musime brat’ do ivahy zamer a spdsob vyuzitia,
pre ktory bude extrakt pripraveny. Extrak¢éné ¢inidlo
zabezpecuje ziskavanie odlisnych alebo aj viacerych
zloziek z extraktu, avSak jeho rezidud moézu ostat’
pritomné v lyofilizovanom extrakte (napr. detergentné
rozpustadld) a po rozpusteni vo vode sa stavaju
opat aktivhymi a nebezpecnymi pre organizmus.
Vd’aka vedeckému badaniu a objavom dokazeme v
sucasnosti vyuzivat' uc¢inné zlozky rastlin nielen na
ochranu a regeneraciu buniek jednotlivych organov,
¢i celého organizmu, ale ich vysSie koncentracie s
preukdzanymi cytotoxickymi ucinkami nachadzaju

uplatnenie pri terapii nadorovych ochoreni.
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ABSTRAKT

Predklinicky
terapeutického ucinku protirakovinovych lieciv

vyskum na  hodnotenie

sa zvyCajne vykonava v dvojrozmernych (2D)
AvS§ak
tie nie su schopné reprodukovat’ vlastnosti

rakovinovych bunkovych kultarach.

pevnych nadorov in vivo, ake aj ich odolnost’
voli terapeutikam. To prispelo k vyvoju novych
trojrozmernych (3D) modelov poskytujtcich
mikroprostredie, ktoré hra vyznamni ulohu pri
progresii nadorov a bunkovej odpovedi na lieky.
Pre optimalizaciu pripravy 3D sféroidov
(z nadorovej linie buniek HT-29) bola pouZita
kvapalna prekryvajuca technika. Nasledne bol
sledovany rast, viabilita, nekr6za a apoptoza
vo sféroidoch. Pre nadorové sféroidy bola

charakteristicka vonkajsia vrstva proliferujucich
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Zivych buniek a stredna zéna pokojovych a
nekrotickych buniek. Pomocou kvantitativnej RT-
PCR bolo zistené, Ze v porovnani s 2D kultirou
tato komplexna Struktira sféroidov meni expresiu
génov. V budicnosti by sa uvedené rozdiely
mohli zohPadnit’ pri vyvoji novych terapeutik v
predklinickych $tadiach lie¢by rakoviny. Dalej sa
testovali polymérne micely pripravené z amfifilnej
kyseliny hyalurénovej (HA) modifikovanej
kratkou (C6) a dlhou (C18:1) mastnou kyselinou.
Pomocou kolorimetrickej metédy MTT bola
stanovena ich toxicita v 2D a 3D kulture. V
porovnani s HAC6 mnosicom bol vyhodnejsi
nosi¢ HAC18:1, pretoZe mal vysSiu toxicitu voci
nadorovym bunkam oproti zdravym, ¢o znamena,
Ze moZe zvySovat’ protinadorovy uc¢inok pouzitého
lieCiva a zlepSovat® jeho aplikaciu. Nasledne

boli tieto polymérne micely naplnené farbivami



kurkuminom (CUR) a nilskou modrou (NB) a boli
vyuZité ako fluorescen¢né sondy na monitorovanie
prestupu v 2D a 3D kultidre. Analyza sa vykonala
histologickymi rezmi, konfokalnou mikroskopiou
a prietokovou cytometriou. Prestup znacenych
nosi¢ov do sféroidov bol koncentracne a c¢asovo
zavisly. Vyhodou je, Ze pouZzité nosi¢e penetrovali
aj do hypoxickych oblasti sféroidu za pomerne
kratky cas, predlZzovali dobu zotrvania lie¢iva v
bunkach a vyznacovali sa nezavislym prestupom
CD44
testovanych polymérnych nosi¢ov vo sféroide

cez receptor. Prijem a distribucia

moZe tak predurcovat’ ich spravanie v pritomnosti
nadorov in vivo.

KrPiacové slova: 3D Kkultivacia; kyselina
hyaluronova; nanonosi¢; rakovina; transport
lieciva
ABSTRACT

Preclinical research evaluating the therapeutic
effect of anticancer drugs is typically performed
in two-dimensional (2D) cancer cell cultures.
However, it is unable to reproduce the properties
of solid tumors in vivo as well as its resistance to
the drugs. This has lead to the development of
new three-dimensional (3D) models providing
microenviroment that play a significant role in
tumor progression and cellular response to the
drugs.

To optimize the preparation of 3D spheroids
(from the tumor cell line HT-29) a liquid overlay
technique has been used. Subsequently growth,
viability, necrosis and apoptosis in the spheroids
were observed. They were characterized by the
outer layer of proliferating living cells and the
middle zone of resting and necrotic cells. By
quantitative RT-PCR we found that compared to
2D culture, this complex structure of the spheroid
alters the genes expression. In the future, these
differences could lead to the consideration of using

them in the development of new therapeutics in
preclinical studies of the cancer treatment. Then
the polymeric micelles prepared from amphiphilic
hyaluronic acid (HA) modified with short (C6)
and long (C18:1) fatty acid were tested. By the
MTT method, their toxicity in 2D and 3D culture
was determined. Compared to the HAC6 carrier,
the HAC18:1 carrier was more preferable because
of higher toxicity on tumor cells compared to the
healthy cells. It means that it can increase the
antitumor effect of the used drug and also improve
its application. Subsequently, these polymeric
micelles were loaded with the Curcumin (CUR)
together with the Nile blue (NB) and they were used
as the fluorescent probes to monitor transmission
in 2D and 3D cultures. The analysis was performed
by histological sections, confocal microscopy and
flow cytometry. Transfer of nanocarriers to the
spheroids was concentration and time dependent.
The advantage is that the carriers penetrated into
the hypoxic regions of the spheroid in a relatively
shorttime, prolonged the duration of the drugin the
cells and were also characterized by independent
transmission through the CD44 receptor. Thus,
the uptake and distribution of polymeric carriers
in the spheroid can predetermine their behavior in
the presence of tumors in vivo.

Key words: cancer; 3D cultivation; drug
delivery; hyaluronic acid (HA); nanocarrier

UVOD

Predklinické modely rakoviny, ktoré pred-
povedaju vysledky klinickej lie¢by, su nalichavo
potrebné pri v€asnom vyvoji protirakovinovych
liekov. V sucasnosti sa vynakladad velké usilie na
rozvoj rafinovanych predklinickych modelov na
preklenutie medzery medzi modelmi in vitro a in vivo
(Zanoni a kol., 2016). Model sféroidov je zalozeny
na fyziologickom sposobe kultivacie buniek v ich
prirodzenom 3D stave, kde bunky agreguji na

vytvorenie viacbunkovych gulovitych Struktar. V
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porovnani s 2D bunkovou kultirou st 3D sféroidy
schopné presne napodobnit’ niektoré znaky tuhych
nadorov, ako je ich priestorova Struktura, kinetika
rastu, fyziologické odpovede, bunkova signalizacia,
génova expresia a mechanizmy rezistencie voci
lieckom (Costa a kol., 2016).

Zaroven je pozornost’
ktoré¢ boli
biodistribucie liekov proti rakovine pre optimalnu

zamerana na vyvoj
nanocastic, navrhnuté na zlepSenie
velkost a povrchové charakteristiky, schopnost
hydrofébnych
terapeutickych

lieCiv  vo
ich
cirkulaéného ¢asu v krvnom rieCisku (Ulbrich a

zvySovat’ rozpustnost’

vode, zvySenie indexov a
kol., 2016). St schopné selektivne transportovat
ucinné liecivda do rakovinovych buniek vyuzitim
zmenenej patofyziologie nadorov, ako je ich
zvySena permeabilita a retenény ucinok (EPR)
(pasivne zacielenie), alebo aktivneho zacielenia
pouzivajuceho ligandy alebo protilatky namierené
proti vybranym nadorovym cielom. Rozne formy
HA su dnes Studované pre cielené podavanie liekov
proti rakovine, a to hlavne kvoli Specifickej vizbe
HA na CD44 receptor, ktory je vysoko exprimovany
na povrchu rakovinovych buniek v porovnani s
normalnymi bunkami, jej biologickej odburatel'nosti
a biokompatibilite (Huang a kol., 2018). Vzhl'adom
na pritomnost viacerych funkénych skupin na
HA Struktire bolo mozné chemicky konjugovat
rozne protinadorové lieCiva za ucelom produkcie
micelarnych systémov, ktorych prijem a distribucia je
v nasej $tadii testovana na inovativnych 3D modeloch

nadorovych sféroidov.
MATERIAL A METODY

Bunkové linie

V stadii bola pouzita HT-29 (ATCC®) nadorova
linia buniek izolovana z hrubého creva cloveka
s ochorenim kolorektdlného adenokarcindému
kultivovana v McCoy’s médiu a NHDF (ATCC®)
linia normalneho T'udského dermalneho fibroblastu
izolovana z koze tvare ¢loveka kultivovana v DMEM
médiu. Pre overenie zapojenia molekuly CD44 do
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mechanizmu prijmu HA bola nadorova bunkova
linia HT-29 zaslana firme Cellecta, kde bol do
buniek vlozeny lentivirusovy vektor exprimujuci
po pridani vybraného antibiotika (v nasom pripade
doxycyklinu) kratku vlasenku RNA (shRNA), ktora
sa viaze na cielovy mRNA transkript, a tak zabranuje
jeho prekladu do podoby proteinu. Tymto spdsobom
je v danej bunkovej populacii inducibilne dosiahnuté
znizenie expresie pozadovaného proteinu minimalne
0 70 %. Tato linia je d’alej v texte zna¢ena ako HT-29
SH.

Priprava sféroidov

V s§tadii bola pouzitd kvapalna prekryvajica
technika s antiadhezivnym agar6zovym gélom (1,5
% roztok agarozy vo fosfaitovom tlmivom roztoku
(PBS), na kazda jamku 70 pl, 15 min tuhnutie). Do
jamiek s agar6zou bolo pridané kultivacné médium
a bol vypocitany objem bunkovej suspenzie pre
zalozenie sféroidu. Rast sféroidov a nekrdza jadra
boli pozorované¢ fluorescenénym mikroskopom
(Nikon ECLIPSE Ti). Rast sféroidov bol vyhodnoteny
meranim plochy sféroidov pomocou programu NIS-
Elements. Pre véc¢sinu nasledujucich pokusov boli
pouzité sféroidy s nasadzovacou koncentraciou 5000
a 50 000 buniek kultivovanych po dobu 48 — 72 hodin.

Sledovanie viability, nekrézy a apoptézy buniek v
sféroide

Farbenie viabilnych a mftvych buniek bolo
uskuto¢nené pomocou 50 pl roztoku Calcein AM (1
plml®) (A _ 490 nm, L _ 515 nm) a 50 ul roztoku
propidium jodid (PI) (1 pl.ml*) (A, 535 nm, A, 617
nm). Inkubacia pri 37 °C trvala 15 mintt. Nekroza
jadra bola sledovana fluorescen¢nym mikroskopom.

Podl'a navodu k ApoFlowEx® FITC kit (Exbio)
bola
jednotlivé bunky (5 min) pridanim 50 pl Accutase

uskuto¢nend desintegracia sféroidov na
(I.T.A. — Intertact s.r.o., San Diego) do kazdej jamky.
Bunkova suspenzia bola nariedena pomocou média
na 500 pul a centrifugovala sa (1500 rpm, 5 min, 22
°C) na centrifige Eppendorf® Minispin® C3361

(SIGMA). Meranie sa uskutocnilo na prietokovom



cytometri NovoCyte® (ACEA Biosciences) pri
vlnovych dizkach 488 nm pre excitaciu Ziarenia, pri
vinovych dizkach 525 nm pre emisiu Ziarenia (kanal
FITC) a 617 nm (kanal PI).

Stanovenie expresie CD44 a vaskuliarneho
endotelového rastového faktora (VEGFA) (2D vs
3D)

V préci boli pouzité linie: HT-29, HT-29 SH a HT-
29 SH+DOXY kultivované v McCoy’s médiu a HT-
29+DOXY kultivované v McCoy’s médiu, do ktoré-
ho bol este pridany doxycyklin (1ul/1ml). Izolacia
RNA bola uskuto¢nend podl'a navodu v RNeasy®
Mini Kit (50) (Qiagen) a nésledne bola pouzitd
automatizovana izolacia pomocou pristroja QIAcube
(Qiagen).

Na syntézu cDNA bolo pouzité vypocitané
mnozstvo celkovej RNA, doplnené ultra cistou
sterilnou vodou oSetrenou dietyl pyrokarbonatom
(DEPC), a mastermix pripraveny z reagencii High-
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied
Biosystems). Po centrifugacii boli vzorky vlozené do
termocykléra (Termocycler Biometra Tone). Reak¢éna
zmes bola pripravena z mastermixu (TagMan™
Fast Advanced Master Mix, Applied Biosystems)
a sondy (TagMan Gene expression Assay, Applied
Biosystems). Meranie
pristroja StepOnePlus™ Real-Time PCR Systems.

sa uskuto¢nilo pomocou

Stanovenie viability buniek

Derivaty kyseliny hyaluronovej HAC18:1 aHAC6
boli rozpustené v RPMI médiu v koncentraciach 500,
200, 100 a 10 pg.ml?. Stanovenie sa uskutocnilo
pomocou kolorimetrickej metddy MTT na liniach
HT-29 a NHDF. Na pripravu solubiliza¢ného roztoku
bolo potrebné zmiesat” izopropyl alkohol (IPA) a
dimetyl sulfoxid (DMSO) v pomere 1:1. K tejto
zmesi bola pridana 37 % HCI a surfaktant Triton
X-100. Absorbancia sa merala na multifunkénom
spektroskope EnSight (Perkin Elmer) pri vlnovej
dizke 570 nm a 690 nm (pozadie). Dalie dni sa
merala postupne viabilita buniek pomocou MTT pre
cas T24, T48, T72.

Test toxicity sféroidov

Na tento test sa pouzivali sféroidy tvorené
bunkami bunkovej linie HT-29 v pocte 5000 a 50 000
buniek. Rast sféroidov bol foteny fluorescenénym
mikroskopom v priechodzom svetle pred a po
ovplyvneni testovanymi latkami HAC18:1 a HAC6
rozpustenymi v McCoy’s médiu. Vyhodnocovala sa
velkost’ plochy sféroidov v jednotlivych ¢asoch.
Prietokova cytometria — prestup znacenych
nosicov 2D

Pouzité vzorky HAC6-NB + CUR (0,48 % CUR)
aHACI18:1-NB + CUR (0,62 % CUR): 0,25 mg.ml*;
CUR (zasobny roztok v DMSO 5 mg.ml™): 5 pl.ml*
a nilska modra (NB) (z&sobny roztok v DMSO 1
mg.ml?): 0,05 pl.ml? boli rozpustené v McCoy’s
médiu. Vstup bol zaznamenavany v ¢ase 0 — 30 minut
konfokalnym mikroskopom (Leica TCS SP8 X) pri
fluorescencii nilskej modrej (Ex/Em 628/660 nm,
kanal APC) a kurkuminu (Ex/Em 488/530 nm, kanal
FITC).

Prestup znacenych nosic¢ov 3D

Koncentracie nosi¢ov: 1 mg.ml! a 5 mg.ml?,
kontroly — iba Cisté bezsérové médium, nasledne
prebehla priprava histologickych preparatov a
sledovanie konfokalnym mikroskopom.

Priprava histologickych preparatov

Nefixované sféroidy boli premyté pomocou PBS
a zaliate zalievacim médiom CRYOMOUNT. Formy
boli zmrazené (— 20 °C) a preparaty boli narezané
na velkost’ rezu 5 nm s naslednym prichytenim na
podlozné sklicka.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Pri sledovani rastu sféroidov s rdéznymi
koncentraciami buniek (vid’ graf 1) bola rychlost rastu
mensich sféroidov vysSia ako u vacSich sféroidov,
¢o uvadza aj Gong (2015) vo svojej stadii. Mozeme
to vysvetlit obmedzenou diftiziou zivin a kyslika

do ich stredu, aj kvoli silnejsim medzibunkovym

25



Graf 1: Rast sféroidov
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Obr. 1: Nekréza jadra sféroidov

interakciam. Sledovanie sa uskuto¢iovalo do 11 dna,
pretoze vécsia Cast’ uz bola nekroticka. Pre dalSie
pokusy sa pracovalo so sféroidmi s hustotou buniek
5000 a 50 000 ako priklad malého a vel'kého sféroidu.
(2014) vo
potvrdzuje, Ze zatial ¢o bunky v 2D kultire st

Edmondson svojom  vyskume
vacsinou proliferujiuce, bunky v 3D kultarach su
zvyc€ajne zmesou buniek v réznych stadiach. Viabilita
buniek klesala so zvySujucou sa velkostou sféroidu
(vid’ obr. 1). Viabilné bunky sa vyznacuju zelenou
fluorescenciou (Calcein AM) a nekrotické — Cervena
fluorescencia (PI). Po 7 dni su zivé bunky rozlozené
vo vonkajsich vrstvach a mitve bunky v strednych
zonach sféroidu. Vysokl mieru zivych proliferujucich
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buniek moézeme vysvetlit' ich 'ah$§im pristupom ku
kysliku a zivinam, oproti tomu ich nedostatok vedie
k pokojovému alebo nekrotickému stavu buniek v
strednej zone.

Pomocou prietokovej cytometrie umoznila
kombinacia Annexinu V a PI oddelit od seba 3
populacie buniek: zivé, v€asne apoptické a neskoro
apoptické az nekrotické (vid’ graf2). Zivotaschopnost’
buniek teda klesala v priebehu ¢asu (48 hod. — 7 dni)
a apoptdza sa pocas predizenej kultivacie naopak
zvysila, ¢o sa zhoduje aj s vizualnym sledovanim
sféroidov v Case. Pre d’alSie experimenty sme preto
pracovali so sféroidmi kultivovanymi po dobu

maximalne 72 hodin.



Graf 2: Apoptéza sféroidov
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Struktara sféroidov ovplyvnuje signalnu transdukciu
a nakoniec meni bunkovi fenotypovli expresiu
a spravanie buniek. Vzor génovej expresie vo
sféroidoch je porovnatelny s tym, ktory sa pozoroval
v tuhych nadoroch in vivo (Gosh a kol., 2005). Preto
sa kvantifikovala a porovnavala expresia vybranych
génov — CD44 a VEGFA (vid’ graf 3) v 2D aj 3D
kultire roznych bunkovych linii. Receptor CD44 je
nadmerne exprimovany v mnohych bunkach pevnych

nadorov a podiel’a sa na rakovinovych metastazach.

vacsiu expresiu CD44 v porovnani s 2D kultarou.
Potvrdilo sa, ze sféroidy linie HT-29 SH + DOXY
(so znizenou CD44) CD44 neexprimovali. Dalej v
dosledku hypoxie moze byt indukovany angiogénny
faktor VEGF-A, ktory je dolezity pri iniciovani
angiogenézy. Sférické bunky exprimovali vysoké
hladiny VEGF-A v porovnani s monovrstvou.
Predchadzajicimi vysledkami sa potvrdilo, Ze
sféroidy maji mnoho vlastnosti tuhych nadorov

a mozu sluzit ako modelové systémy na Studium
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Graf 4: Aktivacia/ inhibicia NHDF a HT-29
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prestupu lieciv a ich nosi¢ov do nadorov. V tejto
studii boli testované nosicové systémy, ktorymi boli
polymérne micely pripravené z amfifilnej kyseliny
hyalurénovej modifikovanej kratkou (hexanovou —
C6) a dlhou (olejovou — C18:1) mastnou kyselinou.
Nesporova (2016) vo svojej stadii uvadza, ze HAC6
derivat sam o sebe nema vplyv na zivotaschopnost’
buniek, pricom pri derivaite HACI18:1 uz boli
preukazané antiproliferativne uc¢inky v niekolkych
bunkovych linidch hrubého creva. To sa Ciastocne
zhoduje aj s nasimi vysledkami (vid’ graf4). Vysledky
su uvedené ako percento aktivacie (kladné hodnoty),
alebo inhibicie (zdporné hodnoty) zivotaschopnosti
v porovnani s neovplyvnenymi bunkami (kontrolou
— hodnota 0), pricom viac ako — 20 % predstavuje
toxicky ucinok, ktory bol selektivnejsi pri bunkach
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HT-29 hlavne po ovplyvneni derivatom HACI1S:1,
kde je mozné vidiet aj koncentracnii zavislost.
Naopak, na bunkach NHDF inhibicia rastu nebola
vyrazna. Vacsie odchylky mozu byt vysvetlené tym,
ze fibroblasty st bunky primarne, ¢o vedie k znacnej
variabilite vo vysledkoch.

3D sféroidnad kultira bola menej citliva oproti
2D kulture, pretoze bolo potrebné pouzit' 10x vyssiu
koncentraciu derivatov HA pre sledovanie toxického
efektu (vid’ graf 5). Rast sféroidov s poctom buniek
5000 bol inhibovany hned’ na zaciatku u derivatu
HACI18:1 oproti kontrole, ktora svoju plochu timerne
zvacSovala, avSak neskor nemali pouzité derivaty HA
na rast sféroidov az taky vplyv. Naopak, u sféroidov s
poctom buniek 50 000 bola tato zmena vyraznejSia a
vidime, ze hlavne derivat HAC18:1 spdsobil inhibiciu



Graf 5: Toxicita sféroidov
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Graf 6: Prestup zna¢enych nosi¢ov 2D (FCM)
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ze pocas doby sledovania nebolo menené kultivacné  bunkovym liniam, ale jeho nerozpustnost’ vo vode a

medium. nestabilita sposobuji nizku biologicki dostupnost’.
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Obr. 2: Prestup znacenych nosi¢ov 2D

HAC6-NB + CUR HAC18:1-NB + CUR

Obr. 3: Prestup znacenych nosi¢ov do sféroidov — HT-29

5 mg.mi?

CTRL

HACE-NB-CUR

HAC18:1-NB~CLIR

5 mg.ml?

CTRL

HACG-NB+CLIR

NB+CUR

18:1

HAC

1 hod., HT-29 - 5000 b 24 hod., HT-29- 5000 b
CUR NB Prekryv CUR NB

Prekryv




Obr. 4: Prestup znacenych nosicov do sféroidov - HT-29 SH + DOXY
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Stratégiou na zlepSenie jeho aplikacie méze byt prave
zapuzdrenie kurkuminu v polymérnych micelach,
ktoré boli v nasom pripade zat'azené CUR. Spolo¢ne
s NB a sondou znaciacou kyselinu hyalurénova
boli vyuzité tiez ako fluorescencné sondy na
monitorovanie prestupu v 2D (vid’ graf 6 a obr. 2) a
3D kultare (vid obr. 3 a 4). Bunky, ktoré boli
ovplyvnené CUR a NB bez nosicov do buniek sice
difundovali, ale nasledne boli z nich exportované, na
rozdiel od nosic¢ov, u ktorych bola akumulacia CUR
a NB pocas doby sledovania pomerne konstantna.
Prestup sa vyznacoval rychlou akumulaciou (0,5 — 3
hod.) (vid’ graf 6). Pomocou konfokalnej laserovej
skenovacej mikroskopie bol nafoteny prestup nosi¢ov
v Case 0 — 30 min. Akumulacia znacenych miciel
v cytosole buniek bola zobrazena modrou (CUR)
a Cervenou (NB) fluorescenciou, ktora sa v case
stuptiovala. Koreluje to aj s vysledkami z prietokovej

cytometrie, kedy sa taktiez nosice rychlo akumulovali
v bunkéch do 30 min a v d’al$ich ¢asoch uz mnozstvo
zostavalo konstantné.

Prestup znaCenych nosi¢ov do sféroidov bol
koncentracne zavisly. Najprv sa pracovalo s
koncentraciou testovanych nosi¢ov 1 mg.ml?, no tato
koncentracia nebola postacujuca pre vizualizaciu.
Preto sme pouzili vys$§iu koncentraciu — 5 mg.ml?
a pozorovali absorpciu miciel po 1 a 24 hod (vid’
obr. 3). Absorpcia miciel bola znazornend vyraznou
fluorescenciou (zelena — CUR, cervena — NB) oproti
kontrole. Pri vac¢sich sféroidoch bol transport CUR a
NB vyraznejsi po 1 hod s nosicom HAC18:1 hlavne
na periférii, pricom po 24 hod nosice prestupovali
do celého sféroidu, ale pri vicsSich sféroidoch je
fluorescencia pre NB v strednych zonach menej
vyrazna. Pri mensich sféroidoch bola intenzita

fluorescencie taktiez vyraznejSia po 24 hod. Medzi
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nosi¢mi HAC6 a HAC18:1 nebol pozorovany rozdiel.
Zatial' ¢o absorpcia v 2D kultare bola relativne
rychlym procesom (vid’ graf 5), difuzia v celom 3D
sféroide bola pomalSia. Rozdiely medzi transportnou
ucinnostou HAC6-NB + CUR a HACIS:1-NB
+ CUR mozno vysvetlit odliSnou velkostou a
polydisperzitou miciel (Nesporova a kol., 2016).

De Kruijff (2018) vo svojej Stadii zistil, Ze asi po
4 dioch polymérne nanonosic¢e difundovali takmer
v celom sféroide a po 7 dnoch bola distribicia
uplne homogénna, pricom mechanizmus, ktorym
polyméry difundovali sféroidom, bol pravdepodobne
bol
pozorovany prestup aj do hlbsich vrstiev uz po 24

transcelularny  transport. V  naSej Stadii
hod, ¢o moéze byt spdsobené mensou velkostou
miciel. RovnomernejSie rozlozenie pozorované v
nasich sféroidoch naznacuje, ze micely su schopné
prechadzat’ aj hypoxickymi oblastami.

Wickens (2017) vo svojej Stadii uvadza, ze micely
vyuzivaju hlavne interakciu HA s receptormi CD44
na vstup do cytosolu prostrednictvom endocytozy
sprostredkovanej receptorom. To je vSak v rozpore
s naSim zistenim, pretoze pri sféroidoch bunkovej
linie HT-29 SH + DOXY (so znizenou CD44 —
bolo predtym overené, vid graf 3) znacené nosice
penetrovali do stredu taktiez (vid’ obr. 4) a mdézeme
skonStatovat’, Ze prestup testovanych nosicov do

sféroidov nebol zavisly na receptoroch CD44.

ZAVER

Touto Sstadiou bolo potvrdené, ze bunky v
3D kultivatnom prostredi sa lisSia morfologicky
a fyziologicky od buniek v prostredi 2D kultiry.
Zistili sme, Ze sféroidy maji mnoho vlastnosti
tuhych nadorov in vivo a mézu poskytnut’ typické
bunkové mikroprostredie. Je pre nich charakteristic-
ka vonkajSia vrstva proliferujiicich Zivych buniek
a stredna zéna pokojovych a nekrotickych buniek,
ktoré moézu obmedzovat ucinnu difuziu latok.
Taktiez bolo zistené, ze v porovnani s 2D kultarou
komplexna §truktira sféroidov meni expresiu génov.

Uvedené rozdiely by mohli viest’ k zohl'adneniu pri

32

vyvoji novych terapeutik v predklinickych stadiach
liecby rakoviny. Zaroven sa nam tymito zisteniami
podarilo potvrdit, ze sféroidy moézu slazit ako
modelové systémy na Stadium prestupu lieCiv
a ich nosicov do nadorov. V naSej Stadii sme sa
zamerali na polymérne micely na baze HA, pricom
modzeme povedat’, Zze v porovnani s HAC6 nosicom
je vyhodnejsi nosi¢ HACI18:1, pretoze ma vyssiu
toxicitu na nadorové bunky oproti zdravym a moze
tak zvySovat protinadorovy ucinok pouzitého lieciva.
Taktiez bola 3D sféroidna kultira odolnejsia voci
derivatom oproti 2D kultare, ¢o je podobné s nadormi
in vivo, ktoré vykazuju Castu rezistenciu na lieciva.
Dalsou vyhodou je, Ze pouzité nosi¢e penetruju aj do
hypoxickych oblasti sféroidu za pomerne kratky Cas
oproti udajom v literatare, predlzuju dobu zotrvania
lieciva v bunkdch a vyznaCuji sa nezavislym
prestupom cez CD44 receptor. Prijem a distribucia
testovanych polymérnych nosicov vo sféroide moze
tak predurcovat’ ich spravanie v pritomnosti nadorov
in vivo. V budtcnosti by ako d’alsou moznostou
vyskumu mohlo byt zistenie mechanizmu vstupu do
buniek, ktory lepsSie odhali i mechanizmus prestupu

do sféroidov.
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ABSTRAKT

Silypbum marianum (Asteraceae) je jednoro¢na
alebo dvojro¢na bylina, ktora dorasta do vysky
30 — 200 cm. Rastlina pochadza z hor Stredomoria
a jej plody s obsahom silymarinového komplexu
niekol’ko

Okrem hepatoprotektivnych

sa vyuzZivaju vo fytoterapii uz

stoviek rokov.
a antioxidacnych vlastnosti boli dokazané aj
jeho imunomodula¢né a protinddorové ucinky.
Moderné vedecké timy skiimaji jeho ucinok pri
terapii napr. parazitarnych ochoreni, diabetu,
Alzheimerovej choroby, Parkinsonovej choroby
Ciel'om tohto

prehladového c¢lanku je opisat’ antioxida¢né

¢i dermatologickych tazkosti.

vlastnosti silymarinu v pripade intoxikacie

roznymi latkami chemického povodu.
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ABSTRACT

Silybum marianum (Asteraceae) is an annual or
biennial plant that grows to a height of 30 — 200
cm. The plant comes from the mountains of the
Mediterranean. Milk thistle has been used for
hundreds of years by herbalists and contains a
silymarin complex — a mixture of flavonolignans.
Besides hepatoprotective and antioxidant effects
of silymarin, immunomodulatory and anticancer
properties were also demonstrated. Modern
scientific teams study the effects of silymarin
in therapy of e. g. parasitic diseases, diabetes,
Parkinson’s disease or

Alzheimer’s disease,

dermatological disorders. This article summarizes



Obr. 1: Struktiirne vzorce hlavnych obsahovych litok silymarinového komplexu,
hlavnej u¢innej zlozKy rastliny Silybum marianum (L.).
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antioxidant properties of silymarin in case of
intoxication by different chemical drugs.
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UVOD

Plody ostropestreca marianskeho  (Silybum

marianum, L.) sa pouzivaji uz vySe 2000 rokov
na liecbu chordb pecene, zZlénika a na prevenciu
pri otravach chemickymi a prirodnymi toxinmi
(ustipnutia hadmi, poStipania hmyzom,

Theoprastus (4.

otravy
hubami, pripadne alkoholom).
storoCie pred Kristom) bol pravdepodobne prvy,

ktory opisal tato rastlinu pod nazvom ,,Pternix*“ a

neskor ju spomenuli aj Dioskurides s Pliniom v praci
,Materia Medica* (1. storoCie po Kristovi). Uz od
stredoveku sa poznatky o tejto rastline objavovali
v mnohych vyznamnych medicinskych herbariach,
ktoré napisali napr. Hildegarda von Bingen (1098 —
1179), Hyeronymus Bock (1593), Jacobus Theodorus
(1664), Mattioli (1626), Valentini (1719) a Von Haller
(1755) (Morazzoni a Bombardelli, 1995).

ZloZenie a vlastnosti Silybum marianum

Hlavna zlozka Silybum marianum je silymarin
— S$tandardizovany extrakt ziskany zo semien,
ktory obsahuje priblizne 70 — 80 % silymarinovych
flavonolignanov a priblizne 20 — 30 % chemicky
nedefinovanych frakcii,

najmid polyfenolovych

zloziek. Hlavna zlozka silymarinového komplexu
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je silybin (niektori autori uvadzaji nazov
silybinin). Okrem silybinu, ktory je zmesou dvoch
diastereoizomérov A a B (cca v pomere 1:1), je
silymarinovy komplex tvoreny zna¢nym mnozstvom
inych flavanolignanov — izosilybin, dehydrosilybin,
silychristin, silydianin a flavonoidmi, hlavne
taxifolinom (vid’ obr. 1). Bielokvitnica odroda S.
marianum obsahuje naviac 3-deoxyflavanolignany
silandrin, silymonin, silyhermin a neosilyhermin A a
B (Gazak a kol., 2007).

Nakol’ko silymarin je len obmedzene rozpustny vo
vode, ihned’ po podani sa absorbuje zo zaltidka (Kour
a Agarwal, 2007). Celkova biologickd dostupnost
silymarinu moéze byt’ zvySena vytvorenim komplexu
s fosfatidylcholinom (Barzaghi a kol., 1990) alebo
B-cyklodextrinom (Arcari a kol., 1992), pripadne
pouzitim kapsul ako obalového materialu. Vo vode
malo rozpustné flavonoidné molekuly sa moézu
prekonvertovat’ na molekulové komplexy rozpustné
v lipidoch — fytozémy (Kidd a Head, 2003).

Proces separacie silymarinového komplexu zo
semien spociva v ich lisovani za vzniku suchych
extraktov s obsahom ucinnej latky a oleja ako
odpadového materidlu s minimalnym mnozstvom
ucinnej latky. Nakolko sa silymarin tazko rozpusta
vo vode, vodné vyluhy zo semien tejto rastliny
obsahuju mensie mnozstvo ucinnej latky.

V Slovenskej republike je v sucasnosti (maj
liek s

silymarin. Liek je viazany na lekarsky predpis a

2019) kategorizovany jeden lie¢ivom
je preskripne obmedzeny (moéze ho predpisat
iba psychiater, onkoldg, nefrolog, interny lekar,
infektolog, hepatolog, gastroenterolog, geriater,
diabetolog a klinicky farmakolog). Jedna obalena
tableta obsahuje 240,0 mg suchého extraktu z plodu
ostropestreca marianskeho a odporucané davkovanie
sa uvadza 1 az 2 tablety denne. LieCivo sa zarad’uje
do farmakoterapeutickej skupiny lie¢iv na zlcové
cesty a pecen, hepatoprotektiv, lipotropnych lieciv s
ATC kodom (Anatomicko-Terapeuticko-Chemicky
systém): AOSBA03 (SUKL — Statny ustav pre

kontrolu lie¢iv).
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Antioxida¢né ucinky silymarinu
Silymarin sa zcastiiuje antioxidac¢nej ochrany
réznymi spOsobmi; priamo degradaciou volnych

radikalov, inhibiciou  Specifickych  enzymov

zodpovednych za tvorbu volnych radikdlov,

ziCastiiujic sa na zachovani optimalnej redoxnej

hladiny v bunke aktiviciou Sirokého spektra
antioxidacnych  enzymov ~a  neenzymovych
antioxidantov, hlavne pomocou transkripénych

faktorov (Nrf2 — erythroid 2-related factor 2, NF-xB
— nuklearny faktor kappa B) a nakoniec aktivaciou
vitagénov zodpovednych za syntézu protektivnych
molekul, zahfnajuc HSP (napr. HO-1 — heme
oxygenase), tioredoxin (Trx), sirtuin, atd’. (Surai a
Dvorska, 2005).

Antioxida¢né vlastnosti silymarinu a silybinu,
spoCivajuce v degradacii volnych radikalov, dokazu
obnovit' endogénne antioxidacné enzymy (napr.
superoxid dismutazu — SOD, katalazu — CAT,
glutation peroxidazu — GSH-Px) a neenzymatické
antioxidanty (vitamin E, C) v peceni, znizit lipidova a
proteinova oxidaciu, fragmentaciu DNA a apoptozu,
redukovat’ sekréciu ALT (alaninaminotransferaza),
AST (aspartataminotransferaza), ALP (alkalicka
fosfataza) z pecene do plazmy pocas posSkodeni
pecene zapricinenymi ROS (reaktivne formy kyslika),
st schopné obnovit’ Nrf2 a HO-1 aktivitu, znizit
koncentraciu prozapalovych cytokinov, vratane TNF
(faktor nekrotizujici tumor). Je pravdepodobné,
ze pouzitie silymarinu/silybinu je ucinnejSie pred
alebo tesne po intoxikacii ako v pripade chronickych
ochoreni pecene (Mateen a kol., 2013).

V peceni dochadza k biotransformacii toxinov
pochadzajicich z jedla, pripadne z chemickych
latok. Toxiny, ktoré su absorbované z intestinalneho
traktu, prechadzaju najprv peceiiou, kde dochadza k
ich premene (Ingawale a kol., 2014). Mnohé toxiny
boli pouzité v testovaniach na dokaz antioxidacnych
ochrannych vlastnosti silymarinu. Tieto skusky st
vel'mi dolezité, pretoze silymarin sa v klinickej praxi
pouziva primarne na ochranu, podporu a regeneraciu
pecene (Soria a kol.,, 2010; Muthumani a Prabu,
2012).



Arzén

Arzénom vyvoland intoxikacia sa spaja so
zvySenim produkcie ROS so zvySenim lipidovej
peroxidacie, karbonylacie proteinov, s oxidaciou
DNA a s prerusenim bunkového cyklu, ¢o vedie
k apoptéze bunky (Rashid a kol., 2013). Arzén
znizuje U¢inok antioxida¢nych enzymov (SOD,
CAT, GSH-Px,
a neenzymatickych antioxidantov (GSH, vitamin

glukoza-6-fosfatdehydrogendza)

C, E) v peCeni a srdci potkanov a znizuje G¢inok
Nrf2 a HO-1 v srdci (Muthumani a Prabu, 2014).
Podobne boli opisané arzénom indukované zmeny v
oblickach potkanov, znizenie ucinku antioxida¢nych
enzymov (SOD, CAT, GSH-Px, atd’.), GSH, kyseliny
askorbovej a vitaminu E a zvysenie TBARS
(thiobarbituric acid reactive substances), peroxidacie
lipidov, karbonylacie proteinov a zvySena expresia
NAD(P)H oxidazy (nikotinamid adenin dinukleotid
fosfat oxidaza), iNOS (indukovand syntidza oxidu
dusnatého) a NF-«xB. Silybin v davke (5075 mg/kg z.
hm.) vyznamne prispieva k udrzaniu antioxidacného
ucinku antioxida¢nych enzymov a neenzymatickych
antioxidantov u potkanov intoxikovanych arzénom.
Vsetky tieto zmeny boli sprevadzané zniZenim
DNA
pozorovani v peCeni (Soria a kol., 2010; Muthumani
a Prabu, 2012).

poskodenia pocas  histopatologickych

Tetrachlormetéan

Tetrachlormetan (CCl,) patri medzi hepatotoxiny a
niekol’kymi spdsobmi oxida¢ne posobi na hepatocyty.
Metabolizmus CCl, prebieha pomocou enzymu
CYP2E1 na vysoko reaktivne ROS (Manibusan a kol.,
2007). CCl, vo vzorkach pecene potkanov inhibuje
antioxidacné enzymy (SOD, GSH-Px a CAT) a GSH
a znizuje sekréciu ALT, AST a ALP. Prakticky vSetky
zvySujuce sa indexy oxida¢ného stresu sposobené
CCl, boli obnovené na povodnt fyziologickt hladinu
po liecbe silymarinom v davke 25 — 100 mg/kg z. hm.
(Abbas a kol., 2014; Krishnapa a kol., 2014).

Mykotoxiny
Niektoré mykotoxiny (napr. aflatoxin — AF,

ochratoxin A — OTA, T-2 toxin a fumoniziny —
FM) spdsobuji oxidacny stres a apoptozu buniek.
Okrem toho mykotoxiny podporuji syntézu ROS,
ktoré zapric¢inuju lipidova a proteinovu oxidaciu
a vedi k zmenam integrity bunkovej membrany
(Surai a Dvorska, 2005). Essid a kolektiv (2012)
opisali silybin ako u¢inni ochrannti zlozku proti
apoptdze a cytotoxicite spdsobenej ochratoxinom.
Silybin v davke 130 — 260 puM chrani pred
aktivaciou kaspazy-3, fragmentaciou apoptickej
DNA a lipidovou peroxidaciou, ktoré boli vyvolané
ochratoxinom, H,0O, a ActD/TNF-a. Okrem toho,
silybin (0,04 — 26,0 uM) vykazoval protektivny
ucinok proti ochratoxinom alebo LPS spdsobenym
ubytkom TNF-a (Al-Anati a kol., 2009). Potkany,
ktorym bola podavana davka 100 mg/kg z. hm.
silymarinu vykazovali signifikantni ochranu proti
aflatoxinu B1, ktory sposobuje destrukciu pecene. V
tomto vyskume bol zaznamenany pokles patologicky
zvysenych hladin AST, ALT a zniZenie hladiny GSH
(Shyamal a kol., 2010).

Tioacetamid

Tioacetamid (TAA) je silnd hepatotoxicka latka,
ktora sa pouziva najmi v chemickych kvantitativnych
analyzach. Cirhozy pecene, ktoré su vyvolané
intoxikaciou TAA,
oxida¢ného stresu a vysokého stupna lipidovej

st mnohokrat vysledkom
peroxidacie (Fazal a kol.,, 2015). Silymarin sa
ukazuje ako ucinna latka, ktora je schopna ochrany
pred oxidacnym stresom u potkanov (Kadir a kol.,
2014). Vedci podavali potkanom TAA (0,03 % w/v)
po dobu dvanastich tyzdiov za ucelom vyvinutia
fibrozy pecene. Nasledne bola potkanom podana
liecba silymarinom (50 mg/kg Zz. hm.) a zistilo sa
signifikantné zvySenie antioxidacnych enzymov
(SOD, CAT and GSH-Px) (Singh a kol., 2012).

Cisplatina
Cisplatina (CDDP) je chemoterapeutikum, ktoré

sa pouziva na lie¢bu roznych druhov rakoviny a
jeho nefrotoxicita je spdsobend najméd produkciou
ROS a oxida¢ného stresu (Dos Santos a kol., 2012).
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El-Awady a kolektiv (2011) opisali, ze cisplatina
sposobuje v potkanej pecCeni zniZzenie ucCinku
antioxida¢nych enzymov (SOD a GSH-Px) a GSH,
zvysenie malondialdehydu (MDA) a signifikantné
zvysenie aktivity laktdtdehydrogenazy (LDH) a
kreatinkinazy (CK). Silymarin v davke 100 mg/kg Z.
hm. chranil pred oxidacnymi zmenami sposobenymi
podanim cisplatiny. V in vitro testovani bola podavana
davka 25 — 200 uM silymarinu a nasledne podana
cisplatina. Zistilo sa, Ze rastlinny vytazok je schopny
ochrany pred zanikom bunky, ktory je sposobeny
cisplatinou (Ninsontia a kol., 2011).

Mangan

Je zname, Ze toxicita sposobenda manganom ma
spojitost’ so zvySenym oxida¢nym stresom, apoptozou
a zépalom (Karki a kol., 2013). Zvierata, ktorym
bol podany chlorid manganu, vykazovali zvySené
hladiny TBARS spojené so znizenymi hladinami
antioxidacnych enzymov (SOD, CAT, GSH-Px)
a neenzymatickych antioxidantov (GSH, vitamin
C), mali zvysenu lipidovl a proteinovi oxidaciu a
fragmentaciu DNA (Chtourou a kol., 2010). Potkany,
ktoré boli vystavené chloridu manganu a nasledne
im bol podany silymarin v davke 100 mg/kg z.
hm. vykazovali obnovenu antioxida¢nii ochranu a
doslo k obnove poskodeni pecene, obli¢iek a mozgu
(Chtourou a kol., 2013).

7

Benzo[a]pyrén

Protektivny uc¢inok silymarinu/silybinu v davke
400 — 500 uM bol dokazany aj pri pokusoch s
benzo[a]pyrénom (Vijayaraman a kol., 2012). Bola
zistena znizena destrukcia DNA a znizena apoptdza,
prevencia pred oxidaciou tiolovych proteinov a
antioxidacnych enzymov (SOD, GSH-Px, CAT),
obnova redoxného stavu v bunke, liprava enzymov
metabolizujucich glutation (Kiruthiga a kol., 2010).
Silymarin podavany potkanom v davke 50 — 250
mg/kg 7. hm. vykazoval protektivny ucinok proti
zmendm vyvolanymi benzo[a]pyrénom; inhibiciu
fazy 1 detoxifikacného enzymu CYPIA1 a Upravu
fazy 11

konjuga¢nych enzymov (glutation-S-
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transferazy,  epoxidhydroxylazy, uridindifosfat-
glukuronyltransferazy a NAD(P)H) (Kiruthiga a kol.,
2013).

Doxorubicin

Doxorubicin  (DOX, alebo tiez

adriamycin) je U¢inné chemoterapeutikum, avsSak

nazyvany

medzi jeho vedlajSie ucinky patri kardiotoxicita,
ktora je spdsobend oxidacnym stresom, dysfunkciou
mitochondrii a apoptéozou (Dirks-Naylor, 2013).
Bolo zistené, Ze silymarin (50 mg/kg z. hm.) dokazal
ochranit’ pred biochemickymi a histopatologickymi
zmenami vyvolanymi doxorubicinom u potkanov.
Ochranny uc¢inok silymarinu spociva v redukcii
karbonylového stresu vyvolaného doxorubicinom a v
znizeni poSkodenia DNA (Malekinejad a kol., 2012).
Silymarin v davke 16 mg/kg z. hm. signifikantne
znizuje oxidacny stres vyvolany doxorubicinom u
potkanov a takisto znizuje MDA a DNA fragmentaciu
v peceni (Patel a kol., 2010). U potkanov, ktorym
bola vyvoland toxicita doxorubicinom, vykazoval
silymarin protektivny u¢inok na pecenové a srdcové
tkanivo v davke 60 mg/kg z. hm. Tento efekt je
spajany s prevenciou pred zvySenymi hladinami AST
a CK v sére (Raskovi¢ a kol., 2011).

Etanol

Oxida¢ny stres hra déleziti tlohu v patogenéze
alkoholom poskodenej pecene. Pocas metabolizmu
alkoholu sa aj vd’aka oxida¢nému stresu tvoria ROS
a RNS (reaktivne dusikaté medziprodukty) (Galicia-
Moreno a Gultiérrez-Reyes, 2014). Suplementacia
Standardizovanym silymarinom (200 mg/kg z. hm.)
znizuje oxidacny stres vyvolany alkoholom, zlepsuje
prevenciu pred zvySenim aktivity ALT v sére,
znizenim hepatalneho GSH, hepatalneho TNF a pred
lipidovou peroxidaciou (Song a kol., 2006). Silymarin
(100 — 200 mg/kg z. hm.) G¢inne chrani pecen pred
oxidaénym stresom vyvolanym alkoholom, vratane
znizujucich sa hladin ALT a AST v sére, zvySujucich
SOD a GSH-Px, a znizujucich hladin MDA v peceni
(Zhang a kol., 2013). Okrem toho, silybin (250

mg/kg z. hm.) normalizuje alkoholom ovplyvnené



antioxidacné parametre v mySacej krvi, vratane
antioxidacnych enzymov (SOD, CAT, GSH-Px),
GSH a TBARS (Das a Mukherjee, 2012).

Ostatné toxiny
Antioxidaény uCinok silymarinu/silybinu sa
prejavuje u mysi infikovanych bleomycinom,
akroleinom a fluoridom sodnym. Silymarin znizuje
oxida¢ny stres v peceni potkanov po intoxikacii
dietylnitrozaminom (Pradeep a kol., 2007). In vitro
studie vykonané na zvieratach ukazali, ze silymarin/
silybin blokuje toxické ¢inky arzénu, CCl,, mnohych
mykotoxinov, tioacetamidu, cisplatiny, doxorubicinu,
etanolu a niektorych inych toxinov zniZenim
abnormalne vysokej tvorby ROS v zivych bunkach a

zmenou génovej expresie.
ZAVER

Nové smery v Studiu vlastnosti silymarinového
komplexu

Silybin/silymarin je v centre pozornosti najméa
vd’aka jeho benefitom, ktoré nepriamo suvisia s
jeho hepatoprotektivnym a/alebo antioxidaénym
ucinkom. RozS§irenim moznosti aplikacie sa rozsirili
aj miesta ucinku, napr. lieCba porach funkcie
pankreasu, lie¢ba plucnych a obli¢kovych ochoreni,
liecba roznych tazkosti spojenych s prostatou
vratane adenokarcindmu a nakoniec aj jeho vyuzitie
v kozmetickom priemysle. Vedecké s$tadie sa v
sucasnosti zaoberaji novymi ucinkami silybinu a
jeho derivatov na bunkovej a molekularnej Grovni,
napr. estrogénne ucinky, moduldcia liekovych
transportérov (P-glykoprotein) a Specificky ucinok na
DNA-expresiu cez supresiu nuklearneho faktora NF-
kB (Gazék a kol., 2007).

Guo a kolektiv (2019) sledovali pozitivny vplyv
silymarinu pri liecbe Alzheimerovej choroby,
podavany bol aj ako ochranna latka pri radiokon-
trastne vyvolanej nefropatii u mysi (de Souza Santos
a kol., 2019) a sledované boli aj jeho antivirotické
ucinky (Liuakol., 2019). Bolo dok4zané, ze silymarin

ma pozitivny ucinok aj v pripade antiparazitarnej

terapie, kedy zvySuje uCinnost’ primarnej lieCby
chemoterapeutikami, sGCasne znizuje patologické
nasledky infekcii u hostitel’a a posobi imunostimulac-
ne (Hrckova a Velebny, 2013). Existuje mnozstvo
stadii, ktoré sa venuju protirakovinovym ucinkom
tohto rastlinného vytazku a mnohé z in vitro a in vivo
pokusov tento ucinok aj potvrdzuju (Vaid a Katiyar,
2010). Hepatoprotektivita tohto fytofarmaka spociva
najméd v jeho schopnosti stabilizacie bunkovych a
mitochondridlnych membran (Sailou a kol., 1998),
prip. podpory
regeneracie poskodenych hepatocytov (Skottova a
Kre¢man, 1998).

Nové poznatky vedu k progresu v chémii a

stimulacii  biosyntézy proteinov,

farmakologii silymarinu/silybinu vratane separacie
a Struktirnej determinacie jeho diastereoizomérov a
k syntéze novych derivatov s podobnymi, pripadne
lepsimi farmakokinetickymi a farmakodynamickymi
vlastnostami (Gazak a kol., 2007).
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ABSTRAKT

Koza je najviacsim organom organizmu, ktory
je neustale vystaveny fyzikilnym, chemickym
a mikrobidlnym vplyvom. Vysledky Kklinickych
Studii naznacuju, Ze probiotika a ich bioaktivne
produkty vyvolavaji systémové ucinky, ktoré
moZu priamo ako aj nepriamo ovplyvnit’
vybrané funkcie koZe. Cielom tejto Studie
bolo poniknut sihrn sucasnych poznatkov v
oblasti vyuZitia probiotickych baktérii a ich
bioaktivnych produktov v prevencii, resp. pri
liecbe dermatologickych ochoreni.

Kracové slova: bioaktivne latky; dermatitida;
dysbi6za; koza; mechanizmus ucinku; probiotika

ABSTRACT

The skin is the largest organ of an organism
that is constantly exposed to physical, chemical
and microbial influences. Clinical trial results
suggest that probiotics and their bioactive
products produce systemic effects that can directly
or indirectly affect the selected skin functions.
The aim of this study was to offer a summary
of current knowledge in the field of the use of
probiotic bacteria and their bioactive products in
the prevention and treatment of dermatological

diseases.

Key words: bioactive substances; dermatitis;
dysbiosis; mechanism of action; probiotics; skin
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UVOD

Probiotikd a ich tuloha v prevencii ochoreni
traviaceho traktu boli podrobne preskimané uz
pred desatro¢iami. Podobne myslienka vyuzitia
probiotik na potlacenie ochoreni koze sa zda byt
realna a sl'ubna. Nedavne klinické studie preukazali,
ze probiotikd moézu vykazovat dalSie pozitivne
zdravotné ucinky nad ramec crevného traktu, ako je
zlepSenie atopického ekzému, atopickej dermatitidy,
hojenie popalenin a jaziev, omladenie pokozky a
zlepsenie prirodzenej imunity koze. V roku 2010 Arck
a kolektiv navrhli koncept osi Crevo-mozog-koza,
ktory naznacuje, ze modulacia ¢revnej mikrobioty
probiotikami mdze vyvolat’ signifikantné priaznivé
ucinky, napriklad na zipal a homeostazu koze.
Existuju dokazy potvrdzujuce asociaciu urcitych
ochoreni koze s vyraznou dysbidzou, kde aplikacia
probiotik signifikantne zoslabila symptémy suvisiace
s danym ochorenim. V&¢sina existujicich stadii sa
vSak zameriavala na peroralne podavanie probiotik.
Vedeckych poznatkov tykajicich sa ich lokalnej
aplikacie je malo, ale nové rieSenia sa rychlo objavuju,
bez ohladu na to, ze st obmedzené regulacnymi
aspektmi. Vyskum tzv. ,lokalnych probiotik* bol
technoldégiami ako 3D hmotnostna
16S-TRNA,

detailnejsSie stidium priestorového vztahu koze a jej

podporeny
spektrometria  a umoznujicimi
mikrobioty s cielom vyvinut’ produkty viac ,,ité na

mieru.

Mechanizmus ucinku probiotik na kozu

Probiotikd st zivé mikroorganizmy, ktoré

podavané v  dostatoénych mnozstvach maju
preukdzatelny pozitivny U¢inok na hostitel'a
(FAO/WHO, 2001).

probiotickymi mikroorganizmami si zastupcovia

Najcastejsie  pouzivanymi

rodov Lactobacillus, Bifidobacterium, Enterococcus,

Streptococcus,  Lactococcus,  Propionibacterium,
Bacillus a Saccharomyces.
Vysledky klinickych $tadii naznacuji, ze

probiotika vyvolavaji systémové ucinky, ktoré mézu

ovplyvnit’ aj vybrané funkcie koze. Obrazky 1 a 2
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prezentuju mozné zdravotné uCinky probiotik na
kozu a hlavné mechanizmy zodpovedné za prospesné
ucinky probiotik na kozu.

Probiotikdé moézu ovplyviiovat zdravie koze
priamo (topické/lokalna aplikécia), prostrednictvom
topickych liekovych foriem alebo nepriamo (peroralna
aplikacia), napriklad prostrednictvom vyzivovych
doplnkov. Hlavnym mechanizmom priameho vplyvu
je tzv. kolonizacna rezistencia, ktora zahtiia napriklad
kompetitivnu exkluziu, vytvaranie nevyhovujiuceho
prostredia pre rast koznych patogénov, modifikaciu
lokdlneho kozného mikroenviromentu zvySenim
hustoty a diverzity prospesnych komponentov koznej
mikrobioty a modulaciu sekrécie antimikrobialnych
peptidov  hostitel'om. Mechanizmom nepriameho
vplyvu je harmonizacia crevnej mikrobioty a
zmeny systémového imunitného systému, pricom sa

predpokladd, ze stav koze by mohol byt pozitivne

ovplyvneny posilnenou homeostazou v Creve
(Roudsari a kol., 2015).
Utinok probiotik pri ekzéme a atopickej

dermatitide

Medzi jedno z najcastejSie sa vyskytujucich
ochoreni koze patri atopicka dermatitida (atopicky
ekzém). Je to chronicka, neinfekéna, zapalova
dermatoza s

komplexnou etiopatogenézou, v

ktorej sa kombinuje geneticka predispozicia,
porusena epidermalna bariérova funkcia a imunitna
dysregulacia. Objavuje sa uz v dojcenskom alebo
detskom veku a v priblizne jednej tretine pripadov
tazkosti pretrvavaji az do dospelosti (Halvarsson
a Loden, 2007). U novorodencov st odpovede na
antigény vonkajSieho prostredia vychylené k Th2
cytokinovému profilu, ktory je charakteristicky pre
alergické ochorenia. V priebehu prvého roka zivota
imunitny systém vyzrieva v dosledku expozicie
roznym mikrobidlnym antigénom a imunitné
odpovede nadobudaju charakter kontraregulacného
Thl profilu, ktory je typickou odpovedou na
mikrobidlne antigény. U atopickych deti k tejto
reorientacii imunitnej odpovede nedochadza a d’alej

pretrvava Th2 typ odpovede. Vhodné podmienky



Obr. 1: Zdravotné ucinky probiotik na koZu
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Obr. 2: Hlavné mechanizmy zodpovedné za prospesné uc¢inky probiotik na kozu
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pre takyto vyvoj vytvara nedostatocnd expozicia
mikrobialnym antigénom v dosledku vysokej Zivotnej
urovne s prehnanou hygienou, ¢astym a opakovanym
podavanim antibiotik, ako aj mensim poctom ¢lenov
rodiny.

Utinok Lactobacillus rhamnosus GG (LGG)
a Bifidobacterium lactis Bb-12 u deti s atopickym
ekzémom preukazali definitivne Isolauri a kol. v roku
2000 (Isolauri a kol., 2000) v randomizovanej, dvojito
zaslepenej a placebom kontrolovanej studii. Vyhradne
kojené deti s atopickym ekzémom boli preorientované
na vyzivu s vysoko hydrolyzovanou srvatkou s
probiotikami alebo bez nich. Po dvoch mesiacoch
sa stav probiotickej skupiny vyrazne zlepsil, ¢o sa
prejavilo znizenim sérového CD4 a eozinofilného
proteinu X v moc¢i. Mozeme teda predpokladat’, ze
niektoré probiotikd st schopné modifikovat’ prejavy
alergického zapalu a moézu ovplyvnit' zapalova
odpoved’ aj mimo creva. Tato interpretacia je v zhode
so zmenami d’alSich indikéatorov alergickej odpovede
po podani probiotik. Peroralna aplikacia LGG a
niektorych d’alSich laktobacilov u deti s atopickou
dermatitidou je sprevadzand zvySenim sérového
IL-10 v dosledku stimulacie regulaénych T-buniek.
Sucasne dochadza k zvySeniu imunitnych odpovedi
Thl typu prostrednictvom IFN-y (Prescott a kol.,
2005).

Epidemiologické studie preukazali nizsi vyskyt
atopickej koze a hypersenzitivity u deti so stabilnou
gastrointestinalnou  populdciou laktobacilov a
bifidobaktérii v porovnani s tymi, ktoré mali
nedostatok tychto mikroorganizmov (Cross, 2002).
Atopici maju celkovo chudobnejs$iu mikrobiotu a pri
vyraznej$om postihnuti sa zvySujui pocty bakteroidov
a znizuju sa pocty bifidobaktérii. Aplikacia B. lactis
Bb-12 zabraiiuje zvySeniu poctu bakteroidov, co
modze zmiernit' alergicky zapal (Viljanen a kol.,
2005). L. fermentum VRI-033 PCC podavany po
dobu 4 mesiacov zlepsil stredne tazku a tazka
atopickt dermatitidu deti vo veku 6 — 18 mesiacov
(Weston a kol., 2005). Rosenfeldt a kol. sledovali
uéinky L. rhamnosus 19070-2 a L. reuteri DSM
12246 u 1 — 13 ro¢nych deti s atopickou dermatitidou.
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Pocas terapie rozsah ekzému a traviace problémy
vyznamne ustlpili, bariérovd funkcia stanovena
testom priepustnosti sa zlepSila a sérova koncentracia
eozinofilného kationového proteinu sa znizila
(Rosenfeldt a kol., 2004). Uginnost probiotickej
terapie pravdepodobne klesd s vekom dietata a
obmedzuje sa hlavne na IgE-senzibilizované deti
(Sistek a kol., 2006). Wickens a kol. (2008) studovali
ulohu probiotik v prevencii vyvoja ekzému a atopie
v ranom zivote, do dvoch rokov veku dietata,
v dvojito zaslepenej, randomizovanej placebom
kontrolovanej studii. Tehotné zeny uzivali denne, od
35. tyzdna gravidity az do Siestich mesiacov, pokial
kojili, kmene L. rhamnosus HNOO1, B. animalis ssp.
lactis HNO19 alebo placebo a ich dojéata dostavali
rovnaku liecbu od narodenia az do dvoch rokov.
Zistilo sa, ze suplementacia L. rhamnosus HNOO1 v
priebehu prvych dvoch rokov zivota podstatne znizila

kumulativnu prevalenciu ekzému.

Antialergické a protizapalové icinky probiotik na
koZu
Zlozenie  Crevnej  mikrobioty  vyznamne
ovplyviiuje vznik alergickych ochoreni a probiotické
kmene moézu pozitivne ovplyviiovat harmonizéaciu
crevného ekosystému a vyvoj zdravych imunitnych
reakcii, zacastiujucich sa v mikroekoldgii ¢reva a na
prevencii a potencidlnom lieeni alergickych ochoreni
(Zutavern a kol.,, 2006). Preniknutie alergénov
cez kozu moze viest k systémovej senzibilizacii
zahfnajucej crevni mukozu. TieZ sa uvadza, ze zapal

hra dolezita tlohu pri starnuti koze (Pillai a kol.,

2005).
Rovnovdahu  gastrointestinalnej mikrobioty
moézu negativne ovplyviiovat mnohé faktory.

St to napr. genetické faktory, strava, frekvencia

infekcii, antibioticka terapia, pasivne fajCenie,
znecCistenie, ockovanie, psychologicky stres, zniZenie
imunologickej aktivity, vyvoj alergickych ochoreni
a niektorych zapalovych ochoreni (Halken, 2004).
Zistilo sa, ze doplnkova vyziva s pouzitim urcitych
probiotickych kmenov zvySuje aktivitu interferonu

v krvi ¢loveka a deti narodené v rodinach, ktoré



konzumuju fermentované potraviny s obsahom
laktobacilov maju mensi vyskyt alergii v porovnani
s rodinami, ktoré konzumuju viac sterilnych potravin
(Caramia a kol.,, 2008). Potvrdilo sa, Ze crevna
mikrobiota deti, u ktorych sa vyvinuli alergie,
vykazuje nizke hladiny bifidobaktérii, G+ aerébnych
organizmov a enterokokov, ale zvySené hladiny
klostridii a Staphylococcus aureus.

Aj ked’ uloha probiotik v prevencii alergickych
ochoreni nie je jasne definovand, ukazuje sa, ze
probiotika maju Specifické antialergické ucinky na
epitelidlne a imunitné bunky. Nie vSetky probiotické
kmene maju identické imunologické vlastnosti.
Protizépalové vlastnosti boli pozorované u bunkovych
homogenatov L. rhamnosus GG, L. rhamnosus LC705,
B. animalis Bb-112, L. acidophilus NCFB-L61748,
L. bulgaricus ATCC 11842, Streptococcus ther-
mophilus T101 a Propionibacterium freudenreichii
kmen Shermanii JS (Kankaanpaa a kol.,, 2002).
Probiotické  baktérie

antialergénne ucinky stimulaciou produkcie Thl-

mozu  sprostredkovat’
cytokinov, transformujiceho rastového faktora-f a
¢revnych IgA (Ouwehand, 2007).

U atopickych deti bolo preukazané, Ze maja
hyperaktivne fagocyty, ktoré moézu prispiet k
alergickému zapalu. Ukazuje sa, Ze probiotika
moduluji fagocytéozu inak u zdravych a inak u
alergickych jedincov. Napriklad L. rhamnosus GG
(LGG) znizil aktivitu fagocytov indukovanu kravskym
mliekom u pacientov s hypersenzitivitou na mlieko
(Kirjavainen a kol., 1999). Aj v inych studiach sa
preukazalo, ze podavanie LGG spolu s mlieckom bolo
spojené s imunostimulacnymi ucinkami u zdravych
hostitel'ov, zatial’ ¢o u hypersenzitivnych dojciat bolo
spojené s protizapalovymi uc¢inkami (Pelto a kol.,
1998).

Utinok probiotik na koZu poskodenti ultrafialovym
Ziarenim

Ultrafialové ziarenie vyvolava kozné zapaly
s vyvojom erytému, edému a hyperproliferacie
epidermy, ktoré spdsobuju jej odlupovanie alebo

odstranovanie. Bouilly-Gauthier a kol. (2010) pouzili

L. johnsonii Lal a nutricné davky karotenoidov u
139 zdravych zien vo veku nad 18 rokov pocas 10
tyzdiov na ochranu homeostazy kozného imunitné¢ho
systému po expozicii UV ziareniu. Dospeli k zaveru,
ze vyzivové doplnky obsahujuce L. johnsonii a davky
karotenoidov znizili UV indukované poskodenie koze
spdsobené stimulovanou alebo prirodzenou slne¢nou
expoziciou. Taktiez zistili, ze probiotické vyzivové
doplnky vyznamne znizili indukciu CD45+ koznych
zapalovych buniek, ¢o naznacuje ich priaznivy t¢inok
na zapaly vyvolané UV Ziarenim a pravdepodobne aj

na starnutie koze.

U¢inok probiotik na rany

Potencidlne  pouzitie probiotickych  mikro-
organizmov schopnych produkovat’ antimikrobidlne
latky (bakteriociny, organické kyseliny a peroxid
vodika) ziskalo zvySent pozornost v dosledku
uspesnej prevencie adhézie patogénov a eliminacie
neziaducich druhov mikroorganizmov (Gillor a
kol., 2008). Preukazalo sa, ze niektoré produkty
probiotickych  baktérii maju  antiadhezivne a
antimikrobidlne vlastnosti pri aplikacii na kozné
a sliznicné povrchy (Rodriguez a kol.,, 2005).
Probiotické mikroorganizmy sa moézu pomocou
znizovania pH podielat’ na tvorbe antimikrobialnej
koznej bariéry a regulovat’ jej homeostazu (Arck a
kol., 2010).

Bakteriocin ziskany z Lactococcus sp. HY 449
bol schopny inhibovat’ rast baktérii vyvolavajucich
zapal, ako su S. epidermidis, S. aureus, Streptococcus
pyogenes a P. acnes prostrednictvom bakteriolytickej
aktivity na bunkovu stenu a membranu, Specialne u P.
acnes (Oh a kol., 2006).

Metabolické produkty laktobacilov stimuluja
bunkami

(Sullivan a kol., 2009) a mdézu byt vyuzité aj ako

produkciu  beta-defenzinov  koznymi
konzervaéné latky v kozmetickych produktoch
(Cinque a kol., 2011). L. plantarum a jeho bioaktivne
produkty v in vitro podmienkach inhibovali produkciu
guorum-sensing signalnych molekul u Pseudomonas
aeruginosa — N-acyl homoserin laktonov a dvoch

faktorov virulencie (clastaza a biofilm), ktoré su
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nimi kontrolované (Valdéz a kol., 2005). Peral a kol.
(2009) zistili, ze topicka aplikacia L. plantarum u
pacientov s popaleninami koze znizovala bakterialnu
kontaminaciu, podporovala granulaciu tkaniva a
hojenie ran a tento efekt bol porovnatelny s ucinkom
sulfadiazinového krému so striebrom.

Hansen a Jespersen (2010) vyvinuli tkanivovy
obvédz obsahujuci laktobacily (L. sporogenes, L.
acidophilus, L. plantarum, L. casei, L. brevis, L.
delbruckii a Lactococcus lactis), pouzivany na
hojenie ran a urychlenie ich hojenia. Tieto druhy
baktérii mlie¢neho kvasenia boli schopné znizit' pH
v otvorenom prostredi rany, zabezpecit vzdjomné
kompetitivne vylucenie neziaducich bakterialnych
druhov a uplatnit imunomodula¢ny G¢inok
produkciou latok podporujucich hojenie ran.

Ouwehand a kol. (2003) Studovali v in vitro
podmienkach schopnost’ potencialnych probiotickych
propionibaktérii (P. acidipropionici 4900, P.
freudenreichii ssp. shermanii 4902, P. freudenreichii
ssp. freudenreichii 20271, P. thoenii 20277, P. jensenii
20278) a L. rhamnosus produkovat’ antimikrobialne
substancie vo¢i vybranym koznym patogénom
(Malassezia furfur 6170, M. furfur L1510, M. furfur
L1796, Candida albicans 1665, C. albicans 3454, S.
aureus 346 a S. aureus 20231), ako aj ich schopnost’
adherovat’ na keratin — hlavny protein koze. S.
aureus 346 vykazoval najvyssiu adhezivitu spomedzi
vSetkych testovanych kmenov vratane probiotickych
a kmene C. albicans boli najsenzitivnejSie voci
ucinku P. freudenreichii ssp. freudenreichii 20271
a L. rhamnosus 5.5a. Hoci obidva uvedené kmene
propionibaktérii a kmeni L. rhamnosus 5.5a boli
schopné adherovat’ na kreatin v najvyssich poctoch
v porovnani s ostatnymi testovanymi probiotickymi
kmenmi, signifikantne neovplyvnili adherenciu
testovanych koznych patogénov. Vysledky poukazuji
na nutnost’ §tidia selekénych kritérii vyberu kmetiov
pre aplikacie na kozu, ako st adherencia, produkcia

antimikrobialnych substancii a inhibicia patogénov.

Bioaktivne latky prospesnych baktérii

Viaceré literarne udaje uvadzaju, ze niektoré
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bakterialne komponenty, ako s fragmenty buniek a
ich metabolity, m6zu vyvolat’ urcité imunitné reakcie
na kozi a zlepsit funkcie koznej bariéry (vid’ obr.
3). Tieto poznatky by mohli pomoct’ pri skriningu
probiotickych kmenov s prospesnymi vlastnostami

pre lokalne aplikécie na kozu.

Kyselina hyalurénova

Kyselina hyalurénova (HA) je tvorend z
opakujicich sa jednotiek N-acetylglukozaminu a
kyseliny glukurénovej. HA sa Siroko vyuziva v
dermatologii ako biomaterial na bioinZinierske ucely,
ako aj na stimulaciu hojenia ran (Kogan a kol., 2007).

Vicsina HA sa u cicavcov nachadza v kozi.
Je nevyhnutnd na udrZanie normalnej Struktary
stratum corneum a zachovanie funkcii epidermalne;j
bariéry. Hra dolezita tlohu napr. pri imobilizacii
vody v tkanive, ovplyvilovani bunkovej proliferacie,
diferenciacie a pri reparacii tkaniv. Vzhl'adom na
vysoktl schopnost’ viazat vodu, HA prispieva k
udrzaniu extracelularnej matrice koze a ulahCuje
transport molekul rozpustnych vo vode a ionovych
rozpustadiel. Vysoko osmoticka povaha HA je
pravdepodobne dodlezitd pri kontrole hydratacie
tkaniva pocas zapalovych procesov (Anilkumar a
kol., 2011). HA s nizkou molekularnou hmotnostou
zvySuje obranyschopnost’ epitelu stimulovanim
produkcie antimikrobialneho peptidu p-defenzinu-2
prostrednictvom toll-like receptorov (TLR) (Gariboldi
a kol., 2008). Fragmenty HA sa uvolnuju pocas
zranenia, ¢o vedie k zvySenej expresii chemokinu
IL-8 v endotelovych bunkach a naslednej stimulacii
endotelu, aby rozpoznal poskodenie a inicioval
hojenie rany (Taylor a kol., 2004). PocCas hojenia
rany antioxidacné vlastnosti HA brania poskodeniu
granulac¢ného tkaniva vol'nymi kyslikovymi radikalmi
(Trabucchi a kol., 2002).

V zasade existuju dva spdsoby vyroby HA. Prvy
a star$i spoc¢iva v extrakcii z kohutich hrebienkov
(Swann, 1968). Novsia metoéda je zalozend na
fermenta¢nom procese pomocou baktérii.

Niektoré baktérie (streptokoky skupiny A a C a

Pasteurella multocida) dokazu tvorit’ HA, ktora ma



Obr. 3: Mechanizmus ucinku bioaktivnych latok prospesnych baktérii na koZu
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pre nich ochranny vyznam, pretoze vytvara kapsulu
okolo celej baktérie. Literarne udaje popisuju novu
alternativnu metoédu ziskania vysSiecho vytazku
HA prostrednictvom fermentacie rekombinantnych
GRAS (vSeobecneuznavanych akobezpecné) baktérii.
HA sa uspesne produkovala v rekombinantnom
Bacillus subtilis 168 expresiou génu Streptococcus
equisimilis hasA a endogénneho génu tuaD (Widner
a kol., 2005). HA produkujuci rekombinantny kmei
Lc. lactis LL-NAB bol skonStruovany pomocou
koexpresie hasA a hasB génu S. equisimilis ssp.
zooepidemicus v expresnom systéme kontrolovanom
nizinom (Chien a Lee, 2007). Kmen Streptococcus
thermophillus YIT2084 bol transformovany tak, aby

produkoval viac ako 1g.liter* HA pomocou expresie
génov hasA, hasB a glmU ziskanych z nepatogén-
nych baktérii (Izawa a kol., 2011). Niektoré kmene
laktobacilov, ako napr. L. rhamnosus FTDC 8313 a
L. gasseri FTDC 8131, boli tiez schopné produkovat’
HA v koncentraciach vyssich ako 1g.liter?, ked’ sa
kultivovali v odstredenom mlieku, ¢o naznacuje
ich potencial pri koznych aplikaciach (Lew a kol.,
2013a).

Sfingomyelindza

Sfingomyelindza (SMaza) je enzym hydrolyzujuci
sfingomyelin na ceramid. Ceramidy su druhom
lipidovych molekul, ktoré sa prirodzene vyskytuju
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v pokozke. St klucové pre obnovu a hydrataciu
koznej bariéry. Pokles ceramidu v stratum corneum
sposobuje stratu vody a bariérovu dysfunkciu koze,
vratane straty ochrany proti antigénom a baktériam
(Mizutani a kol., 2009). Takyto pokles je povazovany
za mozny etiologicky faktor atopickej dermatitidy,
psoriazy, kontaktnej dermatitidy a iritacnej kontaktnej
dermatitidy (Berardesca a kol., 2001).

SMéza je lokalizovana v epidermalnych
lamelarnych stratum
corneum a bola klasifikovana ako kysla, alkalicka a

telieskach a medzerach
neutrdlna. Kysld SMéza je rozpustny glykoprotein
s optimalnou aktivitou pri pH 5. Nepritomnost
tohto enzymu u l'udi vedie k neurologickej poruche,
Niemann-Pickovej chorobe. U pacientov s tymto
ochorenim boli zistené abnormality v bariérovej
koznej homeostaze. Vzhl'adom na to, ze kysla SMaza
sa nachadza vo vonkajSej epiderme, je zodpovedna
za tvorbu ceramidov. Okrem toho, zniZzenie vnutorne;j
epidermalnej kyslej SMazy je spojené aj so starnutim
koze (Schmuth a kol., 2000). Neutralna SMaza je
na druhej strane spojena s bunkovou membranou a
je dolezita pre signalizaciu buniek pocas obnovy
permeability bariéry prostrednictvom zvysenej
akumulacie ceramidu. Znizena aktivita neutralnej
SMazy vo vonkajSich, ako aj vo vnuatornych
epidermalnych vrstvach bola zistend v starnucej
kozi, pravdepodobne v désledku znizeného stupia
proliferacie, ¢o viedlo k redukcii kapacity repara¢nych
procesov koznej bariéry (Jensen a kol., 2005).
SMaza bola detegovana v baktériach, kvasinkach
a cicav¢ich bunkach. Kym cicav¢ia neutralna SMaza
je protein viazany na membranu, bakterialna SMaza
je sekre¢ny protein uvolneny z buniek do média (Di
Marzio a kol., 2001). V in vitro §tadii Di Marzio
a kol. (1999) sa mnozstvo ceramidu v humannej
keratinocytovej bunkovej linii HaCat zvysilo 50 — 60
nasobne oproti kontrole po 18 hodinovej kokultivacii
so sonikovanymi bunkami S. thermophilus. Zvysena
hladina ceramidu bola pripisanda SMaze (> 0,1
mU.ml?) ziskanej zo sonikovanych buniek S.
thermophilus. Tieto pozorovania autori potvrdili aj
Vv in vivo podmienkach. Vysledky randomizovaného,
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dvojito  zaslepené¢ho, parového porovnavacicho
projektu ukazali, ze krém aplikovany na povrch koze
na volarnej strane predlaktia obsahujuci sonikovany
S. thermophilus indukoval vyznamny (P < 0,05)
narast hladin ceramidu po 7 dnoch topickej lieCby
(639 £136,21 pmol ceramidov na 1 ug proteinu) v
porovnani s kontrolami (136 +25 pmol ceramidov
na 1 pg proteinu). Zvysenie obsahu ceramidu bolo
detegované v stratum corneum u vsetkych subjektov
po topickej aplikacii krému obsahujiuceho lyzovany
S. thermophilus rovnako ako krému obsahujuceho
SMazu (4 ng na 50 pl PBS na ml zékladného krému).
Kysla aj neutralna SMaza moze byt produkovana aj
kmenmi laktobacilov a bifidobaktérii v koncentraciach
dostatocnych pre podporu produkcie ceramidov v
koznych bunkach s moznostou zlepsenia vlastnosti

koznej bariéry (Lew a kol., 2013a).

Kyselina lipoteichova

Lipoteichova kyselina (LTA) je Strukturalnou
zlozkou bunkovych stien G+ baktérii. Hra do-
lezita ulohu v ich raste a fyzioldgii a je jednou z
imunostimula¢nych zloziek (Kim a kol.,, 2008).
Predchadzajuce stadie ukazali, ze LTA mdZze fungovat’
ako doélezity, s patogénmi asociovany molekularny
model, veduci k produkcii prozapalovych cytokinov,
oxidu dusnatého, aktivacii transkripéného faktora
NF-kB a dalsich prozéapalovych mediatorov (Lebeer
a kol., 2012).

Zapalova odpoved je pokus organizmu obnovit
a udrzat homeostazu po infekcii alebo poraneni.
LTA z patogénnych G+ baktérii, ako je S. aureus,
vsak moze spdsobit’ nadmerny zapal, o vedie k
rozvoju syndromu systémovej zapalovej odpovede,
ako je septicky Sok (De Kimpe a kol., 1995).
Hoci vicsina molekil LTA ma podobnu zakladnt
Struktaru, Studie vzt'ahu medzi Struktiurou a aktivitou
preukazali silnt kmetiovu Specifitu. Kim a kol.
(2008) uvadzaju, ze LTA izolovana z prospesnych
baktérii, ako je L. plantarum KCTC10887BP (pLTA),
indukovala toleranciu prostrednictvom ochrany proti
nadprodukcii prozapalovych cytokinov, napr. TNF-a,
spojenych so sepsou. Inhibi¢né ucinky pLTA sa



dalej potvrdili in vivo testom prostrednictvom LPS
(lipopolysacharid)-indukovaného  endotoxinového
Soku u BALB/c mysi. Vysledky ukazali, ze ked sa
mySiam podala pLTA 24 hodin pred podanim LPS
(45 mg.kg), doslo k signifikantne vy$siemu prezitiu
zvierat v zavislosti od davky pLTA.

Po lokalnej aplikacii sa zistilo, ze LTA stimuluje
obranu koze proti mikrobidlnym infekcidm
indukcie TLR. Aktivacia TLR

rozpoznavania koznych patogénov

prostrednictvom
v systéme
spusta uvolnenie rozpustnych efektorov, ako
peptidy
katelicidiny), ktoré udrzuju sterilitu zamse (Schauber
a Gallo, 2008).

antimikrobidlnych proteinov pontika rychly a vel'mi

su  antimikrobialne (B-defenziny a

Vysledna lokalna akumulacia

ucinny sposob, ako zabranit vzniku mikrobialnych
infekcii. Vyznam antimikrobidlnych peptidov d’alej
potvrdili Niyonsaba a Ogawa (2005), ktori zistili,
ze znizena expresia antimikrobidlnych peptidov,
ako je humanny p-defenzin hBD2, bola spojena s
opatovnym vyskytom koznych infekcii vyvolanych S.
aureus u pacientov s atopickou dermatitidou. Okrem
antimikrobialnych vlastnosti LTA prispieva k hojeniu
ran na kozi a vykondva sériu imunomodulacnych
funkcii. Neposobi teda len ako prozapalovy Cinitel,
ale aj ako kl'icové spojenie medzi vrodenym a
adaptivnym imunitnym systémom (Niyonsaba a kol.,
2007). Wang a kol. (2012) nedavno preukazali, ze
LTA ziskana z nepatogénnych komenzalnych baktérii
zvysila antimikrobidlnu aktivitu koznych Zzimych
buniek proti virusom vakcinie, a to prostrednictvom
aktivacie TLR2, ¢o naznacuje potencialnu tlohu tejto
kyseliny v antivirusovej terapii.

Peptidoglykan

Peptidoglykan (PG) je hlavnou Struktirnou
zlozkou bunkovej steny baktérii. Je to polymér
zlozeny z P(1-4) viazaného N-acetylglukozaminu
a  N-acetylmuramovej  kyseliny, zosietovany
kratkymi peptidmi obsahujucimi striedajuce sa L- a
D-aminokyseliny (Dziarski, 2003).

Peptidoglykan zohrava doleziti tilohu pri ochrane

koze pred patogénmi. Stimuluje vrodeny imunitny

systém prostrednictvom TLR2, ¢o vedie k uvolneniu
roznych cytokinov a chemokinov, ktoré st zapojené
do imunitnych odpovedi (Niebuhr a kol., 2010).
Taktiez sa preukazalo, ze aktivuje nuklearny faktor
kB a vyrazne indukuje produkciu IL-8 z keratinocytov
(Matsubara a kol., 2004). Viaceré vysledky naznacuju,
ze PG z laktobacilov stimuluje vrodeni imunitni
reakciu prostrednictvom TLR2 a tiez indukuje
produkciu IL-12 a dalsich regulacnych faktorov
makrofagmi, ¢im prispieva k ochrane pokozky (Sun
a kol., 2005; Paradis-Bleau a kol., 2007; Shida a kol.,
2009). PG v mnozstve 10 — 100 pg.ml? je nevyhnut-
ny na stimulaciu bunkovych odpovedi, avsak
na druhej strane moéze byt UCinny aj pri nizsich
koncentraciach prostrednictvom synergizmu s LTA
(Lew a kol., 2013a).

Kyselina mlie¢na a octova

Kyselina mlie¢na je organicka kyselina s jednou
hydroxylovou skupinou v alfa polohe. Vznikéd ako
produkt anaerobnej glykolyzy alebo ako fermentacny
produkt mliecnych baktérii.

Jednym z dovodov, preco st a-hydroxy
kyseliny (AHA), ako je aj kyselina mlie¢na, Siroko
pouzivané ako exfoliatory a chemické peelingové
prostriedky, je ich ucinok na deskvamaciu koze.
Deskvamacia je sposobend disociaciou bunkovych
adhézii, ktora je vysledkom znizenej koncentracie
i6nov vapnika v epidermis v dosledku chelatacného
ucinku AHA. Znizena hladina véapenatych ionov
rast buniek a

podporuje spomaluje bunkovu

diferenciaciu, ¢im vznikne mladSie vyzerajica
koza (Wang, 1999). Kyselina mlie¢na je schopna
zlepsit’ bariérovu funkciu stratum corneum a zvysit
produkciu ceramidov keratinocytmi. Taktiez je
sucastou prirodzené¢ho zvlhéujuceho faktora, ktory
zachovava vlhkost' pokozky a zohrava dolezitu
ulohu vo fyzikalnych vlastnostiach stratum corneum
(Nakagawa a kol., 2004). Zdokumentovana bola aj
jej antimikrobidlna aktivita voci Sirokému spektru
koznych patogénov (Pasricha a kol., 1979). Okrem
toho sa kyselina mlie¢na odporuca ako preventivny

prostriedok pri lie¢be acne vulgaris v dosledku jej
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netoxickych a nesenzitivujicich vlastnosti. Klinické
Stidie zahriujuce osoby s acne vulgaris preukazali,
ze dlhodoba topicka aplikacia 5 % kyseliny mliecnej
na tvar signifikantne znizila pocet 1ézii (Garg a kol.,
2002).

Kyselina octova sa vyraba priemyselne, a to
bud’ synteticky alebo bakteridlnou fermentaciou
Patri

medzi najlepSiu alternativu voc¢i infekciam, ktoré

heterofermentativnych mlie¢nych baktérii.

vyvolavaji kmene rezistentné na antibiotika a kde
su lie¢ebné postupy nepostacujuce (Nagoba a kol.,
2008). Vysledky studie Ryssel akol. (2009) preukazali
100 % inhibiciu Proteus vulgaris, P. aeruginosa a
Acinetobacter baumannii po 5 minatach inkubacie
v 3 % roztoku kyseliny octovej, zatial' ¢o rast S.
epidermidis a S. aureus bol uplne inhibovany po 30
minatach, a kmene Escherichia coli, Enterococcus
faecalis a meticilin rezistentny S. aureus boli uplne
eliminované po 60 minutach inkubécie.

Antimikrobidlny efekt obidvoch kyselin stvisi
s narusenim membranového potencidlu atakovanej
bunky, inhibiciou aktivneho transportu cez membra-
nu, redukciou intracelularneho pH a inhibiciou
r6znych metabolickych funkcii bakteridlnej bunky.
Najvacsi inhibicny efekt sa prisudzuje nedisociovanej
forme organickych kyselin. Bunkovd membrana
baktérii je nepermeabilnd pre disociované frakcie
kyselin, zatial’ o nedisociované frakcie difunduju cez
membranu pasivne a nasledne sa ionizuju v zavislosti
na intracelularnom pH, Co zapricinuje okyslovanie
cytoplazmy a tvorbu inhibitorov (Nagoba a kol.,
2008).

Diacetyl

Diacetyl (2,3-butandion) vznikd enzymaticky
riadenou oxidativnou dekarboxylaciou acetolaktatu,
ktory je medziproduktom metabolizmu pyruvatu
u niektorych druhov baktérii mliecneho kvasenia,
ako su Lc. lactis ssp. lactis biovar diacetylactis,
L. acidophilus, L. alimentarius, L. delbrueckii, L.
farciminis, L. helveticus, L. plantarum, Leuconostoc
lactis, Leuc. mesenteroides ssp. Cremoris a
Pediococcus  acidilactici  (Tamime,  2008).
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Mechanizmus antimikrobidlneho ucinku diacetylu
spo¢iva v jeho Specifickej reakcii s argininom
v Struktire proteinov, pricom vznik komplexu
diacetyl-arginin vedie k obmedzeniu katalytickej
funkcie enzymov a k imunologickej odpovedi na
modifikovany protein. Inhibi¢ny efekt diacetylu
sa spaja tiez s jeho schopnostou depolarizovat
membranové Struktury a inhibovat  tak transport
ionov. Kmene laktobacilov a bifidobaktérii st
schopné produkovat’ diacetyl v koncentraciach do
30 mg.ml?, ¢o naznacduje jeho potencialne dermalne
antimikrobialne ucinky, s vyssou citlivostou voci G-
baktériam a hubam v porovnani s G+ baktériami (Lew
akol., 2013a). Diacetyl mal baktericidne uc¢inky na E.
coli a S. aureus uz v koncentracii 100 ppm (Lanciotti
a kol., 2003). Hoci antibakterialna aktivita diacetylu
bola dobre zdokumentovand, vyskum jeho topickej
aplikacie je takmer nedostupny a vyzaduje si d’alSie

skiimanie.

Bakteriociny

Bakteriociny su definované ako proteinové
zliCeniny s baktericidnou aktivitou. V oblasti
mediciny je snaha o nahradu antibiotik bakteriocinmi
z viacerych dovodov. Bakteriociny st pre eukaryo-
ticki bunku v porovnani s antibiotikami relativne
netoxické,

v organizme lahko degradovatelné

proteolytickymi  enzymami  bez  vedlajSich
metabolitov, nebola vo¢i nim zaznamenana ziadna
rezistencia, su bez senzorickych vlastnosti a
neziaducich ucinkov aké pozndme u antibiotik, su
termostabilné s vysokou ucinnostou pri nizkych
koncentraciach a Sirokom rozsahu pH (Hassan a kol.,
2012). Inhibi¢né spektrum tychto latok je prevazne
zamerané na baktérie, ktoré s izko spojené s kmenom
produkujucim bakteriociny, zatial' o tento kmen je
voci vlastnym produktom odolny. Spomedzi koznych
baktérii medzi hlavnych producentov bakteriocinov
patri S. epidermidis, ktory produkuje lantibiotika
ako je epidermin, Pep5, epilancin K7 a epicidin 280
(Bastos a kol., 2009). Tieto lantibiotika st schopné
inhibovat’ meticilin rezistentny S. aureus (MRSA) a

koaguldza negativne stafylokoky, ktoré zapricinuju



infekcie u ludi. Z baktérii mlie¢neho kvasenia
bolo najviac bakteriocinov popisanych u zastupcov
rodu Lactobacillus, Carnobacterium, Pediococcus,
Lactococcus, Enterococcus, Streptococcus a Leu-

conostoc.

Exopolysacharidy

Schopnost’ produkovat’ exopolysacharidy (EPS) je
medzi baktériami zna¢ne rozsirena. Bakterialne EPS
st hlavnym komponentom extracelularnej matrice
biofilmov a poskytuji bunkam cely rad biologickych
funkcii, vratane ochrany pred nepriaznivymi
podmienkami ako je vysuSenie, nedostatok zivin,
toxické zlaCeniny, bakteriofagy a osmoticky stres
(Badel a kol., 2011). V zavislosti od ich chemického
zlozenia a Struktiry, EPS produkované baktériami
mozu byt homopolysacharidy, zlozené z opakujucej
sa monosacharidovej jednotky (glukany, fruktany)
a heteropolysacharidy zahfiiajice viac roznych
sacharidov, ktoré¢ sa mnohondsobne opakuji v
oligosacharidovych jednotkach.

Baktérie (LAB) su
vyznamnymi producentmi EPS vyuzivanych ako v

mliecneho  kvasenia
priemysle, tak aj v medicine. Okrem technologickych
vyhod vyuzitelnych v potravinarskom priemysle
maju EPS syntetizované LAB aj priaznivé ucinky
na zdravie. Boli popisané ich imunomodulacné,
antivirusové, antioxidacné a prebiotické uCinky
(Oleksy a kol., 2018).

Mikrobialne EPS nachadzaji uplatnenie aj pri
koznych aplikaciach. Napriklad dextran (produkt L.
mesenteroides) sa dlho vyuziva ako plazmovy ex-
pandér pri eliminacii zépalovych procesov v rane.
EPS na baze alginatu ziskané z Azotobacter
vinelandii a P. aeruginosa sa vyuzivaju ako vlakna
v hemostatickych obvézoch na rany a spolu so
xantanom ako stabilizéry vo farmakologickych
suspenziach a emulziach pre dermatologické aplikacie
2015).
maju bakteridlne EPS schopnost’ inhibovat’ tvorbu

(Moscovici, Okrem vysSie uvedeného
biofilmov u Sirokého spektra baktérii a hub, a
to ako v in vitro aj in vivo podmienkach, cestou

modifikacie fyzikalnych vlastnosti bakterialnych

buniek, regulaciou expresie génov zodpovednych
za tvorbu biofilmu, ako aj kompetitivnou inhibiciou
karbohydrat-proteinovych interakcii s naslednym
blokovanim fimbrii a pili (Rendueles a kol., 2013).
Polysacharidy s
izolované zo Streptococcus phocae PI80 (Kanmani
a kol., 2011) a L. acidophilus A4 (Kim a kol., 2009).

antibiofilmovou aktivitou boli

Biosurfaktanty
Biosurfaktanty (BS)

biomolekuly

su povrchovo aktivne
produkované  mikroorganizmami

so Sirokym spektrom pouzitia. Po chemickej

stranke si  to vysokomolekularne (proteiny,

lipoproteiny,  polysacharidy, lipopolysacharidy,
rhamnolipidy, trehalolipidy a sophorolipidy) alebo
nizkomolekularne latky (glykolipidy a lipopeptidy).
BS st zlozené z hydrofilnej a hydrofébnej casti,
¢o umoziuje ich zhlukovanie na rozhrani medzi
kvapalinami s r6znou polaritou, ako su uhlovodiky a
voda, a tym znizuji medzipovrchové napitie. Taktiez
sa zistilo, ze zlepSuju transport Zivin cez membrany
a ovplyviiuji rozne interakcie medzi hostitelom a
mikrébom (Shekhar a kol., 2018).

Niektoré BS sa ukazali ako vhodné bezpecné
alternativy k syntetickym liekom a antimikrobidlnym
latkam. Su uzitoCné nielen ako antibakterialne,
antifungalne a antivirotické latky, ale tiez preukazuju
antiadhezivnu aktivitu a sposobuju rozpad biofilmu
(Rodrigues a kol., 2007). Surlaktin produkovany
kmenom L. acidophilus RC14 inhiboval adherenciu
uropatogénnych kmenov E. faecalis a E. coli a
BS izolovany z L. paracasei A20 preukazoval
antiadhezivnu aktivitu vo¢i C. albicans, E. coli, S.
aureus, S. epidermidis a Streptococcus agalactiae
(Golek a kol., 2009). Sambanthamoorthy a kol.
(2014) in vitro zistili
antimikrobialnu,
aktivitu BS izolovanych z L. jensenii a L. rhamnosus
voci klinickym izolatom A. baumannii, E. coli a S.
aureus (MRSA). Manozylerytritolové lipidy su

na koncentracii zavisla

antiadhezivnu a antibiofilmova

jednymi zo sl'ubnych glykolipidovych biosurfaktan-
tov pre kozné aplikacie. U manozylerytritolovych
lipidov produkovanych zo sdjového oleja kvasinkou
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Pseudozyma antarctica T-34 bola zistena potencidlna
hydratacna aktivita porovnatelna s prirodzenymi
ceramidmi (Santos a kol., 2016).

ZAVER

Harmonizacia koznej mikrobioty probiotikami

ma svoju buducnost. Bezné lokalne metddy
osetrenia koznych infekcii zalozené na obmedzovani
neziaducej mikroflory vedu k cyklickému navodeniu
mikrobidlnej disharmonie a ak sa v priebehu liecby
a rekonvalescencie neobnovi normalna kvalita
ochrannych systémov koze, dochadza k neriesitelnym
recidivam. Rekolonizacia mikrobiocendzy koze
probiotikami moéze mat’ nielen terapeuticky efekt,
ale najma v rekonvalescencii méze uviest’ ochranny
systém koze do stabilného stavu. Vyznamna je aj
skutocnost’, ze takéto probiotické aplikacie bude
potrebné personalizovat’ vzh'adom na rdéznorodost’ a

heterogenitu bakteridlnych spolocenstiev koze.
PODAKOVANIE

Tato praca bola podporovana Agentirou na
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ABSTRAKT

Liecba kandid6z sa v poslednych rokoch stava
¢oraz vacSim problémom hlavne kvéli vzrastajucej
rezistencii patogénov. Viaceré Studie poukazuju
na synergicky ucinok dosiahnuty kombinaciou
silic a antimykotik. Antifungilna aktivita dvoch
antimykotik (itrakonazol a nystatin) a dvoch
silic (Skoricova a yzopova) voci izolatom Candida
albicans bola testovana pomocou S$tandardnej
mikrodiluénej metody M27-A3 (CLSI 2009).
Vzijomna interakcia kombinicie antimykotik a
silic bola zistovana Sachovnicovym testom. Pri
testovani samotnych antimykotik bola zistena
77,3 % antifungalna aktivita itrakonazolu. Av§ak
pri nystatine bola pozorovana 100 % rezistencia.
Kombinaciou itrakonazolu so $koricovou silicou
bol dosiahnuty indiferentny ucinok pri 95,5 %
izolatoch, s yzopovou silicou bol ucinok vSak
antagonisticky (86,4 %). VyhodnejSou sa javi

kombinacia nystatinu so Skoricovou silicou, pri
ktorej bol zisteny 100% aditivny acinok.

Pri kombinacii nystatinu s yzopovou silicou bol
ucinok indiferentny (95,5 %). Dosiahnuté vysledky
poukazuji na vyznam testovania kombinacii
konvecnych antimykotik a silic pouZivanych s
ciel’om inhibicie rastu C. albicans.
slova: Candida

Kruacové antimykotika;

albicans; rastlinné silice

ABSTRACT

Candidiasis treatment has become a bigger
problemin recent years due to increasing resistance
of pathogens. Many studies point out the synergic
effectcaused by the combination of essential oils and
antimycotics. Antifungal activity of antimycotics
(itraconazole and nystatin) and essential oils
(cinnamon and hyssop) against Candida albicans
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was tested by the standard microdilution method
M27-A3 (CLSI 2009). Mutual interaction of
antimycotics and essential oils combination was
verified by checkerboard test. 77.3 % antifungal
activity of itraconazole was found out during the
testing of antimycotics. However, 100 % resistance
was observed for nystatin. The indifferent effect of
95.5 % of samples was achieved by the combination
of itraconazole with cinnamon oil, but with
hyssopic oil the effect was antagonistic (86.4 %).
The combination of nystatin and cinnamon oil was
more useful — a 100 % additive effect was found.
The indifferent effect (95.5 %) was reached by the
combination of nystatin and hyssop essential oil.
The results demonstrate the importance of testing
of the combination of convective antimycotics and
essential oils used for inhibition of the growth of C.
albicans.

Key words: antimycotics; Candida albicans;
essential oils

UVOD

Rod Candida
mikroorganizmy, ktoré sa podielaju na roznych

predstavuje  oportunistické
mykotickych infekciach, znamych ako kandidozy.
Pricinou vzniku tychto infekcii su zvycajne
hormonalne zmeny, terapia imunosupresivami alebo
zmena prirodzenej mikroflory (Tomolova a Zmrhal,
2005). Napriek tomu, ze rod Candida zahfna viacero
druhov, C. albicans je najcastej$im patogénom
schopnym kolonizovat a napadnut’ sliznice, prip.
kozu a nechty (Silva a kol.,, 2016). Na terapiu
kandid6z sa vyuzivaji antimykotikd so systémovym
alebo lokalnym tc¢inkom, hlavne azoly (klotrimazol,
itrakonazol) a polyény (nystatin, amfotericin B).
AvSak v poslednych rokoch je pozorovany
vyvoj rezistencie kvasiniek rodu
Candida na tieto lie¢iva (Khan a kol., 2012). Mnoho

odbornikov sa preto zameriava nielen na objavovanie

narastajuci

novych liec¢iv s antimykotickymi vlastnostami, ale

aj na hladanie alternativnych metod, ktoré sa moézu
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uplatnit’ v liecbe kandidoz. Viaceré studie poukazuju
na moznost’ vyuzitia prirodnych latok s potencialnymi
antimykotickymi vlastnostami (Marcos-Arias a kol.,
2011).

Predpokladd sa, ze rastlinné silice ovplyviuju
bunkovu stenu, bunkovi membranu a narGsaju
intracelularne procesy, ktoré su dolezité pre prezitie
kandid (Shahina a kol., 2018). V stc¢asnosti su
vedecké prace zamerané na testovanie kombinacii
syntetickych a prirodnych latok, s cielom dosiahnut’
lepsiu tcinnost’ liecby (de Castro a kol., 2015).
Predmetom tejto Stidie bolo vyhodnotit’ antifungalnu
aktivitu vybranych rastlinnych silic (Skoricova a
yzopova) samostatne a v kombinacii s antimykotikami

(itrakonazol a nystatin) na izolatoch C. albicans.
MATERIAL A METODY

In vitro experimenty boli vykonané na 22 izola-
toch C. albicans, poskytnutych Ustavom lekérskej
a klinickej mikrobioldgie Univerzitnej nemocnice
Louisa Pasteura v Kosiciach a referencnom kmeni
Candida albicans CCM 8320 (Ceska sbirka
mikroorganizmtl, Brno, Ceska republika), ktory sluzil
na validaciu kvality testovania.

Na stanovenie minimalnej inhibi¢nej koncentra-
cie (MIC) rastlinnych silic a antimykotik bola pouzita
Standardna mikrodilu¢na metéda M27-A3 (CLSI
2009). Vychodzie koncentracie (400 000 pg.ml™)
rastlinnych silic, $koricova — Cinnamomi aetheroleum
(Cinnamomum zeylanicum, Lauraceae) a yzopova
— Hyssopi
Lamiaceae) (Calendula a.s., Nova Cuboviia, SR), boli

aetheroleum (Hyssopus  officinalis,
pripravené vo forme emulzii s arabskou gumou, ktora
predstavovala 30 % z objemu silice. Sterilita emulzii
bola zabezpecena prefiltrovanim cez 0,22 um sterilny
filter. Na testovanie boli pouzité 96-jamkové sterilné
mikrotitracné platnicky, v ktorych bolo priamo
vykonané dvojkové riedenie pripravenych silic, v
rozpati 400 000 — 800 ul.ml . Najprv bolo do jamiek
¢.2—10ac. 12 napipetované po 100 ul SB (Sabouraud
dextrozovy bujon — SB, HiMedia Laboratories Pvt.
Ltd., Bombaj, India) a do jamky ¢. 11 (negativna



kontrola) 200 pl SB. Do jamky €. 1 bola aplikovana
silica v mnozstve 200 pl silice a nasledne bolo 100 pul
prenesenych do jamky €. 2. Po premiesani so SB bolo
opat’ 100 pul prenesenych do jamky ¢. 3. Tento postup
bol vykonavany az po jamku ¢. 10, z ktorej zvysnych
100 pl bolo vyhodenych do odpadu. K nariedenym
siliciam a do jamky ¢. 12 (pozitivna kontrola) bolo
pridanych 100 pl inokula, s obsahom 1 — 5 x 10°
CFU.ml%,
kandid nariedenych v SB. Vysledné koncentracie
silic predstavovali 200 000 ug.ml?; 100 000 pg.ml?;
50 000 pg.ml?; 25 000 ug.ml?; 12 500 pg.ml?; 6250
pg.ml?; 3125 pg.ml?; 1562 pg.ml?; 800 ug.mlt a

pripraveného z jednotlivych izolatov

400 pg.ml?. Platni¢ky boli inkubované v termostate
24 hodin pri 35 °C.

Obdobny postup bol pouzity aj pri testovani
antimykotik. Ked’ze itrakonazol a nystatin (Sigma
Aldrich, St. Louis, USA) st latky nerozpustné vo vode,
na pripravu zakladnej koncentracie (1 600 ug.ml?) bol
ako rozpustadlo pouzity dimetyl sulfoxid — DMSO
(Lachema, Neratovice, Ceské republika). Dvojkovym
riedenim v SB boli zo zakladného roztoku pripravené
koncentracie od 32 pg.ml?* do 0,0625 pg.ml?, ktoré
sa po pridani 100 pl inokula pohybovali od 16 pg.ml?
do 0,0313 pg.ml™.

Hodnoty MIC testovanych rastlinnych silic a
antimykotik boli vyhodnotené vizualne, na zéklade
pritomnosti, resp. absencie zakalu v jamkach, ktoré
sme porovnavali s pozitivnou a negativnou kontrolou.
Ak zékal nebol pritomny, latka bola ucinnd. V
pripade tvorby zakalu boli testované antifungalne
latky povazované za neucinné, ¢ize kvasinka bola
rezistentna. Pre vizualne hodnotenie bola pouzita
nasledovna numericka skala: 0 — opticky Cira jamka,
1 — mierny zékal, 2 — vyrazné znizZenie zékalu, 3 —
slaba redukcia zakalu, 4 — Ziadna redukcia zakalu
(M27-A3; CLSI, 2009). Hodnoty MIC pre nystatin a
silice boli odcitané v jamke s opticky ¢irym médiom.
Pre odc¢itanie hodnot MIC itrakonazolu bola pouzita
numericka Skala 2. Citlivost izolatov C. albicans a
referenéného kmena na itrakonazol bola vyhodnote-
na podla interpretacnych kritérii M27-A3: citlivy
(S), ak bola MIC < 0,125 pg.ml?; citlivy v zavislosti

na davke (S-DD), ak bola MIC 0,25 — 0,5 pug.ml* a
rezistetntny (R), ak bola MIC >1 pg.ml™. Pri nystatine
boli pouzité kritérid podla Nelsona a kol. (2013):
citlivy (S), ak bola MIC <1 ug.ml* a rezistentny (R)
ak bola MIC >1 pg.ml™.

Efektivita kombinacie antimykotik a silic bola
zistovana  prostrednictvom stanovenia  indexu
frak¢nej inhibi¢nej koncentracie (FICI), na zéklade
testovania pomocou Sachovnicového testu. Interakcia
medzi tymito latkami sa hodnoti ako synergicky,
aditivny, indiferentny alebo antagonisticky ucinok.

Koncentracie  itrakonazolu  pri  testovani
kombinacii so silicami zodpovedali MIC90 x 8;
MIC90 x 4; MIC90 x 2; MIC90; MIC90 : 2; MIC90 :
4; MIC90 : 8; MIC90 : 16; MIC90 : 32 a MIC90 : 64.
Pre nystatin boli vybraté nasledovné koncentracie:
MIC90 x 2; MIC90; MIC90 : 2; MIC90 : 4; MIC90 :
8, MIC90 : 16; MIC90 : 32; MIC90 : 64; MIC90 : 128
a MIC90 : 256.

Yzopova a Skoricova silica boli testované v
koncentraciach zodpovedajucich MIC90 x 16;
MIC90 x 8; MIC90 x 4; MIC90 x 2; MIC 90; MIC90
:2; MIC90 : 4; MIC90 : 16.

Jednotlivé koncentracie antimykotik boli do
platnicky priddvané v mnozstve 50 ul vertikalne,
zatial’ Co silice boli aplikované v rovnakom objeme
(50 pl) horizontdlne. Takto bola zabezpecena
kombinacia kazdej koncentracie silice s kazdou
koncentraciou antimykotika a opac¢ne. K testovanym
latkam bolo nasledne pridané inokulum, 100 pl.
Po 24 hodinovej inkubdcii pri 35 °C bola odc¢itana
minimalna inhibicnd koncentracia kombinacie
(MICC). Hodnoty MIC a MICC boli pouzité pre
vypocet FICI:

MicCc . MICC . .
FICI = MIC silica + MIC antimykotikum

Na zaklade FICI boli vysledky interpretované
nasledovne: synergicky ucinok (FICI < 0,5), aditivny
ucinok (FICI 0,5 — < 1,0), indiferentny ucinok (FICI
>1,0 — < 4,0), antagonisticky ucinok (FICI > 4,0)
(Silva a kol., 2016).
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Tab. 1: MIC (ug.ml?) vybranych rastlinnych silic a antimykotik a ich $tatistické vyhodnotenie

Parameter Skorica Yzop Itrakonazol Nystatin
min-max 400 400 0,03-4 2
X 400 400 0,56 2
SD 0 0 0,90 0
Mo 400 400 0,125 2
Me 400 400 0,19 2
MICS50 400 400 0,25 2
MIC90 400 400 1 2
Citlivost’ (n/%)
S - - 11/50 0/0
S-DD - - 6/27,3 0/0
R — - 5/22,7 22/100

min-max — rozpdtie minimalnych a maximalnych hodnét MIC, x — aritmeticky priemer, SD — smerodajna
odchylka, Mo —modus, Me — median, MIC50 a MIC90 — koncentracie, oznacujtice 50 % a 90 % izolatov,
ktoré boli inhibované; S — citlivé, S — DD — citlivé v zavislosti od davky, R — rezistentné, n — pocet

Vysledky prace boli spracované Statisticky
Microsoft Office 2003.
Pri MIC sme hodnotili aritmeticky priemer (x),

prostrednictvom  Excel

smerodajni odchylku (SD), modus (Mo) a median
(Me).
VYSLEDKY

Hodnoty MIC (pg.ml?) vybranych silic a
antimykotik a ich Statistické spracovanie prezentuje
tabulka 1.

Pri vSetkych izolatoch C. albicans bola pri
skoricovej aj yzopovej silici zistena rovnaka hodnota
MIC: 400 pg.ml?. Podobne pri nystatine hodnota
MIC bola rovnaka: 2 pg.ml?. MIC itrakonazolu
sa pohybovala v rozpiti 0,03 — 4 pg.ml?, s MIC90
1 pg.ml?®. Na zéklade interpretacnych kritérii boli
vSetky izolaty na nystatin rezistentné (100 %). Na
itrakonazol vykazovalo citlivost’ 11 izolatov (50 %),
v zavislosti od davky bolo citlivych 6 izolatov (27,3
%) a 5 izolatov (22,7 %) bolo rezistentnych.

MIC itrakonazolu pri referencnom kmeni C.
albicans CCM 8320, pouzitého na kontrolu kvality
testovania, bola 0,03 ug.ml?, ¢o je v zhode s
interpretacnymi kritériami metody M27-A3.
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Tabulka 2 dokumentuje
udajov MICC (minimalna inhibicnd koncentracia

Statistické spracovanie

kombinacie), ziskanych pri testovani kombinacie
itrakonazolu so skoricovou, resp. yzopovou silicou.

MICC itrakonazolu v kombinacii so Skoricovym
esencialnym olejom dosahovala 0,015 pg.ml* a v
kombinacii s yzopovou silicou bola v rozpéti 0,015
— 0,125 pg.ml?t. Hodnoty MICC Skoricovej silice
sa pohybovali od 400 do 800 pg.ml? a pri yzopovej
silici od 800 do 3130 pg.ml™.

Vyhodnotenie uc¢innosti kombinacie itrakonazolu
a silic na zaklade FIC indexu uvadza tabul’ka 3.

Pri kombinacii itrakonazolu so Skoricovou silicou
nebol ani v jednom pripade zisteny synergicky ucinok.
Jedna vzorka (4,5 %) vykazovala aditivny U¢inok
a pri zvysnych 21 izolatoch (95,5 %) bol ucinok
indiferentny. Pri kombindcii itrakonazolu s yzopovou
silicou bol az pri 19 kmenoch (86,4 %) zaznamenany
antagonisticky uc¢inok. Pri troch vzorkach (13,6 %)
bol uc¢inok indiferentny.

Popisnu Statistiku vysledkov MICC (pg.ml?)
ziskanych pri kombinacii nystatinu s testovanymi
silicami dokumentuje tabulka 4. Hodnoty MICC
(ug.ml?) nystatinu sa pohybovali od 0,008 do 0,016
pg.ml*. MICC pri $koricovej silici dosahovala 400



Tab. 2: Vyhodnotenie MICC (pg.ml?) itrakonazolu a silic

Parameter Itrakonazol Skorica Itrakonazol Yzop
min-max 0,015 400 - 800 0,015-0,125 800 - 3130
X 0,015 440 0,025 1780
SD 0 100 0,03 700
Mo 0,015 400 0,015 1600
Me 0,015 400 0,015 1600

min-max — rozpétie minimalnych a maximalnych hodnot MIC, x — aritmeticky priemer, SD — smerodajna
odchylka, Mo — modus, Me — median

Tab. 3: Vyhodnotenie tuc¢innosti (%) kombinacie itrakonazolu so silicami

Itrakonazol
FICI .
Skorica (n/%) Yzop (n/%)
<0,5
o, 0/0 0/0
synergicky ucinok
0,5-<1,0
o 1/4,5 0/0
aditivny ucinok
>1,0 - <4,0
- e 21/95,5 3/13,6
indiferentny t¢inok
>4,0
e e 0/0 19/86.,4
antagonisticky ucinok

FICI — index frakénej inhibi¢nej koncentracie

Tab. 4: Vyhodnotenie MICC (ug.ml") nystatinu a silic

Parameter Nystatin Skorica Nystatin Yzop
min-max 0,008 400 0,008 - 0,016 800 - 3120
X 0,008 400 0,009 1700
SD 0 0 0,00 500
Mo 0,008 400 0,008 1600
Me 0,008 400 0,008 1600

min-max — rozpdtie minimalnych a maximalnych hodnét MIC, x — aritmeticky priemer, SD — smerodajna
odchylka, Mo — modus, Me — median

Tab. 5: Vyhodnotenie ucinnosti (%) kombinacie nystatinu a testovanych silic

Itrakonazol
FICI .
Skorica (n/%) Yzop (n/%)
<0,5
e 0/0 0/0
synergicky ucinok
0,5-<1,0
L. o 22/100 0/0
aditivny ucinok
>1,0 —-<4,0
Lo 0/0 21/95,5
indiferentny ucinok
>4,0
et e 0/0 1/4,5
antagonisticky ucinok

FICI — index frakénej inhibicnej koncentracie
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pg.ml a pri yzopovej silici bola v rozpéti 800 — 3120

pg.ml.

Utinnost nystatinu v kombinacii so silicami
vyhodnocuje tabulka ¢. 5. Kombinaciou nystatinu
100%

aditivny uc¢inok. Avsak pri kombindacii s yzopovou

so skoricovou silicou bol dosiahnuty
silicou bol u¢inok prevazne indiferentny (95,5 %).
Antagonisticky ucinok bol zaznamenany iba pri

jednej vzorke (4,5 %).

DISKUSIA

Liekynabazeitrakonazoluanystatinu su vklinickej
praxi pomerne Casto pouzivané. Kym itrakonazol
ako zastupca azolovych antimykotik sa uplatituje v
terapii systémovych i topickych kandidéz, polyénové
antimykotikum nystatin je pre svoju toxicitu
preferovany na lokalne pouzitie. Fungistaticky ucinok
itrakonazolu spociva v inhibicii 14-0-demetylazy,
v dosledku ¢oho sa narusa biosyntéza ergosterolu,
vyznamného komponentu bunkovej membrany, co sa
prejavi hromadenim toxickych sterolov, poruchami
tvorby bunkovej membrany a naslednym zastavenim
rastu bunky (Buchta a kol., 2009). Rovnako nystatin
posobi v beznych koncentraciach fungistaticky. Jeho
ucinok je zalozeny na vytvoreni vizby s ergosterolom
fungalnych buniek. To mé& za nasledok tvorbu
porov, cez ktoré unikaju z bunky iény a esencidlne
makromolekuly, ¢o vedie k jej zaniku (Mirossay
a kol., 2009). V poslednej dobe sa zistilo, Ze Casté
pouzivanie antimykotik s rovnakym mechanizmom
ucinku je pri¢inou zvysSen¢ho narastu rezistentnych
kmenov kandid. Preto u pacientov nereagujucich na
liecbu konvenénymi antimykotikami alebo v pripa-
de opakujacich sa kandidéz je potrebné hladat
vhodnu nahradnt liecbu (Katiraee a kol., 2017).
bohaty
bioaktivnych latok, pri ktorych viaceré Studie

Prirodné  produkty tvoria zdroj
potvrdzuji antimykoticky t¢inok (Silva a kol., 2016).

V nasej Studii bola otestovana antifungalna aktivita
Skoricovej a yzopovej silice samostatne a v kombina-
cii s itrakonazolom a nystatinom.

Antifungélny efekt Skoricovej silice sa pripisuje
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trom hlavnym komponentom, transcinnamaldehydu,
eugenolu a linaloolu, ktoré predstavuju az 82,5 % z
celkového zlozenia, a ktoré sa zrejme podielaju na
zmene permeability bunkovej membrany kvasiniek.
Bolo zistené,
sten¢enie bunkovej steny Candidaalbicans v dosledku

ze transcinnamaldehyd sposobuje

inhibicie B-1-3 glukansyntetazy. Rovnako eugenol a
linalool zasahuji do integrity bunkovej membrany
(Shahina a kol., 2018). Kombinaciou itrakonazolu
so Skoricovou silicou bol pozorovany v nasom
experimente indiferentny ucinok (95,5 %). Napriek
tomu, Ze priemerna hodnota MICC kombinovaného
itrakonazolu bola nizsia (0,015 pg.ml?) ako pri
testovani samotného itrakonazolu (priemerna MIC
= 0,5 ug.ml?), hodnoty MICC Skoricovej silice
boli vyssie (440 pg.ml?) ako MIC samotnej silice
(400 pg.ml?t). Vyhodnejsiu kombinaciu predstavuje
Skoricova silica s nystatinom, pri ktorej bol
zaznamenany 100 % aditivny G¢inok. Kym priemer-
na hodnota MIC nystatinu dosahovala 2 pg.ml?, v
kombinacii so Skoricovou silicou sa vyrazne znizila
(MICC = 0,008 pg.ml?). Priemerné hodnoty MIC a
MICC ostali nezmenené (400 pg.ml?). Podobne, ako
v nasom experimente, aj de Castro a kol. (2013) zistili
potenciacny ucinok kombinacie Skoricovej silice a
nystatinu pri inhibicii rastu C. albicans.

Pri nami testovanych vzorkach kandid bola
pozorovana pomerne dobra citlivost’ aj na yzopovu
silicu samotnit (MIC = 400 pg.ml?). Hlavnymi
zlozkami silice su Cis-pinokamfon, B-pinén, trans-
pinokamfon a B-felandrén. Jej UCinok zavisi od
mnozstva latok, ktoré obsahuje. Zistilo sa, ze
komponenty obsiahnuté v yzopovom esencialnom
oleji vykazuju silnej$i antikandidozny G¢inok
ako samotna silica. Antimykoticky ucinok silice
je pripisovany obsahovym latkam, ktoré zvysuju
permeabilitu  bunkovej membrany kvasiniek a
narus$uji normalny membranovy transport (Hristova
a kol., 2015). Pri kombinacii yzopovej silice s
itrakonazolom bol indiferentny u¢inok zaznamenany
pri 95,5 % vzorkach, ale v kombinacii s nystatinom
bol ucinok antagonisticky az pri 86,5 % izolatoch.
Kedze v dostupne;j literatre nie st doposial’ zname



vysledky s takouto kombinaciou, vyzaduji sa d’alsie

testovania pre objasnenie tohto ucinku.
ZAVER

Napriek tomu, ze ani pri jednej kombinacii
testovanych silic a antimykotik nebol zisteny
synergicky ucinok, je mozné povazovat vysledky
nasho experimentu z hladiska rozSirenia poznatkov
v tejto oblasti za prinosné. Ziskané vysledky
vytvaraju priestor pre d’alSie moznosti zistovania
efektivity kombinacie antimykotickych syntetickych
a prirodnych latok.
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ABSTRAKT

Diabetes mellitus medzi zavainé

metabolické ochorenia, pri ktorom su pacienti

patri

odkazani na celoZivotni terapiu. Dodrziavanie
terapeutického rezimu je klI'a¢ovym faktorom
uréujucim uspesnost’ terapie. V sucasnosti mame
k dispozicii nové terapeutické pristupy v liecbe
diabetes mellitus, predovSetkym diabetes mellitus
2. typu, ktoré sa vyznacuju vysokou ucinnost’ou,
nizkym vyskytom neZiaducich acinkov a pozitivnou
komplianciou pacientov. Cielom predloZenej
Studie bolo vyhodnotit’ udaje ziskané zo sledovania
spotreby najnovsich lie¢iv pouZivanych v terapii
diabetes mellitus 2. typu vo vybranej verejnej
lekarni v KoSiciach za obdobie 7 rokov. Na
zaklade ziskanych vysledkov, ktoré poukazuju na
narast preskripcie najnovsich antidiabetickych
preparatov, sme vybrali kazuistiku pacientky za
ucelom analyzy jej farmakoterapie. Zavedenim
inhibitorov sodikovo-gluk6zového kotransportéra
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2 (SGLT-2) do terapie diabetes mellitus 2. typu
sa zlepSila adherencia k terapii a zvySila kvalita
Zivota pacientky. Z predloZenej Studie vyplyva,
Ze efektivna terapia diabetes mellitus 2. typu
je narocna a je nevyhnutné hl’adat’ stile nové a
ucinnejSie terapeutické pristupy v kazdodennej
klinickej praxi.

KrPicové slova: agonisty GLP-1; diabetes
mellitus 2. typu; inhibitory DPP-IV; inhibitory
SGLT-2

ABSTRACT

Diabetes mellitus is a group of major metabolic
diseases in which patients rely on a lifelong
therapy. The key factor of successful therapy
is to comply with the therapeutical conditions.
Nowadays, there are new therapeutic approaches
in the treatment of diabetes mellitus, particularly
diabetes mellitus type 2, which are characterized



by high efficacy, low incidence of adverse effects
and positive compliance of patients. The objective
of the study was to evaluate the data obtained
from monitoring the usage of the newest drugs
used in the treatment of diabetes mellitus type 2 in
the selected Pharmacy in KoSice in the period of 7
years. Based on the obtained results, which suggest
an increase in the prescription of the most recent
antidiabetic preparations, we selected a case study
of a patient to analyze her pharmacotherapy.
The initiation of sodium-glucose co-transporter
-2 inhibitors (SGLT-2) in therapy of diabetes
mellitus type 2 improved adherence to the therapy
and improved the quality of the patient’s life. The
result of the presented study is that an effective
therapy of diabetes mellitus type 2 is challenging
and it is necessary to look for new and more
effective therapeutic approaches in everyday
clinical practice.

Key words: diabetes mellitus type 2; DPP-
IV inhibitors; GLP-1 receptor agonists; SGLT-2
inhibitors

UVOD

Diabetes mellitus (DM) je chronicky metabolicky
syndrom porusené¢ho metabolizmu gluk6zy. Zahtia
absolutnu alebo relativnu poruchu sekrécie inzulinu,
pripadne obe poruchy (ADA, 2014). Pojem diabetes
mellitus 2. typu (DM 2. typu) sa pouziva pre
pacientov, u ktorych sa v patogenéze ochorenia v
réznom vzajomnom pomere zucastiuju dva hlavné
mechanizmy: 1. zniZena citlivost’ tkaniv na inzulin
a 2. kvalitativne a kvantitativne poruchy sekrécie
inzulinu. VSetky tieto poruchy moézu byt vysledkom
viacerych abnormalit, ktoré su podmienené geneticky
kde

ulohu zohrava stres, nadmerny energeticky prijem,

a umocnené faktormi prostredia, dolezita
nespravne kvalitativne zloZenie potravy, nedostatocna
fyzicka aktivita a civilizacné zlozvyky. DM 2. typu
sa vyskytuje v dospelom veku, zvycajne po 35. — 40.

roku Zivota, Casto nenapadne. Diagnostika je neraz

nahodna a neskora (Goyal R. a kol., 2018).

K zékladnym laboratérnym nastrojom diagnostiky
DM patri meranie glykémie (nala¢no < 6,1 mmol.I*
a na konci druhej hodiny po zat'azi oralnou glukézou
< 7,8 mmol.lY), oralny glukozotoleranény test
(oGTT), meranie koncentracie glukézy v moci
(glykoztria) a meranie glykovaného hemoglobinu
(HbA, ). Hlavnym znakom DM je hyperglykémia.
Medzi prejavy spdjajiice sa s hyperglykémiou patri
unava, malatnost’, polytria, suchost’ v tstach, smid,
polydipsia, ubytok hmotnosti, rozmazané videnie,
zl¢ hojenie ran, suchost’ koze, svrbenie pokozky,
impotencia a opakované infekcie (ADA, 2014). Pri
DM 2. typu, sa priznaky vObec nemusia prejavit,
resp. su menej intenzivne, vyvijaji sa pomaly a
pacient si na nich postupne zvyka. Prvymi prejavmi
pri DM 2. typu su Casto az priznaky z rozvijajicich sa
mikrovaskularnych a makrovaskularnych komplikécii
(Mokan a kol., 2008).

Od roku 1980 do roku 2014 vzrastol pocet I'udi
s DM zo 108 miliénov na 422 miliénov. Globalna
prevalencia DM medzi dospelymi jedincami nad
18 rokov vzrastla od roku 1980 z 4,7 % na 8,5 % v
roku 2014. Vyskyt DM je vyraznejsi v krajinach s
nizkym a strednym prijmom. DM je hlavnou pric¢inou
slepoty, zlyhania obli¢iek, infarktu myokardu,
mftvice a amputacie koncatin. V roku 2015 bolo
1,6 miliona umrti zapric¢inenych DM a v roku 2012
bolo 2,2 miliéna tmrti v dosledku vysokej hladiny
glukozy v krvi. Takmer polovica umrti v dosledku
vysokej hladiny glukézy v krvi sa objavila eSte pred
dovisenim 70 rokov zivota. Svetova zdravotnicka
organizacia (WHO) predpoklad4d, ze DM bude v
roku 2030 siedmou hlavnou pri¢inou umrti vo svete
(WHO, 2016).

Na Slovensku bol v roku 2011 publikovany
Algoritmus liecby DM 2. typu v klinickej praxi, toto
znenie je aktualne aj v roku 2018 (Schroner a kol.,
2015). Jeho zakladnou filozofiou je nasadenie terapie
podl'a hodn6t HbA, . Podl'a metabolickej kompenza-
cie je mozné rozdelit' zacCiatok, pripadne upravu
terapie DM 2. typu do 3 skupin v rozmedzi HbA
6,5 — 7,5 %; 7,6 — 9,0 % a nad 9,0 %. Algoritmus
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vychadza z udajov mediciny zalozenej na dokazoch,

odraza aktudlne pristupy v medzinarodnych
algoritmoch a reSpektuje indikacné obmedzenia
Slovenskej republiky platné k 1. 10. 2011 (Uli¢iansky
a kol., 2011).

Vécsina Standardnych peroralnych antidiabetik
je vhodna na tvodnu terapiu (HbA, 6,5 — 7,5 %)
so zohl'adnenim kontraindikacii, ktoré mo6zu nastat’
u konkrétneho pacienta. Metformin, sulfonylureové
derivaty, glinidy, tiazolidindiony, agonisty glukagonu
(GLP-1) a

dipeptidylpeptidazy IV (DPP-1V) maja porovnatel'ni

podobnému peptidu 1 inhibitory
Gc¢innost’ pri danej Gvodnej hodnote HbA, . Terapia
tymito lieCivamisamazacat spolusupravou zivotného
Stylu v ¢ase diagnozy. Pridanie d’alSieho antidiabetika
(HbA, 7,6 — 9,0 %) zavisi od zvolenej inicidlnej
terapie. Ak sa terapia zacala metforminom, potom u
pacientov s dudlnym deficitom (izulinova rezistencia
+ deficit inzulinu) je vhodné pridat’ sulfonylureovy
derivat, pripadne repaglinid. U pacientov s vyraznou
inzulinovou rezistenciou do ivahy prichddza pridanie
pioglitazonu. Pridanie agonistov GLP-1 receptorov
prichadza do tvahy hlavne u pacientov s obezitou.
Vo vicsine pripadov sa terapia zaloZzena na ucinku
inkretinov pouziva v kombinacii s metforminom a je
mozné ju bezpecne kombinovat’ s tiazolidindionom.
Inhibitory DPP-IV st
nevyvolavaji hypoglykémiu, s hmotnostne neutral-

porovnatelne ucinné,
ne a maju zriedkavé neziaduce ucinky. Inhibitory
SGLT-2 sa pouzivaju hlavne v dvojkombindcii a v
trojkombinacii. Podl'a indikacného obmedzenia sa
terapia moze indikovat’ u dospelych pacientov s DM
2. typu pri nedostatocnej glykemickej kompenzacii
(HbA,. > 7 %), v kombinacii s metforminom a
sulfonylureovym derivatom alebo v kombinacii s
inzulinom a metforminom (Schroner a kol., 2015).
Pri hodnotach HbA, > 9,0 %, ak pacient nema
vyrazné klinické priznaky a jeho celkovy stav je
stabilizovany, je mozné zacat’ s dvojkombinaciou
liec¢iv s roznym mechanizmom ucinku pri starostlivom
monitorovani glykémie a s rychlou titraciou davky.

U symptomatického pacienta je najucinnejSim
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sposobom zlepSenia metabolickej kompenzacie

terapia inzulinom. Po 1Uvodnej metabolickej
kompenzacii a zlepSeni glukotoxicity a lipotoxicity
dochadza k postupnému poklesu poziadaviek na
inzulin a metabolicka kontrola v niektorych pripadoch
moze byt udrziavana peroralnymi antidiabetikami v
monoterapii alebo v kombinovanej terapii. LieCiva
schvalené na kombinaciu s inzulinom st metformin,
sulfonylureové derivaty, tiazolidindiony, glinidy,
inhibitory DPP-IV a inhibitory SGLT-2. Optimalny
¢asovy prechod z jednotlivych usekov algoritmu su
3 mesiace. V indika¢nych obmedzeniach Slovenske;j
republiky je pri vdcsine liekov udavany casovy udaj
6 mesiacov (UliCiansky a kol., 2011). Predlozena
studia analyzuje vyvoj preskripcie najnovsich lieciv
pouzivanych v terapii DM 2. typu a popisuje terapiu
pacientky s DM 2. typu, ako aj prehl’ad laboratérnych
nalezov, ktoré dokazali ucinnost’ terapie novymi

lie¢ivami.

MATERIAL A METODY

Vysledky analyzy preskripcie lie¢iv pouzivanych
v terapii DM 2. typu boli zistované rozborom
lekarskych  predpisov  spristupnenych verejnou
lekarnou v KosSiciach a vyhodnotené pomocou
lekarenského pocitacového programu FeMA, s.
r. 0. Prostrednictvom programu boli vyfiltrované
recepty za obdobie od 1. 1. 2011 do 31. 12. 2017,
na ktorych bola podla Medzinarodnej klasifikacie
choréb (MKCH-10) uvedend diagn6za Diabetes
mellitus 2. typu (E11). Celkovo bolo analyzovanych
17 247 receptov. Do analyzy boli zahrnuté lieciva
pouzivané v konvencnej terapii (metformin, gliklazid,
pioglitazén) a nové antidiabetikd zo skupiny
agonistov GLP-1 (exenatid, liraglutid), inhibitorov
DPP-1V  (linagliptin,
inhibitorov  SGLT-2 (dapaglifiozin, empaglifiozin).

sitagliptin, vildagliptin) a
Kazuistika bola ziskana v spolupraci so stkromnou
diabetologickou ambulanciou v Kosiciach. Pri
spracovani udajov sa postupovalo v zmysle zdkona o
ochrane osobnych udajov.



Tab. 1: Vyvoj preskripcie jednotlivych predstavitePov antidiabetik

LIECIVO ROK SPOLU
2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 (n)
Metformin 1554 1570 1643 1666 1683 1600 1696 11412
Gliklazid 545 535 575 670 640 573 577 4115
Pioglitazon 170 91 107 59 30 45 63 565
Exenatid 1 0 0 0 0 33 9 43
Liraglutid 3 6 24 17 22 8 7 87
Linagliptin 0 20 16 21 29 29 38 153
Sitagliptin 79 41 50 64 79 78 93 484
Vildagliptin 33 12 4 8 13 44 110 224
Dapagliflozin 0 0 0 17 34 12 23 86
Empagliflozin 0 0 0 0 7 34 37 78
SPOLU (n) 2385 2275 2419 2522 2537 2456 2653 17247

n — celkovy pocet analyzovanych receptov

VYSLEDKY A DISKUSIA

Analyza receptov preukazala narast preskripcie
novych skupin lieCiv pouzivanych v terapii DM 2. typu
(vid’ tab. 1). Vyhodou novych skupin antidiabetik st
minimalne neziaduce u¢inky (nauzea, vomitus, bolest’
hlavy). Podavajasa 1-kratdenne aichuzivanienevedie
k zvySovaniu hmotnosti (VI¢ek a kol., 2010). Tabul'ka
1 dokumentuje najvyssiu preskripciu inhibitorov
DPP-IV. Liecivom prvej volby pri preskripcii z tejto
skupiny antidiabetik je sitagliptin. Narodné centrum
zdravotnickych informacii v 3. S$tvrtroku 2017
zverejnilo Statistiku Top 50 liekov vybranych na
recept hradenych z verejného zdravotného poistenia
podl'a thrady zdravotnych poistovni, v ktorej na 18.
mieste figuroval pripravok Janumet 50 mg/1000 mg/
196 tbl. (sitagliptin + metformin) a na 42. mieste
preparat Januvia 100mg/ 98 tbl. (sitagliptin). Ostatné
farmakoterapeutika, agonisty GLP-1 a inhibitory
SGLT-2, boli predpisované sporadicky.

Kazuistika pacientky a DM 2. typu
V roku 2005 navstivila diabetologickti ambulanciu
v Kosiciach tehotnd Zena vo veku 27 rokov na

odporicanie gynekologa. Pacientka absolvovala

oGTTso 75 g glukozy. Laboratorne vysledky potvrdili
gestany DM (glykémia nala¢no 9,1 mmol.l?).
Nasledne bol pacientke odporucany diétny rezim.
Medicinska nutri¢na terapia je kl'aCovym aspektom
v manazmente a starostlivosti o diabetika. Jej cielom
je zabezpecit’ diabetikovi taky prijem zivin a takého
charakteru, aby sa ¢o najviac priblizil normalnemu
metabolickému stavu. Nutricna intervencia by mala
zabezpecit' redukciu diabetickych komplikacii, a teda
morbidity a mortality (Drury a kol., 2005). Rodinna
anamnéza: matka sa liecila na DM 2. typu. Osobna
anamnéza: pacientka bola vydata, s hmotnostou 101
kg a indexom telesnej hmotnosti (BMI) 35,79 kg/m?
— obezita. Po 4 rokoch, v januari 2009, pacientka opét’
navstivila diabetologicki ambulanciu. Laboratérne
vySetrenie ukdzalo hodnotu glykémie nalacno 7,6
mmol.I* a hodnotu HbA, 6,29 %. Podl'a MKCH-
10 bola pacientke stanovend diagndza Diabetes
mellitus typ 2 s bliz§ie neur€enymi komplikéciami,
kompenzovany (E 11.80). Pacientke bola indikovana
terapia metforminom per oralne 1 x 500 mg vecer.
Metformin sa pokladd za uvodné farmakum pri
terapii DM 2. typu a je to vo vSeobecnosti dobre
tolerované lieCivo (Kvapil, 2006). V ramci terapie
metforminom dochadzalo od roku 2009 do roku
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2013 len k uprave davkovania a poctu tabliet. V aprili
2013 doslo k vyraznému zhorseniu jej zdravotného
stavu: glykémia nala¢no 11,9 mmol.I", HbA, 9.8 %
a tlak krvi 140/90 mmHg. Pacientke bola indikovana
per oralna terapia metforminom 2 x 1000 mg denne
v kombinacii s vildagliptinom 2 x 50 mg denne.
Diabetolog pacientke

doporucil oftalmologické

a angiologické vySetrenie. Vysledky vySetreni
nezaznamenali znamky komplikacii diabetu. Po 2
mesiacoch lieCby sa pacientka stazovala na pocit
unavy, zvyseny pocit hladu a neuspokojivu redukciu
telesnej hmotnosti. Viacsina neziaducich reakeii
na inhibitory DPP-IV je mierna a prechodna a
nevyzaduje si ukoncenie terapie. Dovodom na zmenu
terapie je nedostato¢na kompenzacia diabetu (Mokan
a kol., 2008). Lekar v liecbe nahradil vildagliptin
exenatidom subkutanne 1 x 2 mg tyzdenne. Pacientkin
zdravotny stav sa nezlepSoval a v maji 2014 bola
nastavend na trojkombinaciu lie¢iv metformin 1
x 1000 mg rano a 1 x 2000 mg vecer, gliklazid 1 x
60 mg rano perorélne a liraglutid 1 x 0,6 mg denne
subkutanne (po jednom tyzdni zvysit denntl davku na
1x 1,2 mg). Nazaciatku terapie liraglutidom pacientka
kontaktovala diabetologicki ambulanciu z dévodu
pocitu nauzey a vertiga. Diabetolog jej odporucil
znizit' dennu davku lieciva na 1 x 0,6 mg subkutanne
a merat tlak krvi. Vedl'ajSie t¢inky po uréitom case
ustlpili. Vysledky metaanalyzy ohl'adom ucinnosti
a bezpecnosti pri podavani liraglutidu v kombindcii
s metforminom oproti placebu alebo glimepiridu,
v kombinacii s metforminom u jedincov doposial
liecenych peroralnymi antidiabetikami poukazuju,
ze hodnoty HbA, boli v porovnani s placebom
vyznamne znizené vo vSetkych skupinach pacientov,
kde bol aplikovany liraglutid. Telesna hmotnost’ sa
znizila u vSetkych skupin pacientov lieCenych s
liraglutidom (1,8 — 2,8 kg), v skupinach pacientov
liecenych s glimepiridom doslo k narastu hmotnosti
(o 1 kg). Vyskyt l'ahkych hypoglykemickych prihod
v skupine pacientov uzivajucich liraglutid (3 %) bol
porovnatelny s placebom, ale mensi ako v skupine
pacientov s indikovanym glimepiridom (17 %).

Nauzea bola pozorovana v 11 — 19 % v skupine
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pacientov lieCenych liraglutidom oproti 3,4 % v
skupine pacientov uzivajlcich placebo a glimepirid
(Kvapil, 2010). Koncom roka 2015 bol pacientke
v terapii liraglutid nahradeny lixisenatidom 1 x
10 g denne subkutanne (po 14 dioch mala zvysit’
dennu davku na 1 x 20 pg). Po aplikacii lixisenatidu
pacientka popisovala pretrvavajucu tachykardiu a
zaciatkom roka 2016 jej bola opit’ zmenena terapia
na trojkombinaciu lieciv metformin 2 x 1000 mg
denne, gliklazid 2 x 60 mg denne peroralne a
exenatid 1 x 2 mg tyzdenne subkutanne. Pacientkin
zdravotny stav sa nadalej zhorSoval, inhibitory
GLP-1 nepriniesli ziadany efekt, do terapie jej bol
pridany inhibitor SGLT-2. Inhibitory SGLT-2 znizuju
reabsorpciu glukdzy v proximalnom tubule obliciek,
zvysi sa vylucovanie glukdézy moCom a osmotickd
diuréza s naslednym znizenim hyperglykémie.
Vylu¢ovanim glukézy mocom dochadza k strate
energie, k znizeniu hmotnosti, k osmotickej diuréze a
k zvySeniu objemu mocu (Bakris a kol., 2009). Riziko
klinicky vyznamnych interakcii je nizke. Inhibitory
SGLT-2 sa pouzivaju hlavne v dvojkombinacii a
v trojkombinacii (Schroner a kol., 2015). Od jina
2016 je pacientka nastavena na trojkombinaciu lie¢iv
peroralne metformin 2 x 1000 mg denne, gliklazid
2 x 60 mg denne a empagliflozin 1 x 10 mg rano.
Laboratérne vySetrenie v oktobri 2016 vyhodnotilo
glykémiu nala¢no 4,1 mmol.I", HbA 6,2 % a tlak
krvi 120/75 mmHg. Vysledky metaanalyzy ohl'adom
pouzitia empagliflozinu ako pridavnej liecby k
terapii metforminom a derivatom sulfonylmocoviny
poukazuju, Ze v porovnani s vychodiskovou
hodnotou viedlo uzivanie empaglifiozinu 10 mg,
resp. 20 mg k signifikantnému poklesu HbA, (- 0,82
% resp. — 0,77 %). V porovnani s placebom liecba
empaglifiozinom viedla tiez k redukcii telesnej
hmotnosti. Jednalo sa o placebom kontrolovanu
studiu v trvani 24 tyzdiiov u pacientov s DM 2. typu
s nedostato¢nou glykemickou kompenzaciou napriek
liecbe metforminom a derivatom sulfonylmocoviny.
Do studie bolo zaradenych 666 pacientov — placebo (n
=225), empagliflozin 10 mg (n = 225), empagliflozin
25 mg (n = 216) (Haring a kol., 2013). U pacientky



Tab. 2: Vyhodnotenie MICC (pg.ml?) itrakonazolu a silic

VYSETRENIE FARMAKOTERAPIA(n)
DATUM glykémia nalacno | HbA, | tlak krvi
(mmol.I?) (<6,0 %) | (mmHg)
01/2005 91 - 130/80 | diétny rezim
01/2009 7,6 6,29 - metformin 1 x 500 mg vecer
01/2010 5 5,81 115/80 metformin 1 x 1000 mg vecer
02/2013 16,9 - - metformin 1 x 2000 mg vecer
04/2013 11,9 9,8 140/90 | metformin 2 x 1000 mg denne
vildagliptin 2 x 50 mg denne
06/2013 9,4 - 120/80 | metformin 2 x 1000 mg denne
exenatid 1 x 2 mg tyzdenne
01/2014 8,7 - 130/80 | metformin 1 x 1000 mg rano a 1x 2000 mg vecer
exenatid 1 x 2 mg tyzdenne
05/2014 - 7,98 130/75 | metformin 1 x 1000 mg rano a 1x 2000 mg vecer
gliklazid 1 x 60 mg réno
liraglutid 1 x 0,6 mg denne (1 x 1,2 mg denne)
12/2015 - - 125/70 | metformin 2 x 1000 mg denne
gliklazid 2 x 60 mg denne
lixisenatid 1 x 10 pg denne (1 x 20 pg denne)
02/2016 8,5 8,2 130/80 | metformin 2 x 1000 mg denne
gliklazid 2 x 60 mg denne
exenatid 1 x 2 mg tyzdenne
06/2016 - 8,3 130/85 metformin 2 x 1000 mg denne
gliklazid 2 x 60 mg denne
empaglifiozin 1 x 10 mg réno
10/2016 4,1 6,2 120/75 metformin 2 x 1000 mg denne
gliklazid 1 x 60 mg vecer
empagliflozin 1 x 10 mg rano
02/2017 5,7 - 125/70 | metformin 2 x 1000 mg denne
gliklazid 1 x 60 mg vecer
empaglifiozin 1 x 10 mg réno
01/2018 6,9 - - metformin 2 x 1000 mg denne
gliklazid 1 x 60 mg vecer
empagliflozin 1 x 10 mg rano

HbA, - glykovany hemoglobin

doslo k vyraznému zlepSeniu zdravotného stavu.

Indikovana terapia bola ponechand, doslo len k

uprave davkovania gliklazidu 1 x 60 mg vecer. V

januari 2018 bola pacientke vyhodnotena glykémia
nala¢no 6,9 mmol.I"%, vaha 82 kg a BMI 29,05 kg/m? —
nadvaha. Takmer dva roky nebola pacientke zmenena

terapia, lieCba zlepsila kvalitu jej zivota, neziaduce

ucinky ustupili a zlepSila sa aj adherencia k terapii.
Pacientke bola okrem DM 2. typu diagnostikovana
sinusova tachykardia, ktort kompenzuje peroralne
nebivololom 3 x 5 mg denne a dyslipidémia, na
ktorti jej bol indikovany peroralne atorvastatin 1 x
10 mg vecer. Prehl'ad farmakoterapie vo vztahu k
laboratérnym vySetreniam od roku 2005 do roku

2018 znazoriuje tabul'ka 2.
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ZAVER

Vstcasnostijediabetologiajednymznajdynamickejsie
sa rozvijajucich odborov vnutorného lekarstva. V
maloktorom odbore bolo za poslednych par rokov
vyvinutych tol'ko liekov, ktoré boli registrované
na klinické pouzitie alebo st v zévere¢nych fazach
klinického skusSania s realnou perspektivou, ze
budt v dohladnom ¢ase dostupné v klinickej praxi.
Predlozend stidia je zamerand na vyznam novych
lie¢iv, odporacania a postupy pouzivané v terapii DM
2. typu. Zavedenim novych preparatov do terapie DM
2. typu dochadza k znizeniu neziaducich uc¢inkov
ochorenia, zlepSeniu adherencie a kompliancie
pacientov s terapiou a zvyseniu ich Sance na kvalitny

a produktivny zivot.
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ABSTRAKT

Studia sa zaobera

zapalovymi ochoreniami ¢riev — Crohnovou

neSpecifickymi

chorobou a ulceréznou kolitidou. Crohnova
choroba je chronické zipalové ochorenie,
ktoré ma segmentalny charakter a postihuje
stenu traviacej trubice od st aZ po analny
otvor, vo vSetkych jej vrstvach. Ulcerézna
kolitida je chronické zapalové ochorenie
sliznice kone¢nika a pril’ahlej casti, pripadne
celého hrubého ¢reva. V Studii sme sa zamerali
na jednotlivé typy liecby pri pacientoch s
roznymi Stadiami neSpecifickych ¢revnych
zapalov na zaklade poskytnutych kazuistik.
Ziskané poznatky o liecbe Crohnovej choroby

a ulceroznej kolitidy naznacuji, Ze aj napriek
nemoznosti ich vylieCenia je mozZné zlepsit’
kvalitu Zivota pacienta na ziklade dodrziavania
stanovenej liecby a diéty aj v pripade remisie
ochorenia.

KPiacové slova: Crohnova choroba; hnacka;
lie¢ba; ulcerézna kolitida; zapal ¢reva

ABSTRACT

The study deals with non-specific inflammatory
bowel diseases — Crohn’s disease and ulcerative
colitis. Crohn’s disease is a chronic inflammatory
disease that has segmental character and affects
the wall of the digestive tube from the mouth to the
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anus in all its layers. Ulcerative colitis is a chronic
inflammatory disease of the rectum mucosa and
the adjacent parts, or the entire colon. In our
study we focused on different types of treatment
in patients with different stages of nonspecific
intestinal inflammation based on the case reports.
The findings of the treatment of Crohn’s disease
and ulcerative colitis suggest that despite the
inability to cure it is possible to improve the quality
of life on the basis of adherence to the established

treatment and diet, even in case of remission.

Crohn’s

inflammation; treatment; ulcerative colitis

Key words: disease; diarrhea;

UVOD

Vyskyt ochoreni, ktoré postihuji traviaci systém
sa v sucasnosti zvySuje. Pojem idiopatické Crevné
zapaly zahia stavy charakterizujuce chronicku alebo
relabujiicu aktivaciu a zdpal gastrointestinalneho
traktu. NeSpecifické zapaly su ochorenia postihujtice
tenké a hrubé C¢revo, ktoré mozu byt sprevadzané
ochorenim d’al§ich orgénov. Pri¢ina vzniku tychto
zapalov nie je v siCasnej dobe zndma. Predpoklada sa
ucast’ genetickych faktorov, poruch obranyschopnosti,
diétnych vplyvov, infek¢nych faktorov a psychickych
stresorov (Giingor a kol., 2019).

Z epidemiologického hl'adiska je zaznamenany
narast vyskytu tychto ochoreni v celej populacii, hlav-
ne u adolescentov a pacientov v mladSom dospelom
veku (Cohen a kol., 2019; Kolesarova a Vas¢urova,
2019). Crohnova choroba (CN) a ulcer6zna kolitida
(UC) st dve majoritné formy idiopatickych ¢revnych
zépalov, ktoré maju vela rovnakych klinickych
a epidemiologickych charakteristik a naznacuju,
ze zékladnd podstata tychto ochoreni moéze byt
podobna. V skutocnosti nie je v praxi problémom
rozliSenie ulcerdznej kolitidy a Crohnovej choroby,
avSak obe ochorenia su samostatné jednotky s
rozdielnou etiopatogenézou, terapiou, prognézou a
komplikaciami (Lo a kol., 2018; Rogler a kol., 2018).
Ulcer6znu kolitidu mézeme definovat’ ako ulcerézny
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zapal konecnika Siriaci sa do vyssich casti hrubého
Creva. Makroskopické zmeny na sliznici su
prekrvenie, zdurenie, krvacanie a atrofia klkov.
Crohnova choroba je lokalizovand v tenkom aj
hrubom ¢reve segmentalne a vzacne sa vyskytuje aj
vo vyssich castiach traviacej trubice. Makroskopicky
na zaciatku ochorenia pozorujeme hyperémiu a
opuch. Neskor sa formuju povrchové vredy, ktoré sa
postupne prehlbuju (Everhov a kol., 2019).

Vela pacientov ma len obmedzené vedomosti o
tom, ze trpi prave tymito zapalovymi ochoreniami,
pretoze ich neSpecifické priznaky ako hnacka a
bolesti brucha sa daju 'ahko pomylit’ s inym typom
ochorenia (Nobrega a kol., 2018; Olén a kol., 2019).

Cielom naSej $tadie bolo ziskanie poznatkov a
objasnenie problematiky nespecifickych zapalovych
ochoreni, ich prezentacia formou Styroch kazuistik a
porovnanie roznych typov lieCby v roznych Stadiach

ochorenia.
OPIS PRIPADOV

Jednotlivé typy liecby pacientov sme porovnavali
na zadklade Styroch kazuistik. Pacienti opisani v
kazuistikach boli vySetrovani na endoskopicko-
gastroenterologickom pracovisku v 1. Stkromnej
nemocnici Kogice Saca, a. s. Kazdy pacient podstapil
iny typ liecby s réznou uspesnostou. Vek pacientov
sa pohyboval od 23 do 74 rokov.

Kazuistika cislo 1
Zena, 74 rokov

Objektivny nalez: vyska 168 cm, hmotnost’ 71
kg, BMI 25, v minulosti podstipila abdominalnu
hysterektomiu.

Rodinna anamnéza: obaja rodic¢ia zomreli. Otec
bol lieCeny na arteridlnu hypertenziu, stirodenci su
udajne zdravi.

V roku 2002 bola zena prijata na kliniku.

Anamnéza: 2 tyzdne mala opakovane riedku
stolicu (v noci az 6 krat), vyrazne schudla, nemala sa
dobre, bola slaba, pocitovala bolest’ brucha.
Diagnostika: kolonoskopicko-rektoskopické a labo-



ratorne vysetrenie, ultrazvuk brusnych organov. Pri
kolonoskopii boli viditelné hemoragicko-kataralne
zmeny s drobnymi ulceraciami, pritomné vonkajsie
a vnutorné hemoroidy I[. a II. stupna, sliznica
cervenoruzovej farby, polypoidne zhrubnutd riasa
bola odobrata na histologické vySetrenie.

Zaverom vysetreni bolo stanovenie diagnozy
kolitida —
postihnutie, ktorej hlavnym spustacom bol stres a

ulcer6zna subtotalne  lavostranné
sekundarna anémia stredne tazkého stupia. Pacientke
bol nasadeny prednizon a mesalazinové capiky.

V roku 2003 sa stav napriek lie¢be nezlepsSoval,
pacientka mala stolicu 10 az 15-krat denne, nieckedy
vylu€ovala len krv. Doslo k zmene liecby, nepodavala
sa p.o.

Liecba: mesalazin a prednizon boli vysadené a
nahradené inymi liekmi, napr. azatioprinom 100 mg,
ktory bol u pacientky pripravou na moznt biologicku
liecbu.

sa neskor u
H. pylori, bol
nasadeny omeprazol, klaritromycin a metronidazol.

Pri  histologickom vySetreni

pacientky potvrdila pritomnost’

Laboratorne vysledky krvného obrazu naznacili
dosledok imunosupresivnej liecby azatioprinom.

Opakovane bola vysadzana a nasadzana liecba
imunosupresivami v zavislosti od remisie ochorenia.
V roku 2004 doslo z ekonomickych dovodov k zmene
liecby na Salofalk (mesalazin).

V rokoch 2005 a 2008 bola pacientka
hospitalizovana na internom oddeleni pre relaps
ochorenia. Bola nasadend nasledujica liecba:
mesalazin supp., vysoké davky prednizoénu a prisne
diétno-rezimové opatrenia.

V roku 2009 nastalo doCasné zhorSenie stavu,
kedy sa u pacientky objavila stolica s primesou krvi a
tenezmy v doésledku uzivania nimesulidu (Coxtral).

V sucasnosti je pacientka v remisii, navstevy
lekara nie su také Casté (3 — 4 x ro¢ne) ako pri relapse
ochorenia (17 x ro¢ne), pacientka pravidelne uziva

lieky a dodrziava prisne diétno-rezZimové opatrenia.

Kazuistika cislo 2
Zena, 40 rokov
Pacientke s anamnézou dyspeptickych tazkosti
od juna 2009 bola az po opakovanych vysetreniach
v juli 2010 potvrdena diagnéza — Crohnova choroba
s postihnutim tenkého aj hrubého ¢reva — fistulujica
boli

azatioprin. Napriek liecbe pretrvavala zapalova

forma. Pacientke nasadené¢ kortikoidy aj
aktivita a aj recidivujlce abscesy, pre ktoré bola
opakovane hospitalizovana na klinike. Pacientka
netolerovala budezonid. Z tychto dovodov bola
podana ziadost o zvazenie aplikacie biologickej
liecby.

Stcasna lieCba zahfna azatioprin, mesalazin,
acidum folicum, ciprofloxacin, metronidazol, pan-
toprazol a Zelezo.

Konvencna liecba bola u tejto pacientky malo
efektivna, preto pacientka v rokoch 2011 — 2012
uzivala pripravok Remicade s ucinnou latkou
infliximab. Biologicka liecba nebola uspesna. Stav
pacientky hlavne z aspektu fistul nebol dobry, preto
bola indikovana chirurgicka liecba. V roku 2012
bola vykonana lavostranna hemikolektomia a vlavo
vyvedena transverzostomia, ktora ma pacientka
doteraz.

V sucasnosti musi pacientka uzivat lieky
mesalazin a azatioprin aj napriek odstraneniu casti
hrubého ¢reva. Bola jej odporucana bezzvySkova

diéta a pravidelné kontroly.

Kazuistika cislo 3
Zena, 23 rokov
Rodinnd  anamnéza: v rodine sa vyskytuje
ochorenie Stitnej zl'azy a cukrovka.
Liecba:

probiotika, enteralna imunomodula¢na podpora.

mesalazin 500 mg, ciprofloxacin,
Objektivny nalez: v roku 2011 bola pacientke
diagnostikovana Crohnova choroba blizSie neurce-
néd s extraintestindlnymi prejavmi, napr. erythrema
nodosum a oligoartritidou.
Pacientke bola vykonana MR enterografia bez i. V.
podania kontrastnej latky a spazmolytika pre vyrazni

fragilitu Criev. VySetrenie malo znizentl vypovednu
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hodnotu a iba orientacny charakter.

V januari 2014 doslo pri kolonoskopii k perforacii
céka, preto bola potrebna axialna ileostomia.

V septembri 2014 pacientka podstapila chirurgicky
zakrok a bola vykonana resekcia terminalneho ilea
a céka pre stenozu ilea a axidlna ileostomia bola
zrusena.

Nasadena medikamentdzna liecba spocivala v
uzivani mesalazinu, azatioprinu a roéznych davok
prednizénu.

V sucasnosti pacientka nereSpektuje rady lekara
(non-compliance) a pri zlepSeni stavu neuziva lieky,
preto sa oCakava recidiva ochorenia. Pri zhorSeni
stavu a opatovnom prepuknuti ochorenia bude znovu
potrebny operacny zakrok.

Kazuistika cislo 4
Zena, 49 rokov

Rodinna anamnéza: bez pozoruhodnosti.

Objektivny nalez: pacientka sa nelie¢i na Ziadne
ochorenie, v roku 2000 podstipila pravostranni
hemikolektémiu kvoli Crohnovej chorobe.

V roku 2003 pacientka po hemikolektomii
navstivila kliniku kvoli dlhSie pretrvavajicim
tazkostiam. St’aZzovala sa na bolesti brucha, zvracanie,
zvysenu teplotu, stolicu mala 1 — 2 x denne bez
primesi.

Pacientka podstupila kolonoskopiu. V useku colon
transversum pred linearnou flextirou v useku pribliz-
ne 15 cm boli pozorované deformované slizni¢né
riasy. Pritomny bol obraz dlazdicovych kociek a
znizena kontraktibilita postihnutého useku Creva.
bola

choroba s parciadlnou stenézou tenkého Creva. Pri

Pacientke diagnostikovanad ~ Crohnova
zlieCbe prednizénom v nizsej davke — 20 mg ¢revo
znamky

subakutnu obstrukciu. Davky prednizénu sa zvysili na

prejavovalo exacerbacie ochorenia —
40 mg. Nad’alej mala uzivat’ mesalazin, metronidazol
a vysoké davky azatioprinu. Nasledne jej boli znizené
davky azatioprinu. Nutné bolo kontrolovat krvny
obraz. Pacientke bolo odporucené vylucenie nikotinu,
bezzvyskova diéta a prechodne bola podavana

enteralna vyziva. Davky azatioprinu a prednizénu sa
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pravidelne menili v zavislosti od priebehu ochorenia.
V roku 2008 bolo pacientke vykonané zobrazovacie
vysetrenie — CT iridografia. Zaverom vySetrenia bol
nalez miernej progresie sten6zy. Ojedinele sa vyskytli
¢revné klucky v pravom mezogastriu s hrubSou
stenou a vyraznym postkontrastnym sytenim.

V roku 2013 pacientka podstupila polypektomiu a
odstranenie polypov z c. transversum bolo vykonané
bez komplikacii.

V stcasnosti st v tenkom c¢reve minimalne
kataradlne zmeny, ojedinelé erozie az ulceracie a
sliznica je bez patologickych povlakov. Pacientka
pravidelne uziva predpisané liecky — mesalazin 500
mg.

DISKUSIA

V gastroenterologickej ambulancii sa lekari
takmer denne stretdvaji s pacientmi trpiacimi
nesSpecifickymi  ¢revnymi  zapalmi. Sucasnym
trendom v terapii tychto ochoreni je individualny
pristup k pacientom vzhladom na Specifickost’
kazdého pacienta (Agrawal a Colombel, 2019).
Derivaty kyseliny 5-aminosalicylovej zostavaju
aj v obdobi vyvoja a nastupu novsich liekov stale
kIiCovym terapeutickym prostriedkom pri 'ahkych
a stredne zévaznych formach ulcerdznej kolitidy
a dolezité miesto maji aj u pacientov s Crohnovou
chorobou.

Kazdy pacient oc¢akava od liecby plnohodnotny
zivot bez symptomov ochorenia, neziaducich ucinkov
liecby a bez potreby chirurgického zakroku (Chung a
kol., 2018). Dolezitym kritériom spokojnosti pacien-
ta su aj len obCasné navstevy pacienta u lekara. Lekar
od nastavenej lieCby oCakava stabilizaciu zdravotného
stavu pacienta a vyhnutie sa invalidizacii, a to vSetko
pri unosnych finan¢nych nakladoch (Gregus, 2017;
Raffa¢ a kol., 2017). Terapia pacientov do veku 18
rokov sa do vel’kej miery odliSuje od liecby dospelych
(Dalzell a Ba’Ath, 2019). Problémy s adherenciou
k lie¢be nastupuju u pacientov s obdobim puberty.
Viaceré stadie poukazuju na klesajucu adherenciu

medzi 8. az 18. rokom zivota pacienta (Mosnarova,



2017).

Chirurgicka liecba prichddza do uvahy pri
netaspechu konzervativnej lieCby alebo v pripade
komplikacii (Spiceland a Lodhia, 2018), kedy sa
odstranuju celé useky creva postihnuté chorobou a
vytvori sa trvaly ¢revny vyvod v koncovej Casti, tzv.
terminalna ileostomia. Recidivy st pomerne Casté, a
preto sa vacsina lekarov snazi cakat’ s operaciou o
najdlhsie obdobie (Rahal a kol., 2018). Zlyhanim
konzervativnej liecby sa rozumie neschopnost
zvladnut' akutny atak a nedosiahnut’ remisiu ani po
2 — 3 mesiacoch liecby, ¢asto s prejavmi neziaducich
ucinkov liekov. Medzi dostupné operacné techniky
zarad’'ujeme bypass, resekciu s ileostomiou, rozne
typy docasnych stomii a iné (Pechan,1997). Stomie
2013).
Starostlivost’ o stomiu je dolezitou sucastou liecby

rozliSujeme trvalé a docasné (Hlavaty,

a zaCina ihned’ po operacii, ako u pacientiek v

kazuistike ¢islo 2 a 3, ktorym bolo stomické vrecusko

na ¢revny vyvod pripevnené uz na operacnej sale.
Konzervativna  farmakoterapia

pena aminosalicylatmi, kortikosteroidmi,

je  zasti-
imuno-
supresivami a antibiotikami. Tato liecba je indikovana
skoro u vsetkych pacientov, ako to bolo aj v pripade
uvedenych kazuistik. Pacienti musia uzivat' tieto
lieCiva aj napriek tomu, ze podstapili napriklad
chirurgicku lie¢bu. U¢inné latky mozu byt podavané
nielen systémovo, ale aj lokalne ako capiky, rektalne
peny alebo rektalne nalevy. Pri lokalnych pripravkoch
vsak treba brat do uvahy ich obmedzeny rozsah
poOsobenia.

Aminosalicylaty su povazované za prvu liniu
liecby pri miernej a stredne tazkej forme ulcer6znej
kolitidy a pri Crohnovej chorobe. Dominantné
postavenie pri terapii tychto ochoreni ma v sucasnosti
kyselina 5-aminosalicylova.

Kortikosteroidy su latky, ktorych vyhodou je
rychly nastup ucinku a vysokéd efektivnost. Ak je
liecba kortikodependentna alebo kortikorezistentna a
bez kortikoidov nedochadza k zlepseniu stavu, zacina
sa lieCba imunosupresivami.

Cyklosporin A je vdaka svojmu rychlemu nastupu
ucinku povazovany za liek prvej vol'by pri kolitide a

toxickom megakolone.

Biologicka terapia je najnov§im typom terapie
kolitidy a
pripadoch, ked pacienti nereagujii na konvencnu

ulcerdznej Crohnovej choroby v
liecbu kortikoidmi a imunosupresivami (Dreesen
a Gils, 2019). Potom sa v terapii vyuziva napriklad
infliximab v konven¢nej davke 5 mg/kg (Bunganic¢
a Fedurco, 2008; Lata a Bures, 2010; Church a kol.,

2019).
ZAVER

Idiopatické crevné zapaly patria medzi ochorenia
0 zvysujucou sa incidenciou a prevalenciou. Pri¢ina
vzniku tychto zépalov nie je v sti¢asnej dobe znama.
Na vzniku tychto ochoreni sa podiel’a viacero faktorov
ako stres, fajéenie, geneticka predispozicia a mnoho
d’alsich, ktoré sme podrobnejsie opisali v texte. Tieto
ochorenia postihuju pacientov vo vsetkych vekovych
kategoriach a negativne ovplyviiuji kvalitu ich Zivo-
ta. Typické brusné symptomy tychto ochoreni su
hnacka, bolesti brucha, zvracanie. Charakteristické
pre tieto ochorenia st aj mimobrusné prejavy ako
postihnutie kibov, o&i, koze a podobne. Medzi
dolezité vySetrenia odhalujice tieto ochorenia
patri predovSetkym kolonoskopia a histologické
vySetrenie.

Snahou lekarov u pacientov so zapalovymi ocho-
reniami Criev je nastavenie optimalneho liecebného
postupu, ktory musi byt vzhl'adom na réznorodost’
priebehu ochorenia individualny. Crohnova choroba
a ulcerdzna kolitida s chronické ochorenia, ktoré si
vyzaduju celozivotnu lieCbu a castokrat mnohopocet-
né chirurgické zakroky. Ked'ze ide o nevylieCitelné
ochorenia, je vel'mi dolezita aj dovera v lekara, ¢o
moze ovplyvnit’ nielen spolupracu pacienta pri liecbe
(compliance), ale aj efekt samotnej liecby.

V stadii sme chceeli poukazat’ na rézny priebeh
tychto ochoreni v zavislosti od discipliny pacientov.
Pacienti, ktori dodrziavaju diétno-rezimové opatrenia
a pravidelne uzivaju lekarom predpisane lieky aj v
obdobi remisie, maju nizsie riziko relapsu ochorenia

ako nedisciplinovani pacienti.
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ABSTRAKT

Cordyceps (husenica ¢inska) patri k
najcennejSim hubam tradi¢nej ¢inskej mediciny.
Ide o jedli paraziticki hubu, ktora rastie v
nadmorskych vyS§kach nad 3 500 metrov hlavne v
oblasti hor Tibetu, v éinskych provinciach Sichuan
a Yunnan. Pozitivne ovplyviiuje mnohé systémy
Pudského organizmu: obehovy, respiracny a
imunitny systém. V tradi¢nej ¢inskej medicine
sa pouZiva aj ako pomocna liatka v pripade
Sthdia
stanovenim antioxida¢nej a enzymatickej aktivity
pripravenych ktoré
pochadzaji z dvoch kmenov: Ophiocordyceps
sinensis (MFTCCB025/0216, MFTCCB027/0216)

a Paecilomyces hepiali MFTCCBO023/0216). Tieto

onkologickych ochoreni. sa zaobera

alkoholovych extraktov,
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boli kultivované na ryZovom substrate Oryza
sativa indica a Oryza sativa japonica. Najlep$iu
schopnost’ vychytavat’ stabilny DPPH radikal
mal extrakt pripraveny z Ophiocordyceps sinensis,
ktory bol kultivovany na Oryza sativa indica
(IC,, 2,00 mg.ml"). Pri stanoveni enzymatickej-
proteolytickej aktivity na substrat kazein, extrakt
z Paecilomyces hepiali pestovany na Oryza sativa
japonica vykazoval aktivitu porovnatel'na s
aktivitou trypsinu v mnozZstve 3,32 pg. Vyuzitim
NMR spektroskopie (1D a 2D NMR spektra)
boli v pripravenych metanolovych extraktoch
identifikované nasledovné chemické zliceniny:
kyselina olejova, Kkyselina linolova, Kkyselina
octova, kyselina jantarovda, mocovina, tyrozin,
fenylalanin, uracil a glycerol. Vybrané extrakty sa
nasledne testovali na Styroch typoch nadorovych



bunkovych linii: HCT, Jurkat, HeLa a MCF-
7, pricom rozdiel v inhibicii rastu jednotlivych
bunkovych linii bol medzi pripravenymi extrakt-
mi vyrazny. Hodnoty inhibi¢nej koncentracie IC_
sa pohybovali v rozmedzi 0,150 — 2,786 mg.ml".

Kracové slova: antioxidaéna a enzymaticka
aktivita;, DPPH radikal; extrakcia; Kkultivacia;
NMR spektroskopia; Ophiocordyceps sinensis;
Paecilomyces hepiali

ABSTRACT

Cordyceps is one of the most valuable mushro-
oms in traditional Chinese medicine. It is an edible
parasitic fungus that grows at above 3 500 meters
mainly in the Tibet mountains and the Chinese
provinces of Sichuan and Yunnan. Cordyceps has
positive effects on many systems of human body:
the circulatory, respiratory and immune system.
In traditional Chinese medicine, it is also used as
an adjuvant for oncological diseases. The study
deals with the determination of antioxidant and
enzymatic activity of alcohol extracts from two
strains of Cordyceps: Ophiocordyceps sinensis
(MFTCCBO025/0216, MFTCCB027/0216) and
Paecilomyces hepiali (MFTCCB023/0216). Those
were cultivated on the rice substrates Oryza sativa
indica and Oryza sativa japonica. The extract of
Ophiocordyceps sinensis, which was cultivated on
Oryza sativa indica, had the best ability to uptake
a stable DPPH radical (IC,, 2,00 mg.ml"). When
determining enzymatic-proteolytic activity on a
casein substrate, the Paecilomyces hepiali extract
grown on Oryza sativa japonica showed activity
comparable to trypsin activity of 3.32 pg. Using
NMR spectroscopy (1D and 2D NMR spectra) the
following chemical compounds were identified in
methanol extracts: oleic acid, linoleic acid, acetic
acid, succinic acid, urea, tyrosine, phenylalanine,
uracil and glycerol. The selected extracts were
tested on four types of tumor cell lines: HCT,
Jurkat, HeLa and MCF-7, wherein the difference

in growth inhibition of individual cell lines was
significant. IC,, inhibitory concentration values
ranged from 0,150 — 2,786 mg.ml".

Key words: antioxidant and enzymatic
activity; DPPH radical; extraction; cultivation;
NMR spectroscopy; Ophiocordyceps sinensis;

Paecilomyces hepiali
UVOD

Cordyceps patri medzi vzacne a liecivé
parazitické huby, ktoré st sucastou tradi¢nej ¢inskej
a tibetskej mediciny. Jej lieCivé ucinky na l'udsky
organizmus su zname uz viac ako 2000 rokov. Nazov
Cordyceps pochadza z latinskych slov cord a ceps,
ktoré znamenaji palica-kyjak a hlava. Jej tvar dal
aj zaklad slovenskému nazvu tejto huby — zezlovka.
V Cine sa nazyva ,, DongChongXiaCao*, v preklade
,»V zime Cerv, v lete trava“. Kmen Cordyceps sa zo
systematického hl'adiska zarad’'uje do riSe huby, aj
ked’ z hl'adiska taxonomického sa o hubu ako taku
nejednd. Telo Ophiocordyceps sinensis pozostava
z mumifikovanych pozostatkov lariev hmyzu,
predovsetkym himalajskej netopierej mole Hepialus
armoricanus Oberthur (Lepidoptera) (Coates a
kol., 2010). Za Siroké spektrum biologickej aktivity
je zodpovedné rozmanité zastipenie chemickych
Medzi

parazitujiicej huby patria antibakterialne, antioxidac-

zlucenin. najzaujimavejSie ucinky tejto

né, antivirusové a protinadorové ucinky, huba
pozitivne vplyva na krvny tlak, oblicky, pecen, pltca,
znizuje hladinu cukru v krvi, podporuje imunitu, ale
aj sexualnu potenciu a posobi protistresovo (Yao a
kol., 2014).

V roku 2008 sa cena prirodného Cordycepsu
v San Franciscu pohybovala okolo 75 000 $ za
kilogram. Vysoka cena plodnic bola pric¢inou vel’kého
zaujmu o zber na nahornych plosinach Tibetu,
Nepalu ¢i Bhutanu. Pre miestnych obyvatel'ov bol
prijem z predaja zezloviek hlavnou ¢ast'ou prijmov,
¢o sa prejavilo agresivnejSim spdsobom zberu
(Holliday a kol., 2008). Nadmerny zber mal za
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Obr. 1: a) prirodny Ophiocordyceps sinensis, b) umelo kultivovany Paecilomyces hepiali (Chioza a kol., 2014)

nasledok devastaciu izemia a narusenie ekologickej
rovnovahy. Vzhl'adom na dopyt a cenu sa na trhu
objavuji aj iné huby z rodu Cordyceps, napr.
Cordyceps militaris. Vdaka DNA sekvenovaniu sa
podarilo identifikovat kmeni CS-4 (Paecilomyces
hepiali), ktory sa pod tymto oznaCenim predava
od roku 2005 (Yu a kol., 2016; Pang a kol., 2018).
CS-4 je povazovany za najucinnejs$i kmen mycelia
Cordycepsu, ktory je pestovany umelo, na substrate
(vid’ obr. 1, Chioza a kol., 2014). V minulosti sa ako
substrat najcastejSie pouzivala so6ja, ale pri pouziti
geneticky modifikovanej soje sa na fiu objavovali
alergie, ako aj spojitost’ so vznikom rakoviny prsnika.
Neskor bola s6ja nahradena inym substratom — ryZou.

Stadia je zamerand na $tadium alkoholovych
extraktov pripravenych prave z tychto dvoch kmenov
hab — Ophiocordyceps sinensis a Paecilomyces
hepiali, ktoré boli kultivované na dvoch typoch
ryzovych substratov (Oryza sativa indica a Oryza
sativa japonica). Zaobera sa testovanim ich
antioxidacnej, enzymatickej a biologickej aktivity
(bunkové linie HCT, Jurkat, HelLa a MCEF-7) s
naslednym stanovenim obsahovych latok v extrak-
toch pomocou NMR spektroskopie.
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MATERIAL A METODY

Vzorky hib

Celkovo boli testované tri vzorky — extrakty,
ktoré pochadzaju z réznych produkénych kmenov
hub Ophiocordyceps sinensis (MFTCCBO025/0216,
MFTCCBO027/0216) a  Paecilomyces hepiali
(MFTCCBO022/022013), ktoré pochadzaju z firmy
Mykoforest VelCice (Slovenska republika). Tie boli
kultivované na dvoch substratoch ryze (Oryza sativa
indica a Oryza sativa japonica).

Chemikalie

Chemikalie sa pouzili v komeréne dostupnom
stave bez d’alSieho Cistenia: metanol (Sigma-Aldrich,
USA);  2,2-difenyl-1-pikrylhydrazylovy  radikal,
3-(4,5-dimetyltiazol-2-yl)-5-(3-karboxymetylfenyl)-
2-(4-sulfofenyl)-2H-tetrazo6lium bromid; dihydro-
génfosforeCnan draselny (Mikrochem, Slovenska

republika), hydroxid sodny, kazein, kyselina
trichloroctova; trypsin 250 U.mg? (American
Pharmaceutical Review, Severna  Amerika);

deuterovany dimetylsulfoxid DMSO-d, (Merck
Millipore, Nemecko). Rozptistadla urcené na meranie
UV/VIS spektier sa pouzili v komeréne dostupnom



stave. Na monitorovanie poc¢tu chemickych latok v
extraktoch sa pouzila tenkovrstvova chromatografia
(TLC) na aluminiovych platni¢kach Merck Millipore
(Nemecko), SiO, 60 F,,.

Pristroje

Pri praci boli pouzité nasledovné pristroje:
Spektrofotometer Cytation 3 Cell Imaging Multi-
Mode Reader (Biotek, Winooski, VT, USA);
spektrofotometer Biochrom Libra S12 (USA), pH
meter InoLab (WTW, pH 720, Nemecko); rotacna
vakuova odparka IKA RV 10 digital (Nemecko);
susiarenn ED APT Line II (Binder, Nemecko); NMR
spektrometer VNMRS 600 MHz (Varian, Palo Alto,
Kalifornia, USA).

Priprava extraktov

Metanolové extrakty boli pripravené dvoma
technikami: refluxovanim a maceraciou do metanolu.
Pri oboch technikach sa navazilo 5 g vzorky 1
(Ophiocordyceps sinensis, Oryza sativa indica), 2
(Paecilomyces hepiali, Oryza sativa japonica) a 3
(Ophiocordyceps sinensis, Oryza sativa japonica).
Vzorky 1 — 3 sa po hodinovom refluxovani prefiltro-
vali a odparili do sucha na rotacnej vakuovej odparke.
Nasledne sa vypocitala vytaznost’ extraktov 1 — 3. K
vzorkdm 1 — 3 sa pridalo 50 ml metanolu a dalo sa
to na 24 hodin macerovat’ do tmavej miestnosti. Tak,
ako v predchadzajicom postupe, aj tieto extrakty sa
prefiltrovali, odparili dosucha na rotacnej vakuovej

odparke a vypocitala sa ich percentualna vytaznost’.

Stanovenie antioxidac¢nej aktivity

Pri stanoveni antioxidacnej aktivity sa vyuzila
DPPH (2,2-difenyl-1-pikrylhydrazylovy radikal)
metdda. Pri meraniach sa pouzil vzdy Ccerstvo
pripraveny 0,2 mmol.dm? zasobny metanolovy roz-
tok stabilného DPPH radikéalu s maximalnou hodno-
tou A 517 nm. Extrakty sa nariedili metanolom v
koncentracii 10,000 mg.ml?; 5,000 mg.ml?; 2,500
mg.mlt; 1,250 mg.ml?; 0,625 mg.ml? a 0,312
mg.ml*. K takto nariedenym vzorkam sa pridal 1 ml
0,2 mmol.dm* DPPH radikalu. Extrakty vzoriek sa

nechali inkubovat’ 30 minut pri laboratérme;j teplote v
tme. Po tomto Case sa merala absorbancia pri 517 nm
oproti slepej vzorke — ¢isty metanol. Kazdé meranie
sa pre kazdu vzorku uskutocnilo 3-krat. Vysledky
merani su uvadzané ako IC | (koncentracia substratu,
ktora spdsobuje 50 % stratu aktivity DPPH radikélu)
(Wang a kol., 2005).

Stanovenie enzymatickej aktivity

Pri stanoveni proteolytickej aktivity sa vy-
uzili nasledujuce roztoky: tlmivy dihydrogén-
fosfore¢nanovy roztok s koncentraciou 0,2 mol.
dm? s pH 7,5; zasobny roztok trypsinu (100 mg
typsinu rozpusteného v 100 ml fosfore¢nanového
tlmivého roztoku) a 1 % roztok kazeinu pripraveny
rozpustenim 0,1 g kazeinu v 10 ml fosforecnanového
tlmivého roztoku. 200 mg vzorky 1 — 3 v 2 ml
dihydrogénfosfore¢nanového tlmivého roztoku sa
inkubovalo pri 37 °C 1 hodinu. Po tomto ¢ase sa k
vzorkam pridali 2 ml 1 % kazeinu vo fosfore¢nanovom
timivom roztoku s pH = 7,5. Zmes sa nechala
inkubovat’ 1 hodinu pri 37 °C.

Enzymaticka reakcia sa nasledne zastavila
pridanim 3 ml 10 % kyseliny trichloroctove;j.
Zrazenina sa nechala formovat 20 minat a po
odfiltrovani sa merala absorbancia roztokov pri
280 nm oproti slepému pokusu, ktory sa pripravil
pre kazda vzorku zvlast: 3 ml 10 % kyseliny
trichléroctovej + 200 mg vzorky 1, 2, resp. 3 + 2
ml 0,2 mol.dm= timivého roztoku s pH 7,5 + 2 ml
1 % roztoku kazeinu v tlmivom roztoku (Wu a kol.,
2011). Pri vypocte mnozstva trypsinu v jednotlivych
vzorkach 1 — 3 sa vyuzil program Microsoft Excel,
kde sa pomocou kalibra¢nej priamky pre trypsin na
zéklade funkcie A = f (hmotnost” trypsinu) stanovilo

mnozstvo trypsinu vo vzorkach hub.

Biologicka aktivita

Antiproliferativna  aktivita sa  stanovila
MTS (3-(4,5-dimetyltiazol-2-yl)-5-(3-
karboxymetylfenyl)-2-(4-sulfofenyl)-2H-tetrazo-

testom

lium bromid)). Sledovala sa bunkova viabilita na
Styroch typoch bunkovych linii HelLa (bunkova
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Tab. 1: Oznacenie vzoriek, kmen, substrat a vyt'’aznost’ podl’a zvolenej techniky extrakcie

i Vytaznost’ (%)
Vzorka Kmen Substrat
Reflux Maceracia
Ophiocordyceps sinensis Oryza sativa
1 P yeep yza s 10,12 7.10
(MFTCCB025/0216) indica
Paecilomyces hepiali Oryza sativa
2 yces hep ryza st 10,84 5,88
(MFTCCB022/022013) japonica
Ophiocordyceps sinensis Oryza sativa
3 |°P yeep ryza st 4,90 5,32
(MFTCCB027/0216) japonica

linia rakoviny kr¢ka maternice), MCF-7 (bunkova
linia rakoviny prsnika), Jurkat (bunky akutnej
T-lymfocytovej leukémie) a HCT (bunkova linia
rakoviny hrubého creva). Biologicka aktivita sa
stanovila metodikou podla literatiry Aung a kol.,
2007. Bunky sa nasadili na 96-jamkovu platnicku
v danom pocte podla typu bunkovej linie. Po 24
hodinovej inkubécii (37 °C, 5 % CO,) sa pridali
testované extrakty vzoriek 1 — 3 v pozadovanych
koncentraciach. Vychadzalo sa z koncentracie 1
mg.ml* a ta sa nasledne riedila eSte 6-krat. Po 72
hodinach od inkubécie (37 °C, 5 % CO,) s testovanymi
extraktmi vzoriek 1 — 3 sa pridalo 10 pl roztoku MTS/
jamka (pripravend zmes MTS a PMS 20 : 1). Platnicky
sa inkubovali 2 hodiny. Po inkubdcii sa nechali 5
mintt na trepacke a na spektrofotometri sa merala
absorbancia pri 490 nm. Vysledky antiproliferativnej
aktivity su vyjadrené ako IC_ v mg.ml™.

Meranie NMR spektier

Spektralna analyza sa uskutocnila na spektrometri
Varian VNMRS 600 MHz. Extrakty vzoriek 1 — 3
(20 — 30 mg) sa rozpustili v 0,6 ml deuterovaného
dimetylsulfoxidu (DMSO-d,) v kremennych NMR
kyvetach. Uréenie Struktiry chemickych zlicenin v
metanolovych extraktoch vzoriek 1 — 3 si vyzadovalo
kompletnt analyzu 1D a 2D NMR spektier. Aby sa
z protonového NMR spektra urcila kvalita ako aj
kvantita chemickych zlucenin, musela sa uskutocnit’
dokladna analyza 2D NMR spektier (COSY, HMBC
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a HSQC). Ziskané data st uvedené nasledovne:
chemicky posun v J-skale, multiplicita signalov,

integrovana intenzita.
VYSLEDKY A DISKUSIA
Priprava extraktov

V tabulke 1

jednotlivé extrakty vzoriek 1

sa nachadzaju vytaznosti pre
— 3 pripravené
refluxovanim a maceraciou.

Ako vyplyva z tabul’ky 1, najlepsia vytaznost’ sa
dosiahla u extraktu vzorky 2 (10,84 %) pripravene;j
refluxovanim. Vzorka bola kultivovand na substrate
Oryza sativa japonica, kmen Paecilomyces hepiali.
so vzorkou 2, bola zaznamenana u extraktu vzorky 3
(4,90 %), ktora bola pripravena rovnakou extrakénou
technikou. Z porovnani priemernych vytaznosti
extraktov pripravenych refluxovanim a maceraciou
(8,62 : 6,03) vyplyva, Ze extrakty 1 — 3 pripravené
refluxovanim maju v priemere lepSiu vytaznost’ ako
extrakty ziskané maceraciou o 1,42 %. Rozdiely
vo vytaznosti mézu byt spdsobené v pestovani na
roznom substrate, v rozdielnom kmeni hub ako aj

pouzitim rdéznych extrakénych technik.

Antioxidac¢na aktivita

V tabulke 2 sa nachadzaju vysledky antioxidacnej
aktivity pripravenych extraktov stanovené¢ DPPH
metodou. Vysledky st uvedené ako IC, (koncentracia



Tab. 2: Hodnoty IC,, extraktov vzoriek 1 -3
pripravenych refluxovanim a maceraciou

Antioxida¢na aktivita IC_, (mg.ml")
Vzorka
Reflux Maceracia
1 2,00 3,60
2 5,45 4,20
3 4,14 3,56

extraktu, ktora spdsobi 50 %-n1 stratu aktivity DPPH
radikalu) v mg.ml=.

V pripade extraktov pripravenych refluxovanim
najlepSiu  antioxida¢nu aktivitu (IC,) vykazoval
extrakt vzorky 1 (2,00 mg.ml?) Kultivovanej na
substrate Orzya sativa indica, kmen Ophiocordyceps
sinensis. Takmer trojnasobne nizs$iu schopnost
vychytavat' radikal mal extrakt vzorky 2 (5,45
mg.mlt) kultivovanej na Oryza sativa japonica,
kmen Paecilomyces hepiali. NajlepSia schopnost’
vychytavat' stabilny DPPH radikdl u extraktov
pripravenych macerdciou sa namerala u extraktu
pripravené¢ho zo vzorky 3 (3,56 mg.ml?), ktora bola
kultivovana na substrate Oryza sativa japonica, kmen
Ophiocordyceps sinensis. Najvyssia hodnota IC,,
(najmenej aktivny extrakt), sa namerala u extraktu

vzorky 2 (4,20 mg.ml?), ktora bola pripravena

Paecilomyces hepiali. Z porovnania hodnét IC,
extraktov pripravenych maceraciou a refluxovanim
u extraktu vzorky 1 (pripravend refluxovanim,
Ophiocordyceps sinensis, Orzya sativa indica) a
najmenej aktivhymi sa ukdazali extrakty vzorky 2
(kmen Paecilomyces hepiali, Oryza sativa japonica)
pripravené¢  oboma  extrakénymi  technikami.
Rozdielna antioxidacna aktivita méze byt’ zapri¢ine-
na pouzitim réznych extrakénych technik (pri
refluxovani je pouzitd zvysena teplota, ktorda moze
zvysit' rozpustnost” chemickych latok vo vzorkach
hib do rozpustadla). Taktiez odlisny kmen hub
(Paecilomyces hepiali vs. Ophiocordyceps sinensis)
moze vplyvat’ na rozdielne hodnoty antioxidacnej
aktivity pripravenych extraktov a v neposlednom
rade aj pouzity ryZovy substrat, ktory sa taktiez lisi v
obsahovom zastpeni latok s antioxidacnou aktivitou
(glutation, y-tokoferol, y-tokotrienol a pyridoxal-5'-

fosfat) (Hu a kol., 2014).

Proteolyticka aktivita

Extracelularne proteazy st zname ako klicové
enzymy v procese hubovej invazie. Prostrednictvom
proteolytickych enzymov nicia chitin viazuce
proteiny hmyzu. Aj u kmena Ophiocordyceps sinensis
boli identifikované serinové proteazové gény (scpl a
csp2) (Semenova a kol., 2011). Pomocou kalibracne;j
priamkKy pre trypsin a nameranych hodnét absorbancii

jednotlivych vzoriek 1 — 3 sa stanovilo mnozstvo

kultivaciou na Oryza sativa japonica kmen trypsinu v tychto vzorkach (vid graf 1).
Graf 1: Kalibra¢na priamka pre trypsin
0,7 y =0,0479x + 0,0556
0.6 R*= 10,9455 ®

Absorbancia

0 2 4 6
Hmotnost’ trypsinu (pg)

8 10 12 14
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Tab. 3: Hodnoty absorbancii vzoriek 1 — 3 merané

pri 280 nm
Vzorka A (280 nm) m trypsinu (png)*
1 0,150 1,97
2 0,215 3,32
3 0,040 -

*aktvita trypsinu je 250 U.mg?, prepocitané na hmotnost’
trypsinu pomocou kalibra¢nej priamky
A = f (hmotnost’ trypsinu)

V tabul'ke 3 sa nachadzaji hodnoty absorbancii
merané pri 280 nm na stanovenie proteolytickej
aktivity vzoriek 1 — 3 pomocou 1 % substratu roztoku
kazeinu v 0,2 mol.dm? tlmivom roztoku KH,PO,-
NaOH s pH 7,5.

Pri Studiu enzymatickej-proteolytickej aktivity
na substrat kazein sa vzorka 3 ukazala byt neti¢inna.
Vzorka 2 vykazovala aktivitu porovnatelna s
aktivi-tou trypsinu v mnozstve 3,32 pg. ISlo o
vzorku kultivovana na Oryza sativa japonica,
kmen Paecilomyces hepiali. Vzorka 1 kultivovana
na Oryza sativa indica, kmen Ophiocordyceps
sinensis vykazovala aktivitu ako trypsin v mnozstve
1,97 pg. Ako vidiet, rozdiel medzi tymito dvoma
vzorkami je 1,7-nasobne vacsi v prospech vzorky 2.
Rozdielna enzymaticka aktivita mohla byt’ spésobena
v kultivovani na r6znom substrate a takisto aj v

rozdielnych kmenoch hub.

Biologicka aktivita

U pripravenych extraktov sa  stanovila
antiproliferativna  aktivita/cytotoxicita
MTS testu. V tabulke 4 sa nachddzaju hodnoty IC,;

v mg.mlt. V priemere vykazovali vSetky tri extrakty

pomocou

zvySenu antiproliferativhu aktivitu na bunkové
pozorovala na MCF-7 a HeLa bunky. Extrakt vzorky
3 (Ophiocordyceps sinensis, Oryza sativa japonica)
vykazoval najlep$iu schopnost’ inhibovat’ rast Jurkat
buniek v koncentracii 0,150 mg.ml*. Pomerne nizku
hodnotu IC,, mal aj extrakt vzorky 2 (Paecilomyces
hepiali, Oryza sativa japonica), ktory pdsobil
antiproliferativnu  aktivitu  vykazovali extrakty
vzoriek 1 a2 na bunkovu liniu MCF-7 (2,786 mg.ml?)
a HeLa (2,708 mg.ml).

NMR spektroskopia

Pomocou NMR analyzy (*H, 3C, COSY, TOCSY,
HSQC a HMBC) spektier sa podarilo urcit’ chemické
zlozenie extraktov 1 — 3. Identifikovala a stanovila sa
chemicka Struktura pre devit’ chemickych zlucenim
(kyselina olejova, kyselina linolova, kyselina octova,
kyselina jantarova, mocovina, tyrozin, fenylalanin,
Na
nameranych NMR dat sa pouzil softvér Mnova-
MestReNova, version 11.0.4-18998, 2017 (Cobas
a kol., 2017). Na obrazku 2 sa nachadza vybrané

uracil, glycerol). spracovanie a analyzu

'H NMR spektrum extraktu vzorky 2 pripravené z
kmena Paecilomyces hepiali.

Tab. 4: Biologicka aktivita extraktov vzoriek 1 -3

IC,, (mg.ml")
Vzorka/bunkova linia
HCT Jurkat MCF-7 HeLa
1 0,351 0,879 2,786 2,708
0,190 0,269 1,629 0,756
0,421 0,150 0,291 1,937

HCT — bunkova linia rakoviny hrubého ¢reva, Jurkat — bunky akuatnej T-lymfocytovej leukémie, MCF-7
— bunkova linia rakoviny prsnika, HeLa — bunkova linia rakoviny krcka maternice
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Obr. 2: 1H NMR spektrum extraktu vzorky 2 (Paecilomyces hepiali, Oryza sativa japonica) merané v DMSO*
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*¢islovanie zli¢enin v *H NMR spektre (kyselina olejova 1, kyselina linolova 2, kyselina octova
3, kyselina jantarova 4, mocovina 5, tyrozin 6, fenylalanin 7, uracil 8, glycerol 9)

V tabulke 5 sa nachddza NMR charakterizacia
chemickych zla¢enin ziskana kompletnou analyzou
1D a 2D NMR spektier pre extrakty 1 — 3 pripravené
refluxovanim.

Na urcCenie pomeru majoritnych chemickych
zlucenin uvedenych v tabul’ke 5 sa vyuzila integracia
ich odlisSenych protonovych signalov. V tabulke 6
sa nachadza pomer zlucenin v zmesnych spektrach
extraktov 1 — 3. Integrovali sa nasledujuce protonové
signaly: kyselina olejova (2,15 ppm, t, 2H); kyselina
linolova (2,73 ppm, t, 2H); kyselina octova (1,90
ppm, s, 3H); kyselina jantarova (2,25 ppm, s, 4H);
mocovina (5,50 ppm, s, 4H); tyrozin (7,01 ppm, d,
2H), fenylalanin (7,27 ppm, m, SH); uracil (7,40 ppm,
d, 1H); glycerol (3,25 ppm, dd, 2H). Integrovana
intenzita sa prepocitala na 1H.

V porovnani s literatirou (Park a kol., 2013) sa
v pripravenom extrakte vzorky 2 stanovili zlu¢eniny
fenylalanin a tyrozin, ktoré boli taktiez pritomné u
kmena Cordyceps bassiana. Ako vyplyva z tabulky
6, majoritné zluceniny u extraktov vzoriek 1 — 3 boli
kyselina olejova a kyselina linolova a u vSetkych troch

bola pritomna aj mocovina. Z porovnania vsetkych
troch extraktov vyplyva, ze u extraktu vzorky 2
(Paecilomyces hepiali) sa stanovilo najviac odli§nych
chemickych zlu€enin — metabolitov. Je zaujimavé,
7ze extrakty vzorieck 1 a 3 (oba Ophiocordyceps
sinensis), ktoré mali najlepsSiu schopnost’ vychytavat’
DPPH radikal, obsahovali ako majoritné len kyselinu
olejovll a linolova v pomere 2 : 1. Z literatury je
zname, ze izoméry konjugovanej kyseliny linolovej
vykazuju antioxidacné vlastnosti (Liangli a kol.,
2001; Fagali a kol., 2008). Na zaklade chemického
zlozenia pripravenych extraktov a literatury
moézeme predpokladat’, ze za antioxida¢nu aktivitu
su zodpovedné vyssSie mastné kyseliny. Pritomnost’
d’alsich chemickych latok (v extrakte vzorky 2)
negativne ovplyviiuje schopnost’ deaktivovat DPPH
radikal. Naopak, extrakt vzorky 2, ktory obsahoval
najviac roznych chemickych zlicenin, vykazoval
v priemere najlepSiu antiproliferativnu aktivitu
na Studované bunkové linie (HCT, Jurkat, HelLa
a MCF-7). Na zéklade NMR analyzy moézeme

predpokladat’, ze za antiproliferativnu aktivitu mézu
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Tab. 5: NMR charakterizacia majoritnych zlic¢enin v extraktoch 1 -3

Chemicka zliu¢enina

'"H NMR
o ppm (multiplicita signalu*, integrovana
intenzita, oznacenie vodika)

BC NMR
o ppm (oznacenie uhlika)

kyselina olejova

5,32 (m, 1H, H-10); 5,30 (m, 1H, H-9); 2,15
(t, 2H, H-2); 2,03-1,96 (m, 4H, H-8,11);1,46
(qi, 2H, H-3); 1,32-1,23 (m, 20H, H-4, 5, 6,
7,12, 13, 14, 15, 16, 17); 0,85 (t, 3H, H-18)

174,6 (C-1); 129,7 (C-10); 127,7 (C-9); 33,9
(C-2); 26,6 (C-8,11); 24,6 (C-3); 22,0-29,1
(C-4,5,6,7,12,13, 14,15, 16, 17);
13,9 (C-18)

kyselina linolova

5,35-5.27 (m, 4H, H-9,10,12,13); 2,73 (t, 2H,
H-11); 2,01 (t, 2H, H-2); 2,00-1,96 (m, 4H,
H-8,14); 1,46 (qi, 2H, H-3); 1,32-1,23 (m,

14H, H-4,5,6,7,15,16,17); 0,84 (t, 3H, H-18)

176,9 (C-1); 129,7 (C-9,10); 127,7 (C-12,13);
34,0 (C-2); 29,0 (C-14); 27,0 (C-8); 25,3
(C-11); 25,2 (C-3); 22,0-29,1 (C-4, 5, 6, 7,
15, 16, 17); 13,9 (C-18)

kyselina octova

1,90 (s, 3H, H-2)

172,0 (C=0); 20,8 (C-2)

kyselina jantarova

2,25 (s, 4H, H-2,3)

173,5 (C=0); 29,0 (C-2.3)

mocovina

5,50 (bs, 4H, NH,)

159,5 (C=0)

tyrozin

7,01 (d, 2H, H-3,5); 6,64 (d, 2H, H-2,6), 3,
42 (dd, 1H, CH), 2,85 (dd, 1H, CH,), 2,70
(dd, 1H, CH,)

175,0 (C=0); 155,9 (C-4); 131,7 (C-2.6);
127,8 (C-1); 116,9 (C-3,5); 57,2 (C-CH);
36,5 (C-CH,)

fenylalanin

7,30-7,17 (m, SH, CHAr); 3,85 (dd, 1H, CH);
3,15 (dd, 1H, CH2); 2,98 (dd, 1H, CH,)

173,5 (C=0); 135,0 (Co-); 128,9 (Cm-);
127,5 (Cp-); 55,7 (C-CH); 36,4 (C-CH.)

uracil

7,40 (d, 1H, H-5); 5,48 (d, 1H, H-6)

165,0 (C=0); 152,3 (C=0); 142,9 (C-6);
101,0 (C-5)

glycerol

3,41 (qi, 1H, H-2); 3,33 (dd, 2H, H-1,3);

3,25 (dd, 2H, H-1,3)

72,3 (C-2); 62,7 (C-1,3)

*s-singlet, d-dublet, t-triplet, gi-kvintet, bs-broad singlet, dd-dublet dubletu, m-multiplet

88

Tab. 6: Pomer majoritnych chemickych zlicenin uréeny z 'H NMR spektier extraktov 1 —3

Integrovana intenzita odliSenych signalov

Vzorka Kyselina olejova : kyselina linolova : kyselina octova : kyselina
jantarova: mocovina : tyrozin : fenylalanin : uracil : glycerol
1

0,50:0,25:0:0:0,22:0:0:0:0

0,50:1,18:0,16:0,16:0,72:0,26:0,06:0,10: 0

0,50:0,33:0:0:0,18:0:0:0:0,23




byt zodpovedné polysacharidy, ktorych chemickt
Struktiru sa nepodarilo uré¢it, no v pracach mnohych
autorov su prave tieto chemické zluceniny izolované
z hub zodpovedné za antitumorovu aktivitu (Meng a
kol. 2016; Nurmamat a kol. 2018; Yang a kol., 2014;
Zhang a kol., 2007).

ZAVER

Stadia sa zaobera Stadiom troch kmetiov hib

(Ophiocordyceps  sinensis ~ MFTCCBO025/0216,
MFTCCB027/0216 ~a  Paecilomyces hepiali
MFTCCBO023/0216), ktoré¢ boli kultivované na

dvoch odlisnych ryzovych substratoch (Oryza sativa
indica a Orzya sativa japonica). Z tychto kmetiov sa
pripravili metanolové extrakty, a to refluxovanim a
maceraciou. NajlepSia vytaznost sa dosiahla u vzorky
2 (10,8 %) pripravenej refluxovanim, produkény
kmen Paecilomyces hepiali (MFTCCB023/0216),
ktora bola kultivovand na japonskej ryzi. Z
nameranych  vysledkov  antioxidacnej aktivity
vyplyva, ze extrakt vzorky 1 pripravenej refluxova-
nim (Ophiocordyceps sinensis, MFTCCB025/0216)
vykazoval najlepSiu antioxida¢nu aktivitu (IC, 2,00
mg.ml™?) v porovnani s najmenej G¢innym extraktom
vzorky 2 (Paecilomyces hepiali), ktory bol pripraveny
rovnako refluxovanim (IC,, 5,45 mg.ml*"). Z troch
Studovanych extraktov sa proteolyticka aktivita
potvrdila u dvoch. Vzorka 3 kultivovana na Oryza
sativa japonica (Ophiocordyceps sinensis) sa ukazala
byt’ neucinna. Vzorky 1 a 2 sa lisili 1,7-nasobne v
mnozstve trypsinu v prospech vzorky 2 (Paecilomyces
hepiali). Tato vzorka vykazovala proteolyticka
aktivitu porovnatel'na s aktivitou trypsinu v mnozstve
3,32 ug. Rozdielna enzymaticka aktivita mohla
byt sposobena v kultivovani na réznom substrate,
a taktiez aj v rozdielnych kmenioch hub. Pomocou
NMR analyzy sa urCilo zastipenie majoritnych
chemickych zlucenin v alkoholovych extraktoch.
Pri testovani biologickej aktivity extrakty vzoriek 1
(IC,, 0,351 mg.ml-1, Ophiocordyceps sinensis, Oryza
sativa indica) a 2 (IC_, 0,190 mg.ml*, Paecilomyces
hepiali) vykazovali najlep$iu G¢innost na HCT

bunkovi liniu a extrakt vzorky 3 (IC., 0,150 mg.ml*,
Ophiocordyceps sinensis, Oryza sativa japonica)

inhiboval najlepsie rast Jurkat buniek.
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ABSTRAKT

Mita pieporna (Mentha x piperita L.) a mita
kucerava (Mentha spicata L.) patria do rodu
Mentha L., ¢ePade Lamiaceae a su bohaté na
silice (mentol, menton, jasmoén, karvon, pulegon),
celkové polyfenoly (kyselina kavova, Kkyselina
rozmarinova) a flavonoidy (eriocitrin a luteolinové
derivaty). Produk¢éni schopnost’ porastov, ako
aj kvalitu drogy Mentha x piperita L., a Mentha
spicata L. ovplyviiuju vonkajSie agroekologické
faktory (podnebie, poda, terén), ale aj Ziviny,
sposob a termin zberu a suSenie.

Cielom predloZenej Studie bolo overit’ vplyv
agroekologickych a intenzifikaénych faktorov
(pestovatel’ské substraty, hnojivd) na obsahové
latky drogy Mentha x piperita L. a Mentha spicata
L.

Na zaklade nasSich pokusov sme zistili,

Ze najpriaznivejSi vplyv na obsah celkovych
polyfenolov v Mentha x piperita L. mala kombina-
cia substratu s tuhym hnojivom (6,35 %). Naopak,
najmensiu  hodnotu celkovych polyfenolov
(2,31 %) sme namerali vo variante kombindicie
substratu s dvomi tekutymi hnojivami. Pri druhu
Mentha spicata L. sme namerali najvy$siu hodnotu
celkovych polyfenolov (6,46 %) pri pouZiti
len jedného hnojiva zapracovaného do pédy.
Najnizsie hodnoty celkovych polyfenolov (2,23 %)
boli zaznamenané v kombinacii substratu a dvoch
tekutych hnojiv. VSetky vzorky sme podrobili
DPPH testu na antioxidacni aktivitu a zistili sme
najniz$iu schopnost’ redukcie u druhu Mentha
spicata L. (52,66 %) a Mentha x piperita L. (60,59
%). NajvyS$sia schopnost’ redukcie bola zistena u
Mentha x piperita L. (84,81%) a Mentha spicata L.

(84,79 %).
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KPudové slova: antioxida¢na aktivita DPPH;
celkové polyfenoly; Mentha x piperita; Mentha
spicata

ABSTRACT

A Peppermint (Mentha X piperita) and a
Spearmint (Mentha spicata) are members of
Mentha L. genus, Lamiaceae species and are rich
in essential oils (menthol, menthone, jasmone,
carvone, pulegone), total polyphenols (caffeic acid,
rosmarinic acid) and flavonoids (eriocitrine and
derivates of luteoline). External agroecological
factors such as climate, soil and landscape
conditions together with nutrients, drying and
time of harvest affect the production ability as
well as quality of Mentha x piperita L. and Mentha
spicata L.

The aim of this study was to verify the impact of
agroecological and intensification factors (growing
medium, fertillisers) on Mentha x piperita and
Mentha spicata contents.

Our experiments resulted in the following
findings: the most beneficial effect on total
polyphenol count (6,35 %) in Mentha X piperita
L. was achieved by the combination of substrate
with a solid fertiliser; on the other hand, the
smallest amount of total polyphenols (2,31 %)
was detected with the use of substrate and two
fluid fertilisers in combination. The highest count
of total polyphenols (6,46 %) in Mentha spicata
L. species was detected with the use of only one
fertiliser mixed with soil. The combination of
substrate with two fluid fertilisers showed the
smallest amount (2,23 %) of total polyphenols in
Mentha spicata L. All samples were tested with the
DPPH antioxidant assay. The smallest ability of
reduction detected was 52,66 % in Mentha spicata
L., 60,59 % in Mentha x piperita L. and the highest
(84,81 %) in Mentha x piperita L., and 84,79 % in
Mentha spicata L.

Key words: DPPH antioxidant assay; Mentha x
piperita; Mentha spicata; total polyphenols
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Stale vyssi zaujem o ziskavanie kvalitnych
vstupnych surovin vo farmaceutickom priemysle
prinaSa potrebu hladat’ nové sposoby ako zlepsit
kvalitu ovplyvnenim intenzifikacnych faktorov.
bolo
vplyv agroekologickych a

Hlavnym cielom predlozenej studie
v pokusoch overit
intenzifikacnych faktorov na obsahové latky drogy
Mentha x piperita L. a Mentha spicata L. a na zaklade
dosiahnutych vysledkov navrhnut
priebehu pestovania Mentha x piperita L. a Mentha

spicata L. s cielom zvySit obsahové latky a

optimalizaciu

kvalitu drogy, ale zaroven upozornit' aj na mozni
kontaminaciu drogy.

Rod mita (Mentha L.) patri medzi taxonomicky
zlozit¢é druhy, u ktorych casto dochadza k
hybridizacii a nasledne sa rozmnozuje uz iba
vegetativne. Pre obsah silic, najmd mentolu, sa
najcastejSie pouziva na pripravu ¢ajov, tinktar alebo
extraktov. Tieto produkty maju vzhl'adom na obsah
mentolovych zlucenin prijemnu vonu a obsahuju
vel'ké mmnozstvo polyfenolovych zlucenin, vdaka
ktorym maju pozitivny vplyv na zdravie Cloveka.
Medzi antioxidanty obsiahnuté v rode Mentha L.
patria zluceniny ako karotenoidy, fenolové kyseliny,
flavonoidy a triterpény. Takisto obsahuju aj lipofilné
polysubstituentné flavony, triesloviny ¢i horciny.
Tieto obsahové latky mézu znizit’ Skodlivé oxidacné
reakcie v ludskom tele, najmi viazanim volnych
radikalov.

Hlavnym ciel'om tejto Stadie bolo experimentalne
na dvoch druhoch mity overit’, ako vyrazne je mozné
ovplyvnit’ obsahové latky v rastline pouzitim r6znych
druhov pdd a hnojiv. Nasim cielom bolo vytvorit’ ¢o
najoptimalnejsie podmienky na pestovanie a zistit’ ich
vplyv na obsah celkovych polyfenolov a antioxidacnti
aktivitu.



Tab. 1: Rozdelenie substratov a hnojiv, divkovanie hnojiv pocas celej doby experimentu

Vzorky Substraty + hnojiva 1. davka hnojiva Davkovanie hnojiv
Vzorka 1 Profimix X X
Natura Substrat Bylinkova
Vzorka 2 Zahradka, Natura kvapalné po 3 tyzdnoch 1/14 dni,15 ml/ 2 I vody
hnojivo Bylinkova Zahradka
Vzorka 3 Zahradnicky substrat X X
Vzorka 4 Zéahradnicky substrat + NPK po 4 tyzdiioch 60 g/m?
Vzorka 5 Zahradnicky substrat + Cererit po 4 tyzdnoch 30 g/m?
Zahradnicky substrat +
Vzorka 6 anra Ijlc ,y’su ° r a zapracovat’ do pody 3 1/m?
mastalny hnoj
Vzorka 7 Mastal'ny hnoj zapracovat’ do pody 3 Vm?
Zahradnicky substrat +
Vzorka 8 anra :/Il l(jlt?CZItIG S zapracovat’ do pody d’alej nehnojit’
Zahradnicky substrat +
Vzorka 9 . 4 tyzdnoch 1/7 dni
zorka Kristalon Gold po = tyzdnoe 1’11
15ml/11 vody (Striedat’ 1/7 dni
Zahradnicky substrat + . o \_/0 y (Strieda , o
Vzorka 10 . . , po 4 tyzdnoch Kristalon a 1/7 dni
Kristalon Gold + VK Univerzal . .
VK Univerzal)
MATERIAL A METODY analyzovanej vzorky sme navazili 0,5 g drogy,

Rastlinny material

Mentha x piperita L. a Mentha spicata L. boli
pestované v troch odlisnych substratoch (Zahradnicky
substrat, Profimix, Bylinkova Zahradka) za pouzitia
7 roznych hnojiv (Bylinkova Zéhradka — kvapalné
hnojivo, NPK, Cererit, mastalny hnoj, Multicote,
Vitali Complex, Kristalon Gold). Tymto sposobom
sme vytvorili 10 variantov réznych kombinacii
vzoriek. Rozdelenie substratov a hnojiv, ako aj
davkovanie hnojiv pocas celej doby experimentu je
zhrnuté v tabul’ke 1.

Stanovenie sekundirnych metabolitov

Spektrofotometrické  stanovenie  celkového

mnozstva polyfenolov je zalozené na oxidacno-
reakcii v

redukénej alkalickom prostredi. Z

doplnili do 150 ml destilovanej vody a varili 30
minat. Potom sme zmes vliali do 250 ml odmerky,
doplnili destilovanou vodou a prefiltrovali. Z filtratu
sme pouzili 5 ml a doplnili ho destilovanou vodou
do 25 ml. Celkové mnozstvo polyfenolov pritomnych
vo vzorkach sme zist'ovali kolorimetrickou metédou
s pouzitim Folin-Ciocalteuovho ¢inidla (Singleton a
Rossi, 1965) pri absorbancii 750 nm. Po zreagovani
fenolovych zlucenin s ¢inidlom Folin-Ciocalteu
vzniklo modré sfarbenie. Koncentracia celkovych
polyfenolov bola prepocitana na susinu v droge a
vyjadrena percentudlnym obsahom pyrogalolu.

Stanovenie antioxidac¢nej aktivity
Vsetky analyzované vzorky pozostavali z
navazenia lg zhomogenizovanych listkov dvoch

druhov Mentha a 100 ml destilovanej vody. Zmes
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sa varila 30 minut. Straty odparenim vody sa
doplnili, extrakt sa prefiltroval a pouzil na stanovenie
antioxidacnej aktivity.

Na meranie antioxidacnej aktivity bola pouzita
DPPH metdda zalozena na reakcii DPPH radikalu s
antioxidacne pdsobiacimi latkami roztoku. Vysledky
boli vyjadrené ako percentualny podiel redukcie
radikalu.

Statistické metody

Vysledky v tejto studii st prezentované ako
priemer zo 4 nezavislych merani. Nasledne boli
vysledky Statisticky vyhodnotené a uvedené v
tabulke. Grafy boli vytvorené softvérom Microsoft
Excel 2013.

VYSLEDKY A DISKUSIA

V ramci taxénu M. X piperita sme zistili, Ze
najvyssi obsah polyfenolov mala vzorka 4 (6,35 %)
s pouzitim zahradnickeho substratu a hnojiva NPK,
ktoré¢ sa aplikovalo vzdy 1 x za mesiac. Takmer
totozna hodnota bola dosiahnuta aj pri vzorke 5 (zahr.
substrat + Cererit). Jednalo sa o tuhé granulované
hnojiva s podobnym zloZenim anorganickych zloziek,
ktoré sa lisili len minimalne. Ostatné vzorky dosiahli
mierne nadpriemerné hodnoty [vzorka 3 (4,25 %), 6
(4,88 %), 7 (4,82 %), 8 (4,17 %)]. Pri vzorke 3 to bolo
dosiahnuté pestovanim len v Cistom zahradnickom
substrate, zatial’ ¢o pri ostatnych vzorkach bol pouzity
mastalny hnoj zapracovany do pddy alebo dlhodobo
posobiace hnojivo Multicote. Vysledky dosiahnuté
pri vzorkach 1 (2,43 %), 2 (2,67 %), 9 (3,26 %) a 10
(2,31 %) boli mierne podpriemerné, avsak pri vzorke
1 sme pouzili len samotny substrat bez doplnenia
hnojiva. Pri vzorke 2 sa pouzival bylinkovy substrat
s doplnenim o kvapalné hnojivo, a pri vzorkach 9 a
10 sa pouzivalo totozné krystalické hnojivo doplnené
este o kvapalné hnojivo pri vzorke 10. Pri vzorkach 2,
9 a 10 sme predpokladali, Ze prave v tychto pripadoch
sa potvrdi alebo vyvrati fakt, ze ani kombinované
pouzivanie hnojiv nezabezpeci najvyssi vynos.

V taxone M. spicata sme zistili, ze najvys$si obsah
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polyfenolov mala vzorka 4 s pouzitim zahradnickeho
substratu a hnojiva NPK (6,43 %), ktoré sa aplikovalo
vzdy 1x za mesiac. Vysoké hodnoty boli dosiahnuté
aj pri vzorkach 5 (5,62 %), 6 (5,5 %) a 7 (5,92 %).
Jednalo sa o tuhé granulované hnojivo Cererit a
mastalny hnoj. Pri vzorkach 2 (4,65 %) a 3 (4,49
%) sme dosiahli mierne nadpriemerné hodnoty,
z Coho vyplyva, ze pre odrodu M. spicata toto
zloZenie substratu a hnojiva vyhovuje viac. Vysledky
dosiahnuté pri vzorkach 1 (3,46 %) a 8 (3,11 %) boli
priemerné, ¢o odraza dobre nastavené podmienky
pestovania. Pri vzorkach 9 (2,65 %) a 10 (2,23 %)
boli namerané najnizsie hodnoty polyfenolov.

Z nameranych udajov vyplyva, Ze z hladiska
polyfenolov je najvhodnejSia kombinacia zahrad-
nickeho substratu a granulovaného hnojiva NPK.
Prehnojenie, resp. nadmerné pouzivanie hnojiv moéze
mat’ za nasledok aj znizenu tvorbu pozadovanych
obsahovych latok a méze vyrazne ovplyvnit kvalitu a
toxicitu drogy.

Obsah fenolickych latok je tiez zavisly na type
extraktu, ako uvadzaji Igbal a kol. (2013). Najvyssi
obsah fenolickych latok bol namerany v metanolovych
extraktoch M. longifolia (74,43 mg GAE/g DM) a
najmensi v hexanovych extraktoch, konkrétne 1,7
mg GAE/g DM. Benedec a kol. (2013) uvadzaju pre
M. longifolia 219,2 mg GAE/g DM. Obsah fenolov
v nasich vodnych extraktoch sa pohyboval na Grovni
tesne pod metanolovymi extraktmi (vid’ obr. 1).

Na stanovenie antioxidacnej aktivity sme zvolili
metodu DPPH. Na zaklade dosiahnutych parametrov
sme vyjadrili antioxidacnu aktivitu ako percento
redukcie DPPH radikalu (vid’ obr. 2).

Antioxidacna aktivita sa v pozorovanom taxone
M. x piperita pohybovala v rozmedzi 84,81 % pri
vzorke 1 az po 60,59 % pri vzorke 8. Pri vzorke 1
bol pouzity Profimix substrat bez pouzitia d’alSicho
prihnojovania, kedze vo vztahu k zloZeniu ma
vyborne navrhnutt skladbu latok, ktora dostatocne
stimuluje rastlinu k produkcii metabolitov a zarovein
ma vysokl antioxida¢nu aktivitu. Pri vzorke 8 bolo
pouzité hnojivo s dlhodobym ucinkom, ktoré sa pri

vysadbe zapracovalo do pddy a pocas 6 mesiacov



Obr. 1: Fytochemicka analyza vodnych extraktov na obsah celkovych polyfenolov u méty pestovanych
na odliSnych substratoch s pouZitim réznych hnojiv
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Obr. 2: Antioxida¢na aktivita vodnych extraktov rastlin pestovanych v odliSnych substratoch
s pouZitim réznych hnojiv stanovena metédou DPPH
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sa pomaly uvolilovalo a vyzivovalo rastliny. Tato
kombinacia mala negativny vplyv na antioxidac¢nu
aktivitu rastliny, avSak pozitivne vplyvala na obsah
polyfenolov, kde vysledky sved¢ia o nadpriemernej
produkcii. Pri d’al$ich vzorkach boli namerané o nieco
nizSie hodnoty, no stale s vysokym antioxidaénym
potencialom. Vzorka 4 (83,39 %) vykazala druhu
najvyssiu antioxidacn aktivitu, z ¢oho vyplyva,
ze kombinacia zahradného substratu a NPK sa javi

ako vhodna. Vzorka 5 (81,82 %) dosiahla vysoku
antioxida¢nu aktivitu pri pouziti hnojiva Cererit s
mesacnou frekvenciou aplikacie. Vzorka 7 (82,29 %)
pri pouziti mastal'ného hnoja takisto vykazala vysoki
antioxidacnu aktivitu a zaroven nadpriemerny obsah
polyfenolov.

Hodnoty antioxidaénej aktivity v rode M. spicata
sa pohybovali v rozmedzi 84,8 % pri vzorke 7 az
52,66 % pri vzorke 8. Tato odroda na rozdiel od
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M. x piperita lepsie znasala pridané hnojivo pocas
rastu a zaroven si zachovala vysoku antioxida¢nu
aktivitu. Hnojivo Multicote malo negativny vplyv na
antioxida¢nu aktivitu M. spicata. Zaujimavé hodnoty
antioxidacnej aktivity boli namerané pri vzorkach 1,
3,4, 5 a6. Prva vzorka bola pestovana bez pridaného
hnojiva (len za pouzitia Profimixu), ¢o nam opat’
potvrdilo vhodnost’ tohto substratu pre rod Mentha
L. Pri tretej vzorke sme pouzili len Cisty zdhradnicky
substrat bez pridania hnojiva. Pri vzorkach 4 (71,89
%) a 5 (71,33 %) boli pouzité granulované hnojiva
NPK a Cererit. Ich vplyv na antioxidacnu aktivitu
bol vyborny. Pri vzorke 6 (81,19 %) bola pouzita
kombindcia zahradnickeho substratu a mastalného
hnoja zapracovaného do pody.

Z nasich vysledkov vyplyva, Ze vhodne navrhnuté
hnojiva maji pozitivny vplyv na kvantitu a kvalitu
drogy (vizualna stranka, pocet listov, vyska rastliny,
hmotnost, obsahové latky), ako aj antioxidacnu
aktivitu. Rozdiely, ktor¢é sme zaznamenali u
sledovanych druhov Mentha L. sa nedaju zo-
vSeobecnit’ na iné druhy rodu Mentha L., ako aj na
iné druhy lie¢ivych rastlin.

Rozdiely v antioxidacnej aktivite je mozné
Mentha.

evwe

pozorovat aj v ramci taxénov rodu

antioxida¢nu aktivitu u M. longifolia (12,97 mM
Trolox/100 g) a najvys$siu u M. x piperita var.
piperita ,Agnes‘ (35,31 mM Trolox/100 g). Ahmad
a kol. (2012) uviedli, Ze metanolové extrakty mali
preukazatelne vysSiu antioxidac¢nu aktivitu, priCom
najvys$$ia hodnota bola pozorovana u M. suaveolens,
nasledovana M. longifolia, M. x piperita, M. pulegium,
M. roleyana, M. arvensis, M. spicata a M. citrata. V
uvedenej Studii mala najvyssiu antioxida¢nu aktivitu
M. x piperita ,Danica‘ a najniz$iu M. cervina, pricom
u M. suaveolens bola antioxida¢na aktivita stredna
alebo nizSia v zavislosti od kultivaru ,Jable¢na‘
(43,64 mM Trolox/100 g) a ,Variegata® (35,01 mM
Trolox/100 g).
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ZAVER

V dnesnej dobe je pri pestovani lie¢ivych rastlin
kladeny doraz na Co najvysSiu kvalitu, Cistotu a
¢o mozno najvyssi obsah ucinnych latok. Preto je
vyskum v tejto oblasti vysoko rozsireny a je tu priestor
stale objavovat a zlepSovat’ podmienky, v ktorych sa
pestuju farmaceuticky vyznamné rastliny.

V tejto Stadii sme sa venovali stanoveniu
obsahovych latok v Mentha x piperita a Mentha
spicata pri identifikacii
aktivity. Antioxida¢nymi vlastnostami v Mentha
X piperita a Mentha spicata sa vyznacuju vo vode

sucasnej antioxidacnej

rozpustné polyfenoly (kyselina rozmarinova, kyselina
kavova) a flavonoidy (luteolin, apigenin, eriodiktyol,
hesperetin), na druhej strane su antioxidacnou
aktivitou zname najmé silice (mentol, menton,
jasmon, karvon, pulegon).

Obsah ucinnych latok je zavisly od viacerych
faktorov a podmienok pestovania lieCivych rastlin,
preto bolo naSim cielom zistit, do akej miery sa
daju ovplyvnit' obsahové latky pouzitim rdéznych
substratov a hnojiv pocas vegetacnej doby u Mentha
X piperita a Mentha spicata. Pouzili sme 3 rozne
substraty (zéhradnicky, Profimix a Bylinkova
Zahradku), okrem klasickej pody, ktora sa nachadza v
areali bylinkovej zahrady UVLF. K nim sme zaradili
ako kombinéciu jedno zo siedmych hnojiv (Kvapalné
hnojivo Bylinkova Zahradka, NPK, Cererit, mastal'ny
hnoj, Multicote, Kristalon Gold a Vitaly Komplex
Univerzal), avSak niektoré vzorky poli¢ok ostali
bez pridania hnojiva. UZ pri vysadzani taxonov sme
do pddy zapracovali mastalny hnoj a Multicote.
Kwvapalné a tuhé hnojiva sme zacali pouzivat’ az po 2,
resp. 4 tyzdiioch od vysadby podl'a rozpisu.

Pri stanoveni celkovych polyfenolov sme
prepocitali ich obsah na susent drogu vo vzorkach
a vyjadrili ich percentudlny obsah. Najvyssie
mnozstvo celkovych polyfenolov u Mentha x
piperita sme stanovili vo vzorke 4, a to 6,35 % s
pouzitim zahradnickeho substratu a hnojiva NPK.
Najvyssie mnozstvo polyfenolov u Mentha spicata

sme takisto stanovili vo vzorke 4 (6,43 %) s pouzitim



zahradnickeho substratu a hnojiva NPK.

Antioxida¢nu aktivitu sme stanovovali pomocou
DPPH. Celkova antioxida¢na aktivita rodu Mentha
L. je vysoka, ¢o nam potvrdili aj nase vysledky.
NajvysSiu antioxida¢nt aktivitu u M. X piperita
sme namerali pri vzorke 1 (84,81 %) za pouzitia
substratu  Profimix bez dalSicho prihnojovania.
Jedna sa o novy typ substratu s idealnym zlozenim,
avSak obsah polyfenolov je nizky. Vel'mi blizke
hodnoty antioxidacnej aktivity sme =zistili aj pri
pouziti kombinacie zahradnickeho substratu s NPK
¢i mastal'nym hnojom. Ich antioxidacna aktivita bola
v rozpdti 82,3 % az 83,4 %. Tato kombinacia je pre
pouzitie v praxi vhodnejsia, pretoze okrem vysokej
antioxidacnej aktivity je zachované aj relativne
nadpriemerné mnozstvo polyfenolov.

Na zaklade dosiahnutych vysledkov moézeme
pre prax odporucat pestovanie Mentha x piperita
na pode s aplikaciou Profimixu, kde sme namerali
najvyssiu antioxidacntl aktivitu (84,81 %). Ako
vhodni kombinaciu odporuCame pestovanie na
zahradnickom substrate s aplikaciou NPK (60g/m?),
kde sme namerali antioxida¢ni aktivitu 83,39 %.
Dalsou vhodnou kombinaciou je pestovanie v pode
s aplikaciou mastalného hnoja, kde sme namerali
antioxidac¢nu aktivitu 82,30 %.

Pre pestovanie Mentha spicata podla naSich
vysledkov odporucame pestovat rastlinu v pode
s aplikaciou mastalného hnoja (3kg/m?), kde sme
namerali najvyssiu antioxida¢nu aktivitu (84,80 %).
Ako vhodnu kombinaciu na pestovanie odporacame
eSte pestovanie na Profimixe, kde sme namerali
antioxidac¢nu aktivitu 83,64 %.

Dosiahnuté vysledky poukazuju na to, Ze je mozné
cielene optimalizovat’ produk¢éntl schopnost’ porastov
lie¢ivych rastlin, ovplyvnit mnozstvo obsahovy latok
a bezpec¢nost’ drog.
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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 $tvrtroéne a uverejiiuje
povodné Studie prinasajuce najnovSie poznatky z
farmaceutickej a biomedicinskej oblasti, prehl'adové
clanky a kazuistiky z lekarenskej a z klinickej
praxe. Okrem toho sa v Casopise publikuju aj kratke
oznamenia zamerané na rychle uverejnenie poznatkov
o aktualnych vedeckych problémoch a objavoch vo
farmacii a medicine. Casopis neuverejiiuje spravy
o vedeckych podujatiach a redakciou nevyziadané
recenzie.

Autori su zodpovedni za originalitu zaslanych
prispevkov, spravnost’ ich obsahu a za to, Ze
predkladana praca alebo jej Casti 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 ¢asopisurozhodujeredakéna
rada na zaklade posudkov aspoii dvoch anonymnych
recenzentov. Prispevky schvalené na publikovanie
sa zasielaji autorovi spolu s recenznymi posudkami
na pripadné doplnenie alebo prepracovanie. Autor
vrati redakcii upraveny rukopis a pripoji pisomné
stanovisko k navrhom a pripomienkam recenzentov.
Rozhodnutie redakénej rady o prijati alebo zamietnuti
prispevku je konecné.

Za uverejnenie ¢lanku v ¢asopise sa nevyzaduju

ziadne poplatky.
VSEOBECNE ZASADY

Prispevky sa uverejiiuju v slovenskom, ¢eskom

alebo anglickom jazyku. Ak je prispevok pisany v
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inom ako anglickom jazyku, vyzaduje sa nazov prace,
abstrakt a kI'uCové slova v angli¢tine.

Kompletny text rukopisu vratane fotografii,
obrazkov, tabuliek a grafov sa zasiela v elektronicke;j
forme na nasledovni adresu: folia.pharma@uvlf.
sk. Ak rukopis nespliia pokyny pre autorov, redakéna
rada si vyhradzuje pravo vratit’ rukopis autorom pred
jeho posudenim recenzentmi.

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

Pri zasielani rukopisu autori pripajaju prehlasenie,
ze ich ¢lanok je pdvodny, nebol publikovany ani
zaslany na publikaciu inde.

Ak stadia hodnoti
lekarske alebo vedecké zariadenie/pomdcku, alebo

farmaceuticky produkt,

iny komercny vyrobok, autori informuju vydavatela

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

konkurencnej spolo¢nosti.

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

Skratky a symboly. Pri volbe fyzikalnych
alebo fyzikalno-chemickych symbolov je zavdzny
IUPAC Manual of Symbols and Terminology for
Physicochemical Quantities and Units (Pergamon
Press, Oxford, 1993). Pouzivaji sa len Standardné
skratky. Odporuca 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 odporucani IUPAC. Detailné inStrukcie pre
anglicky pisany text sa nachadzaju v publikaciach
IUPAC Brief Guide to the Nomenclature of Inorganic
Chemistry IUPAC 2015, Pure App. Chem. 87, 1039-
1049, © IUPAC & De Gruyter 2015 and Nomenclature
of Organic Chemistry, IUPAC Recommendations
and Preferred Names 2013, Royal Society of
Chemistry, Cambridge 2014. Je vhodné sa vyhnut
novym trivialnym nazvom. Nové zluceniny musia
byt pomenované systémovym nazvoslovim podla
IUPAC.

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

Priklady:
bisfosfonat (nie bifosfonat), adrenalin/liekopis (nie

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

Latinské terminy sa piSu kurzivou.

Fotografie, obrazky, grafy. Aby sa vyhlo
pripadnym nepresnostiam ¢i chybam, odporti¢ame
pripojit’ fotografie, obrazky a grafy ako osobitny
subor a v texte uviest' odkaz na prislusnu fotografiu,
obrazok a graf. Fotografie maji mat minimalne
rozliSenie na urovni 300 dpi a musia byt’ jasné a ostré.
Vzhladom na technické komplikacie, ku ktorym
moéze dojst pri konvertovani farebnych obrazkov
pre potreby Cierno-bielej tlace sa odportca zaslat’
obrazky a ilustracie vo verzii vhodnej pre takuto
tla¢. V Casopise mdzu mat’ obrazky a ilustracie $irku
len 8,5 cm a nachadzat’ sa na strane Sirokej 17,5 cm,
preto by vel'kost’ pismen v legende mala zodpovedat’
tymto rozmerom. Obrazky, fotografie a grafy maju
byt priebezne ocislované a ma byt k nim pripojeny
prislusny text tykajuci sa obsahu a pripadne aj zdroja.

Cislo a text nema byt stcastou fotografie/obrazku/
grafu. Cislo a nazov obrazku, fotografie a grafu sa
ma umiestnit’ nad a prislusny text tykajuci sa obsahu
a pripadne aj zdroja (legenda) sa ma umiestnit’ pod
nimi. Pri mikrofotografiach text obsahuje aj udaje
o mierke a technike farbenia. Hlavné objekty, zmeny
a zistenia sa v mikrofotografiach oznacuju Sipkou
alebo inym symbolom, ktory je vysvetleny v legende.

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

a maju obsahovat’ podstatné a dolezité¢ udaje,

Tabulky maju priebezne  Cislované
ktoré sa nenachiddzaju v texte. Cislo a prisluiny
opis (ndzov) sa uvadza nad tabulkou. Tabulky
obsahuju vodorovné a zvislé Ciary, ktoré podporuju
prehl'adnost’ zverejnenych udajov. Pod tabul'kou sa
uvadza vysvetlenie symbolov/skratieck pouzitych
v tabul’ke vratane Statistiky (legenda).

Etické popise

vykonavanych na zvieratich sa uvadza, ¢i boli

aspekty. Pri experimentov

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

Statistika. Pri opise pouzitych Statistickych
metod sa uvadzaju informacie potrebné na to, aby
si informovany citatel mohol na zaklade pévodnych
vysledkov overit  ich spravnost’.

STRUKTURA PRISPEVKOV

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

Hlavny text prispevku sa za¢ina nazvom prispevku
v slovenskom alebo v ¢eskom jazyku a nasledne nazov
v jazyku anglickom, ktory ma byt stru¢ny a vystizny
(velké tuéné pismena, velkost’ pisma 14, zarovnanie
na stred). Pod nazvom sa uvadzaju mena autorov

(priezvisko, iniciala/y), pod nimi pracovné zaradenie
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autorov (inStitiicia) a Stat a nakoniec e-mailova adresa
prvého/korespondujuceho autora (vSetko zarovnané
na stred).

Pri empiricky orientovanych stadiach je potrebné
dodrzat’ usporiadanie rukopisu do nasledovnych
asti: ABSTRAKT, UVOD, MATERIAL A ME-
TODY, 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 vynechd vol'ny riadok. Kazdy odsek zacina

zarazkou.

ABSTRAKT

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

a pozorovani.

Key words: KIacové slova (3—10) sa uvadzaju
v slovenskom resp. ¢eskom a v anglickom jazyku
v abecednom poradi pod abstraktom, od ktorého
su oddelené jednym volnym riadkom. Oddel'uju sa
bodkociarkou.

UVOoD
Uvadza sa strucny prehlad problematiky.
Namiesto podrobného literarneho prehladu je

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

koncit’ ciel'om, ktory si autori vytycili.

MATERIAL A METODY

Prezentuje sa podrobny popis a charakteristika
objektov pozorovania/experimentov, vratane kontrol.
Identifikuji sa pouzit¢ metody, pristroje (meno
aadresa vyrobcu v zatvorke) a postupy s dostatoénymi
podrobnostami na to, aby ich bolo mozné
reprodukovat’. Cituju sa zavedené metody a ich zdroje

a strucne sa opisuji metody, ktoré boli publikované,
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ale nie su vel'mi zname. Poskytuje sa kompletny
opis novych alebo podstatne modifikovanych metod,
dévody ich pouzitia a ich pripadné obmedzenia.
Presne sa identifikuju vSetky pouzité lieciva
a chemikalie vratane ich generick¢ho nazvu, davky
a sposobu podavania.

Poskytuju sa kompletné informacie o $tatistickych

metddach a opatreniach pouzitych vo vyskume.

VYSLEDKY

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

Prezentacia vysledkov ma byt vystizna, s logickou
nadvédznostou a vyuzivanim tabuliek a nazornych
grafov. V tabul'kach a grafoch je potrebné sa vyhnut
duplicite prezentovanych vysledkov. V texte sa
zdoraziuji a sumarizuji len dolezité pozorovania.
Tam, kde je to vhodné/potrebné, tabulky maju
obsahovat' vysledky Statistickej analyzy (hladiny

vyznamnosti).

DISKUSIA

Zdoraziuju sa nové a dolezité aspekty Studie,
ktoré¢ vedu ku kone¢nym zaverom. Je potrebné
sa vyhnut podrobnému opakovaniu udajov uz
spomenutych v ¢astiach Uvod a Vysledky. Diskusia
ma obsahovat zhrnutie prezentovanych zisteni,
relevantné obmedzenia a vyznam tychto zisteni
pre d’alsi vyskum. Vysledky $tudie st porovnavané
s publikovanymi vysledkami inych autorov.

ZAVERY

Davaju sa do stvislosti zavery s cielom S§tadie. Je
potrebné sa vyhnut nekvalifikovanym vyhlaseniam a
zaverom, ktoré nie su plne podporované ziskanymi
udajmi. Tam, kde je to vhodné, mdézu sa uvadzat

odportcania.

PODAKOVANIE
(Kurzivou) Ak je to potrebné, uvadza sa
podakovanie (grant, Specidlne analyzy, technicka

podpora...).



ZOZNAM LITERATURY

Vsetky zdroje uvedené v zozname musia byt
citované v texte.

Pouzité zdroje sa v zozname uvadzaju v abecednom
poradi (podla priezviska prvého autora), a kazdy
z nich sa zacina pisat’ na novy riadok s odsadenim.
Zdroje musia obsahovat priezviskd a inicidly
vSetkych autorov. Neodporuca sa pouzit'’ nadmerny
pocet citacii na podporu jedného vyhlésenia.

Od iba
overite’nych a recenzovanych zdrojov z celo-

autorov sa vyZaduje pouZitie
svetovo akceptovanych vedeckych databaz.

V texte sa cituje/i autor/i priezviskom a rok
publikovania. V slovenskom a ceskom jazyku sa
pouzivaju spojky ,,a“ a ,a kol.“, ak je rukopis v
anglickom jazyku spojky ,,and* a et al.“. Viacnasobné
citacie sa uvadzaju v chronologickom poradi.

Pri pisani zdrojov S§tyl a interpunkcia ma

zodpovedat’ prikladom uvedenym nizsie:

W

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

(vedecky/odborny): Priezvisko/a a
Casopisu (kurzivou), rok publikacie, ro¢nik a prislusné
strany. Cislo &asopisu sa uvedie (v zatvorke) len
vtedy, ked’ sa v Casopise neuvadza ro¢nik. MozZno
uviest’ skrateny ndzov Casopisu, 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 —
5509.

Kniha (editovana, needitovana):

Mena a inicidly autorov citovanej Casti knihy,
autori/editori knihy, ndzov 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., B. E.. Pharmaceutical
Capsules, 2nd edn., Pharmaceutical Press, 2004. 66 —

Jones,

67.
Zbornik z konferencie: Mena a inicidly autorov.
Cely nazov clanku. Nazov zbornika/konferencie,
miesto a datum konania, rok publikacie, celkovy
pocet stran alebo citované strany:
Canganella, F., Balsamo, R.: Isolation and
of  probiotic with
antagonistic acti-vity 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.

selection microorganisms

Online ¢asopis:

Simon, J. A., Hudes, E. S.: Relationship of
ascorbic acid to blood lead levels. JAMA 1999, 281,
2289 —2293. http://url. Accessed July 11, 2009.

Online website:

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

PREHUADOVE CLANKY

Publikuju sa aj ¢lanky, ktoré prezentuju sthrnné
informacie o vyznamnych aspektoch vo farmacii a
medicine s relevantnou historickou perspektivou.
Odporucana Struktura prehladovych c¢lankov je
nasledovna:

NAZOV/AUTORI - nazov (aj v angliGtine) ma byt
struény a informativny.

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

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

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

Hlavna ¢ast’ prehl’adového ¢lanku—pre prehl'adnost’
sa pouzivaju relevantné podnadpisy.
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ZAVER - Zodpovedanie otizok pre vyskum,
polozenych v uvode.

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

zdrojov.
KAZUISTIKY

Publikuju sa aj ¢lanky, ktoré prezentuju spravy
o vynimocnom pripade urcitého lieCiva, resp.
substancie ¢i zmesi a jej neobvyklého uc¢inku alebo
opis zaujimavého klinického pripadu, choroby a pod.
Odporuacana struktira kazuistik je nasledovna:
NAZOV/AUTORI — nazov (aj v angliétine) ma byt
struény a informativny.
ABSTRAKT (v anglictine) — skratena verzia celé¢ho
textu s kIi¢ovymi slovami (3-10)
UVOD — vysvetluje dovody, pre ktoré bol dany
pripad opisany
OPIS PRIPADU/PRIPADOV -
kazuistiky - uvadza sa priebeh, liecba, progndza a

hlavna cast

ukoncenie pripadu
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DISKUSIA - zdoéraziuji sa zaujimavé aspekty
pripadu

ZAVER — opisuju sa savislosti medzi hlavnymi
zisteniami/pozorovaniami a ciel'om prace
ZOZNAM LITERATURY

RECENZIA

Publikuju sa aj kritické rozbory odborn¢ho diela
(napr. knihy, ¢lanku), ktoré obsahuju odovodnené
hodnotenie. Struktira
nasledovna:

ZAKLADNE INFORMACIE - uvidza sa nazov

knihy (¢lanku, ¢asopisu), mena autorov (priezvisko,

Odporucana recenzie je

inicidly), miesto vydania a nazov vydavatel'stva, rok
vydania, pocet stran, odporacana cena, ISBN
OBSAH KNIHY (CLANKU, CASOPISU) -
opisuju sa dolezité informacie, napr. ¢im kniha
(¢lanok, ¢asopis) recenzenta zaujala/sklamala.
VYZNAM KNIHY (CLANKU, CASOPISU) -

uvadza sa jej vyuzitie pre odborna verejnost’.

Redakcna rada



