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EDITORIAL

Milé ¢itatelky a Citatelia,

uz je to rok, od kedy predstava vydavania nového casopisu znamenala pre cely redakény tim velka,
av$ak nie nesplnitelnt vyzvu. Omne initium est difficile (kazdy zaciatok je nelahky), aviak o to viac je
pre nas pripadny triumf vzacnejsi.

Koniec roka je ako stvoreny pre rekapituldciu uspechov i neuspechov. Vydavanie ¢asopisu Folia
Pharmaceutica Cassoviensia zaradujeme jednoznacne medzitspechy uplynulych mesiacov. Podarilo
sa nam zaviest do akademickej obce novy, kvalitny ¢asopis, ktorého kazdé ¢islo obsahuje mnozstvo
zaujimavych clankov. Mam radost, Ze Folia Pharmaceutica Cassoviensia sa tesi velkej oblube nielen u
¢itatelov, ale aj u autorov prispevkov, ktorych kazdym c¢islom pribuda.

V poslednom tohtoro¢nom ¢isle sa blizsie docitate o vplyve pH kultivacného média na stabilitu
skvalénovych adjuvantnych emulzii pouzivanych k priprave inaktivovanych vakcin a o matricovych
naplastiach pouzivanych na liecbu schizofrénie u pacientov. Biologickej liecbe sa venuju dva ¢lanky-
jeden pri terapii ulcerdznej kolitidy a a druhy pri reumatoidnej artritide. Posledna cast ¢asopisu sa
zaobera naturalnymi latkami, ktoré su v modernej terapii chordb velmi ziadané. Oboznamite sa blizsie
s hodnotenim uc¢inku extraktu pupavy lekarskej v kombinacii s antimikrobidlnou latkou na bunkovu
odpoved in vitro, o synergickom pdsobeni bergamotovej, pamajoranovej a levandulovej silice voci
izoldtom Candida albicans a o gastrointestinalnych infekciach bakteridlneho pévodu, moznostiach ich
terapie a protektivnom ucinku probiotik.

V poslednych ¢lankoch najdete blizsie informacie o fytoalexine a jeho protinadorovom potenciali
a o u¢inkoch azatioprinu a humanneho dialyzovatelného leukocytarneho extraktu na mononuklearne
leukocyty krvi mor¢iat.

Verim, ze predvianocné ¢islo precitate s radostou aby ste sa nieco nové sa naucili, lebo vzdelanie je
najvacsim bohatstvom ¢loveka.

Prajem Vam prijemné ¢itanie a pokojné prezitie viano¢nych sviatkov.

prof. MVDr. Zita Faixova, PhD.
vykonna redaktorka



EDITORIAL

Ladies and gentlemen,

it’s already been a year since a vision of publishing a new pharmaceutical journal for the whole
editorial team meant a big, but not unreachable challenge. Omne initium est difficile (each beginning
is difficult), but then the more a potential triumph is worthwhile.

End of the year is made for summarizations of successes or failures. Publishing Folia Pharmaceutica
Cassoviensia was definitively a success of the last couple of months. We managed to offer the academic
community a new, high quality journal, with each number containing many interesting articles to
read. I am glad that Folia Pharmaceutica Cassoviensia gained great popularity not only among its
readers, but also authors of manuscripts, whose number icreases with each following issue.

In the last issue this year you can have a closer look at the effect of a tissue culture medium pH
on stability of squalene adjuvant emulsions used in the preparation of inactivated vaccines or a
matrix patch used for the treatment of schizophrenic patients. Two articles are dedicated to biological
treatment — the first focusing on ulcerative colitis and the second on rheumatoid arthritis. The last
pages of the issue are focused on natural substances, which are very popular in the modern therapy
of many diseases. You can learn details about the evaluation of the impact of a dandelion extract in
combination with antimicrobial agent on an in vitro cell response, a synergistic effect of bergamot,
oregano and lavender essential oils against Candida albicans isolates or gastrointestinal infections of a
bacterial origin, possibilities of their therapy and a protective effect of probiotics.

The last pieces of articles contain closer information about phytoalexin and its antitumor potential
or the effects of azathioprine and a human dialyzable leukocyte extract on the mononuclear leukocytes
in the blood of guinea pigs.

I believe that you will read this pre-Christmas issue with the pleasure of learning some new
information, because education is the greatest wealth of the man.

I wish you a pleasant reading and a peaceful spending of Christmas time.

Prof. Zita FAIXOVA, DVM, PhD.
Managing Editor
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VPLYV pH KULTIVACNEHO MEDIA NA STABILITU
SKVALENOVYCH ADJUVANTNYCH EMULZII POUZIVANYCH
K PRIPRAVE INAKTIVOVANYCH VAKCIN

INFLUENCE OF pH OF TISSUE CULTURE MEDIUM
ON THE STABILITY OF SQUALENE ADJUVANT EMULSIONS
USED TO PREPARATION OF INACTIVATED VACCINES

Sabolik J., Siili J., Harvanova J.

Katedra chémie, biochémie a biofyziky
Univerzita veterinarskeho lekarstva a farmdcie v KoSiciach, Komenského 73, 041 81 Kosice
Slovenska republika

judit.suli@uvlf.sk

ABSTRAKT

Skvalénové emulzie typu olej-vo-vode (O/W)
sa vo vakcinologii vyuzivaju ako adjuvans na
potencovanie icinnosti inaktivovanych vakcin. Pre
ulahéenie prace veterinarneho lekira je vhodné
pripravit’ vakcinu spolu s adjuvansom v jednom
kroku. NaSe adjuvantné emulzie obsahovali 2,5 %
w/w skvalénu; 2 % w/w detergentu Abil-Care-85
+ 0,2 % w/w Tween 80 a 95,3 % w/w vodnej fazy
(bunkové kultivacné médium) a boli pripravované
8-minutovou homogenizaciou pomocou
ultrazvuku pri teplote 37 °C. Ked’Ze suspenzie s
patogénom pouZivané v praxi na vyrobu vakcin
maju pH v rozmedzi 6,7 — 7,4; pred pripravou
emulzii boli hodnoty pH kultivaéného média
upravené na tieto krajné hodnoty. Bol sledovany

vplyv zmeneného pH na stabilitu pripravenych
adjuvantnych emulzii.

Skvalénové emulzie typu O/W su pri volbe
vhodnej kombinacie detergentov dostatocne
stabilné. Detergent Abil-Care-85 v kombinacii
s Tween 80 poskytuje stabilné emulzie aj pri
priprave za zniZenej teploty (37 °C). Emulzie
ziskané pomocou nich mali rozmer olejovych
castic 154 — 198 nm. Tato kombinacia je vhodna
aj pre pripravu adjuvantnych inaktivovanych
vakein v jednom kroku, kde vodnu fazu emulzie
tvori kultivacné médium. V naSej Studii sa
potvrdilo, Ze pH pouzZivanych kultivaénych médii
v rozmedzi 6,7 aZ 7,4 vyrazne nevplyva na stabilitu
adjuvantnych emulzii, preto v praxi nema vyznam
upravovat’ pH pred pripravou adjuvantnych

inaktivovanych vakcin. Stabilita pripravenych



emulzii bola vyhovujica aj pocas 6-tyzdnového
uchovavania.
slova:

Kracové pH kultiva¢ného média;

skvalénové adjuvantné emulzie; stabilita emulzii

ABSTRACT

Squalene emulsions are used in a vaccine as
adjuvants to potentiate the efficacy of inactivated
vaccines. To facilitate the work of the veterinarian,
it is advisable to prepare the vaccine together with
the adjuvant in one step. Our adjuvant emulsions
contained squalene (2.5 % w/w), detergent Abil-
Care-85 (2 % w/w)+Tween 80 (0.2 % w/w), aqueous
phase — cell culture medium (95.3 % w/w). They
were prepared by ultrasound homogenization (8
minutes, 37 °C). Since the pathogen suspensions
used in the vaccine production practice have
a pH in the range from 6.7 — 7.4, the pH of the
culture medium was adjusted to these extreme
values before emulsion preparation. The effect
of the altered pH on the stability of the prepared
adjuvant emulsions was examined.

Squalene emulsions of O/W type are sufficiently
stable when a suitable detergent combination is
selected. Detergent Abil-Care-85 in combination
with Tween 80 provides stable emulsions even at
a reduced preparing temperature of 37 °C. The
emulsions obtained therefrom had an oil particle
size in the space of 154 — 198 nm. This combination
is suitable also for the preparation of adjuvant
inactivated vaccines in one step, wherein the
aqueous phase of the emulsion forms a culture
medium. It was confirmed that the pH of the
culture media in the range from 6.7 to 7.4 does not
significantly influence the stability of the adjuvant
emulsions, therefore in practice it is not important
to adjust the pH before preparing the adjuvanted
inactivated vaccines. The stability of the prepared
emulsions was also satisfactory for 6 weeks of
storage.

Key words: pH of cell culture medium; squalene

adjuvant emulsions; stability of emulsions

UVOD

Skvalén je linedrna triterpenoidnd zlucenina,
ktora sa v Sirokej miere vyuziva v medicine, ale aj
v kozmetickom a farmaceutickom priemysle (Fox,
2009).
(O/W) nasli uplatnenie ako adjuvantné formulacie

Skvalénové emulzie typu olej-vo-vode
vyuzivajuce ich depotny a imunomodula¢ny efekt
na skvalitnenie imunitnej odpovede (Allison, 1998).
Pouzivanie adjuvansov s obsahom skvalénu na
potencovanie veterinarnych inaktivovanych vakcin
je v sucasnosti bezné, v humdannej medicine sa
vyuzivaju vo viac ako 20 krajinach sveta (Fox, 2009).
Na humanne pouzitie sa komeréne vyrabaji iba
adjuvantné formulacie MF59® (Novartis, Svajéiarsko)
a AS03 (GlaxoSmithKline Biologicals, Belgicko)
(O’Hagan a Singh, 2007; Reed a kol., 2009), ktoré
nasli uplatnenie pri potencovani inaktivovanych
vakcin proti viacerym chorobam (napr. antrax,
chripka, horucka Dengue).

Okrem

vakciny je

imunologickej uc¢innosti adjuvantne;j
stabilita

vznikajucej emulzie (Roland, 2003), ktorda je pre

dolezitym aspektom  aj
vyrobcov prvoradym ukazovatelom (Fox, 2009).
Délezité vlastnosti emulznych castic zahfnaji ich
koncentraciu, velkost’, naboj, interakcie a reologické
(Particle 2011).

parametrom stability emulzie je rozmer olejovych

spravanie Sciences, Hlavnym
Castic, ale aj iné faktory, ako napr. hodnota pH
vodnej fazy, mozu ovplyvnit' stabilitu adjuvantnej
formulacie (Roland, 2003). V tejto $tadii sa sledoval
prave vplyv tohto ukazovatel'a, pretoze pri vyrobe
inaktivovanych adjuvantnych vakcin v jednom kroku
sa ako vodna faza pouzivaji rézne virusové suspenzie
s hodnotou pH v rozmedzi 6,7 az 7,4. pH virusovej
suspenzie je sledované farbivom fenolova cerven,
ktoré sa Standardne pridava do kultivaénych médii
pouzivanych k namnoZeniu infekéného patogénu
(Biowest, 2013).

Priprava inaktivovanej adjuvantnej vakciny v



jednom kroku zna¢ne ulahci pracu lekara, preto je
dolezité¢ vyvinut’ také adjuvansy, ktoré si vhodné na
splnenie tohto ciel’a. Pre také adjuvantné formulécie
je obzvlast dolezity vyber vhodnych emulgatorov.
Vakcina spolu s adjuvansom musi byt pripravena za
znizenej teploty (do 37 °C), aby nedoslo k denaturacii
vakcinacného antigénu. Preto sme ako zédkladny
emulgator zvolili Abil-Care-85, ktory je vhodny na
pripravu emulzii za studena. Sledovali sme moznost’
kombinacie s d’alsim detergentom (Poloxamer 105,
resp. Tween 80) a vplyv pH na stabilitu emulzii typu
olej-vo-vode.

MATERIAL A METODY

ZloZenie emulzii
Olejova faza

Skvalén (2,6, 10, 15, 19,23-hexametyltetrakoza-2,
6, 10, 14, 18, 22-hexaén), sumarny vzorec C,H,
(Merck, Nemecko).

Detergenty

1. detergent Abil-Care-85 (zmes polydime-

tylsiloxdnu  a  kaprylového/kaprinového

triglyceridu); vyrobca Merck, Nemecko;
HLB ~ 10

2. detergent Tween 80 (neionovy detergent
Polysorbat  80; polyoxyetylénsorbitanmo-

nooleat); vyrobca Sigma-Aldrich, USA; HLB

=15
3. detergent Poloxamer 105 (polyetylén-
polypropylénglykol); vyrobca ICI, Velka

Britania; HLB = 18,5.

Vodna faza

Na vyber vhodnej kombinacie detergentov a
stanovenie ich optimalnej koncentracie bola pouzita
deionizovana voda (emulzie typu I). Po stanoveni
optimalnej kombinacie detergentov sa v dalsej
Casti pokusov pouzivali ako vodna faza nasledujice
kultivatné média (emulzie typu II) obsahujlce
fenolovu Cerven na detekciu pH:
(K.M.) RPMI-1640

1. kultivacné médium

obsahujuce L-glutamin a NaHCO,; vyrobca
Sigma-Aldrich, USA

2. K. M. HANK’S BSS bez obsahu vapnika a
hor¢ika, vyrobca PAA Laboratories Inc.,
Kanada

3. K. M. RPMI-1640 s modifikdciou HEPES
(25 mM) a NaHCO,; vyrobca Sigma-Aldrich,
USA

4. K. M. modifikované
obsahujtce glukozu (4500 mg.l""), pyridoxin,
HCl a NaHCO,; vyrobca Sigma-Aldrich, USA

5. K. M. L-15 MEDIUM sterilne filtrované bez
obsahu L-glutaminu; vyrobca Sigma-Aldrich,
USA

6. K. M. modifikované¢ orlovym médiom so
zmesou zivin, HEPES (25 mM), NaHCO,,
pyridoxin a L-glutamin; vyrobca Sigma-
Aldrich, USA

7. K. M. DMEM-F12 obsahujice L-glutamin a
HEPES (25 mM); vyrobca Biowest, USA.

orlovym médiom

Pre  dosiahnutie  vyhovujicej  adjuvantnej
ucinnosti skvalénovej emulzie je vhodné pouZzivat
skvalén (Merck, Nemecko) v koncentracii 2,5 % w/w
(Allison a Byars, 1986).

Optimalna koncentracia kombinacie detergentov
Abil-Care-85 a Poloxamer 105 bola zvolena na
zaklade stadie Siili akol. (2004). Vhodna koncentracia
Tween-80 (0,2 % w/w) bola stanovena v predbeznom
pokuse (neuvedené vysledky). Vodnou fazou emulzii
bola v tejto Casti pokusu deionizovana voda (emulzie
typu I). Na zéklade tohto pokusu bola ur¢ena vhodna
kombinacia detergentov Abil-Care-85 a Tween 80,
v d’alSej Casti pokusov boli pripravované emulzie s
réznymi kultivacnymi médiami (vid’ tab. 1).

Z dévodu stanovenia vplyvu pH nastabilitu emulzii
s kultivacnymi médiami sa pripravili tri série emulzii:
s pouzitim kultivanych médii bez upraveného pH,
dalej kultivacnych médii s upravenym pH, a to na
krajné hodnoty pH = 6,7 a pH = 7,4.

Priprava a uchovavanie emulzii
Pri emulziach II. typu (emulzie s kultivatnym



Tab. 1: ZloZenie emulzii

Olejova faza Vodna faza
Emulzia Skvalén Detergent Dest. voda Kult. médium
[%] Abil-Care-85 Tween 80 Poloxamer (%] 95,3 [%]
[%] [%o] [%o]
E, 2,5 2,0 4 91,5
E, 2,5 1,0 0,2 96,3
E, 2,5 1,5 0,2 95,8
E, 2,5 2 0,2 95,3
E,_, 2,5 2 0,2 KM. 1
E_, 2,5 2 0,2 K.M. 2
E,_. 2,5 2 0,2 K.M. 3
E_. 2,5 2 0,2 K.M. 4
| DR 2,5 2 0,2 K.M. 5
E, . 2,5 2 0,2 K.M. 6
E,_. 2,5 2 0,2 KM.7
Ev  —emulzia s vodou

Ekm - emulzia s kultivacnym médiom
K. M. — kultiva¢né médium

médiom) s modifikovanou hodnotou pH bolo pH
kultiva¢nych médii pred pripravou emulzie upravené
pomocou 1 mol.dm® roztokov HCI a NaHCO,.
PredmieSané  emulzie boli  homogenizované
ultrazvukom na pristroji Soniprep 150 MSE so
sondou s priemerom 19 mm pri frekvencii 23 kHz
pocas 8 minut. Teplota 37 °C pri homogenizacii bola
zabezpecena vodnym ktpel'om.

Pripravené emulzie boli uchovavané v plastovych

nadobkach pri teplote 4 °C.

Sledovanie vlastnosti emulzii

U finalnych emulzii 1. aj II. typu (emulzie s
destilovanou vodou a emulzie s kultivaénym médiom)
sa sledovali zmeny hodnoty pH a zmena velkosti
Castic pocas uchovavania. Hodnota pH jednotlivych
emulzii sa stanovovala pomocou pristroja Acidimeter
333 (Druopta, Praha, CR) pri teplote 25 °C pocas 7
tyzdiov, vzdy pred meranim velkosti Castic.

Prianalyze vel’kosti olejovych Castic skvalénovych
emulzii sa pouzil analyzator vel'kosti Castic laserovej

difrakcie Mastersizer 3000. Emulzie sa merali pri

10

24,5 °C a 3000 rpm. Zmeny sa zaznamenavali pocas
6 tyzdnov.

Stabilita emulzii pri centrifugacii sa sledovala
centrifugaciou pocas 5, 10 a 15 minut pomocou
mikrocentrifugy Z216 MK pri 1500 rpm (RCF =
201x g) a teplote 4 °C.

Stabilita emulzii sa sledovala aj opakovanym
zmrazovanim (— 24 °C, 16 hod) a rozmrazovanim
emulzii (24 £ 2 °C, 8 hod) uchovavanych vo
vertikalnej polohe.

Zmrazovaci a rozmrazovaci

cyklus bol opakovany sestkrat.
VYSLEDKY

Hodnoty pH emulzii

Hodnoty pH boli u vodnych emulzii v kyslej
oblasti a poc¢as 7-tyzdiiového uchovavania sa va¢sinou
pomaly zvySovali (vid’ tab. 2). NajnizSie hodnoty pH
vykazovala emulzia pripravovand s Poloxamerom a
Abil-Care (E ), u ktorej sa hodnoty nemohli stanovit
do konca pokusu z dovodu nedostatku vzorky.

Hodnoty pH emulzii s kultivatnymi médiami



Tab. 2: Porovnanie pH vodnych emulzii I. typu s rozdielnym zloZenim detergentov

Deit E, E, E, E,
7 2,815 4,363 3,857 3,856
14 2,892 4,394 3,499 3,505
21 2,655 4,743 4,150 3,972
28 - 4,883 4,096 4,033
35 - 4,975 4,292 4,147
42 - 4,980 4,225 4,183

— Emulzia s Poloxamer 105 (4 %) + Abil-Care (2 %)
— Emulzia s Tween 80 (0,2 %) + Abil-Care (1 %)

— Emulzia s Tween 80 (0,2 %) + Abil-Care (1,5 %)
— Emulzia s Tween 80 (0,2 %) + Abil-Care (2 %)

Tab. 3: Porovnanie pH emulzii I1. typu pri pouziti kultivaénych médii s neupravenym pH ako vodnej fazy

Deii E,, E,, E,, E,, E,_. E,_. E,_.

8,256 7,933 7,626 8,359 6,896 7,475 8,394

8,252 7,772 7,629 8,354 6,833 7,482 8,356

14 8,084 8,039 7,855 8,684 7,099 7,984 8,054

21 6,205 7,250 7,644 8,430 7,117 7,827 7,527

28 6,920 5,465 7,417 7,977 6,838 7,583 7,117

35 7,020 5,110 7,337 7,750 6,713 7,503 7,013

E,, —emulzias kultivatnym médiom

boli vyrazne vyssie ako u vodnych emulzii. Hodnoty —emulzia E, , s kultivanym médiom RPMI-1640

boli v neutrélnej, resp. slabo bazickej oblasti. Pocas
doby uchovavania pH pripravenych emulzii postupne

mierne klesalo (vid tab. 3).

Analyza velkosti olejovych Castic

Analyza velkosti Castic vodnych emulzii ukézala,
ze jednoznacne najmensiu velkost’ Castic mala vodna
emulzia s Tween 80 (0,2 %) a Abil-Care (2 %). Na
zaklade tychto vysledkov sme v dalSich etapach
pracovali s emulziami v takomto zlozeni detergentov.

Pri kazdej emulzii s kultivatnym médiom sa
merala vel'kost Castic a porovnavala sa s vysledkami
emulzii s upravenymi hodnotami pH kultivacnych
médii. Priemernd velkost Castic vnutornej fazy a
smerodajna odchylka sa vypocitala zo 7 nameranych
hodn6t. Emulzia E, ; RPMI-1640 obsahujica
L-glutamin a NaHCO, bola najstabilnejsia pri pH
7,4. Emulzia E,_, s HANK’S BSS, podobne aj

2

s modifikdciou HEPES (25 mM) a NaHCO,, mali
najmensie Castice bez upravovaného pH kultiva¢ného
média. Zo vSetkych emulzii jedine emulzia E, ,
modifikovand orlovym médiom s glukézou (4500
mg.1"), pyridoxinom, HCIl a NaHCO, mala najmensie

E a Ekm7

km5? —km6
sa dosiahla najmensSia velkost' olejovych castic

Castice pri pH = 6,7. Pri emulziach E

pri nemodifikovanom pH. Celkovo vSak v ramci
jednotlivych kultivaénych médii rozdiely medzi
vel'kost'ou Castic pri roznych pH neboli vyznamné.
V zavislosti od Casu sa velkost” Castic vnutornej
fazy mierne zvySovala, ¢im sa stabilita emulzii moze
trochu znizit' (vid' graf 1). Najvéacsie vykyvy boli
zaznamenané pri emulziach typu Il s pH zmenenym
na 6,7 (vid graf 2). Zmena pH kultivacného média
na 7,4 vSak nesposobila vyrazné zmeny vo velkosti
Castic pocas 6-tyzdnového sledovania (vid’ graf 3).
Pri porovnani velkosti astic jednotlivych emulzii
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Graf 1: Zavislost’ vel’kosti ¢astic emulzii 1. typu pri nezmenenom pH od ¢asu
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Graf 2: Zavislost’ vel’kosti ¢astic emulzii I1. typu s kultivaénym médiom s pH = 6,7 od ¢asu
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Graf 3: Zavislost’ vel’kosti ¢astic emulzii II. typu s kultivaénym médiom s pH = 7,4 od ¢asu
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Tab. 4: Porovnanie vel’kosti ¢astic emulzii s kultivacnym médiom HANK’S BSS (¢. 2)
pri nezmenenom a zmenenom pH (vysledky zo 7 merani)

Deit E,_, [um] E, [nm] E”,, [um]
0 0,154 + 0,000 0,186 = 0,000 0,209 £ 0,005
0,156 + 0,000 0,180 £ 0,000
14 0,162 £ 0,000 0,183 + 0,004 0,206 = 0,000
21 0,158 + 0,002 0,201 £ 0,000
28 0,157 £ 0,000 0,176 = 0,003 0,213 £+ 0,000
35 0,157 + 0,000 0,190 £ 0,000
42 0,160 + 0,000 0,190 £ 0,000
E,, —emulzias neupravenym kultivatnym médiom
E’, ., —emulzia s kultivatnym médiom upravenym na pH = 6,7

E”,,, —emulzia s kultivatnym médiom upravenym na pH = 7,4

Tab. 5: Porovnanie stability emulzii po opakovanych zmrazovacich a rozmrazovacich cykloch

Kultivaéné Stabilna emulzia po zmrazovaci cyklus ¢. (uvedeny v tabul’ke)
médium Ekml Ekm2 Ekm3 Ekm4 EkmS lEkm6 Ekm7
pH=16,7 3 4 5 5 5 5 5
pH=74 3 3 - 6 6 3 -

bez modifikacie pH a s modifikaciou pH na 7,4; resp.
6,7 sa ukazalo, ze zmena pH v danom rozmedzi nema
vyznamny vplyv na stabilitu emulzii. Napriek tomu
sa zda, ze u vacsiny emulzii boli najlepsie vysledky
dosiahnuté pri nezmenenom pH kultivacného média.
Zo vsetkych sledovanych kultivaénych médii sa
najlepsim ukézalo byt nemodifikované médium ¢. 2
— HANK’S BSS (vid’ graf 1, tab. 4), ktory vytvoril
skuto¢ne stabilni emulziu odolni voci casovym
zmenam. Na druhej strane emulzia s kultivaénym
médiom ¢. 1 uz na zaciatku merania vykazovala
vy$Sie hodnoty velkosti Castic v porovnani s

ostatnymi emulziami.

Stabilita pri centrifugicii a zmrazovani

Ziadne priznaky nestability v emulznom systéme
po 5 minatovej a 10 minttovej centrifugacii pri4 °C a
1500 rpm neboli pozorované, avsak po 15 minttove;j
centrifugacii sa olejové a vodné fazy u vsetkych

emulzii zacali oddelovat’.

Po opakovanych zmrazovacich a rozmrazovacich
cykloch sme zaznamenali separaciu faz. Pozoruhodné
boli emulzie E, , a E,__, pretoze u nich oddelenie

m3 km7
jednotlivych faz nebolo registrované ani po Siestom
zmrazovacom cykle. Vysledky sl uvedené v tab. 5.

DISKUSIA

Jedinecné fyzikalne vlastnosti skvalénu umoziuju
jeho vyuzitie na vyrobu stabilnych a bezpec¢nych
nanoemulzii typu olej-vo-vode (Persson a kol.,
2015). Emulzie typu O/W rychlo uvoliiuju antigén
a poskytuju dostatoénti kratkodobu imunitu (Snirc
a kol., 2007). Imunologicka G¢innost’ skvalénovych
formulacii je znama uz dlhsiu dobu (Allison a Byars,
1986). Vynikajucu adjuvantni ucinnost maju aj
emulzie v inaktivovanych vakcinach pripravenych
za znizenej teploty s detergentmi Abil-Care-85 a
Poloxamer 105 (Siili a kol., 2004). Prave vyber

vhodnych emulgatorov je urCujucim faktorom pre

13



pripravu (vyrobu) stabilného emulzného systému
(Fox a kol.,, 2011; Kim a kol., 2017). Tvorba,
stabilita a U¢innost’ emulzii typu olej-vo-vode sa
moézu zlepSit pouzitim kombinacii dvoch alebo
viacerych roznych emulgatorov namiesto jedného
(Pichot, 2010). Farmaceuticky priemysel aplikuje
povrchovo aktivne latky s nizkou molekulovou
hmotnost’ou ako su lecitiny, saponiny a najmi rdzne
estery polyoxysorbitanu ozna¢ené ako Tweens
(McClements, 2018). V tejto stadii boli urc¢ené vhodné
detergenty pre pripravu stabilnych skvalénovych
emulzii na zaklade velkosti Castic vnlitornej fazy. Pri
vybere bolo potrebné zohladnit’ to, ze pri priprave
adjuvantnej vakciny v jednom kroku nemoéze byt
prekro¢ena fyziologicka teplota 37 °C, aby nedoslo
k denaturdcii antigénu. Na pripravu emulzii pri
nizkych teplotach sa hodi detergent Abil-Care-85,
ktory vytvara bezpeCné a areaktogénne adjuvantné
formulacie (Benisek a kol., 2004).

V stadii bolo sledované pouzitie kombinacie Abil-
Care-85 s detergentom Tween-80 alebo Poloxamerom
105. Jednozna¢ne najmensie velkosti Castic sa do-
siahli pri kombinacii detergentov Abil-Care (2 %) a
Tween 80 (0,2 %). Tween 80 je detergentom, ktory
sa vyuziva aj pri vyrobe skvalénovych adjuvantnych
formulacii pre komercne vyrabané vakciny (O’Hagan
a Singh, 2007; Fox, 2009; Reed a kol., 2009).

Velkost” kvapiek vyrazne ovplyviiuje stabilitu
emulzii (Iyer a kol., 2015). Emulzie s mensSou
vel'kostou kvapiek st vo vSeobecnosti stabilnejsie.
Pri oddel'ovani vody sa kvapky musia spajat’ — ¢im st
kvapky mensie, tym je ¢as separacie vacsi (SPC JOIN,
2012). V nasej studii mala najmensSie Castice emulzia
s neupravenym kultivatnym médiom HANK’S
BSS (- Ca, — Mg) s hodnotou 154 + 0 nm, pricom
po 7 tyzdnoch sa tato hodnota zvacsila iba o 3,9 %.
Vel’kost’ Castic pri ostatnych emulziach dosahovala v
priemere hodnoty 172 — 198 nm (SD = 0,000 nm) a v
priebehu skladovania sa hodnoty zmenili priemerne o
7,7 %.

Hodnota pH vodnej fazy ma silny vplyv na
stabilitu emulzie. Stabilita emulzie je silne zavisla
od pH pociato¢nej vodnej fazy, pricom k rozkladu
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emulzie dochadza pri pH medzi 10 — 13,5 (Oren
a MacKay, 1977). Predpokladd sa, ze zmena pH
ovplyvni medzifazové vlastnosti emulznych kvapiek
stabilizovanych rozdeliteInymi povrchovo aktivnymi
¢inidlami, a tym ovplyvni vel'kost” kvapiek a stabilitu
emulzie (Chen a kol., 2000). Zmeny pH v emulziach
mozu byt takisto prejavom nestability. Pripravené
emulzie, kde vnutornou fazou boli rézne bunkové
médid, obsahovali pridavok tlmivych roztokov na
udrzanie konstantnych hodn6t pH. Zmena pH emulzie
pripravenej s destilovanou vodou a uchovavanej pri
4 °C bola vyraznejsia. Tato Cast’ pokusu vsak bola
uskutocnend kvoli zisteniu vhodnej kombinécie
detergentov, avSak pre vyrobu adjuvantnych
inaktivovanych vakcin v jednom kroku su vysledky
zmeny pH vodnych emulzii irelevantné.

Stabilita pripravenych emulzii sa méze kontrolo-
vat’ aj pomocou centrifugacie, pretoZe z centrifugacie
vyplyva zrychlena migracia kvapiek a nasledna zmena
stability (André a kol., 2009). Rychlym a dostatocne
ucinnym testom je okrem centrifugacie aj cyklické
zmrazovanie a rozmrazovanie (Huggins, 2010).
NasSimi pokusmi bolo potvrdené, Ze skvalénové
adjuvantné emulzie zlozenia uvedené¢ho v naSom
maju dostatocnu stabilitu aj v tychto testoch.

Rézne formy skvalénovych adjuvansov boli
vyvinuté a pouzité experimentalne (Fox, 2009),
ale doteraz iba dve formulacie obsahujuce skvalén
(MF59 a AS03) boli schvalené na humanne pouzitie
(WHO, 2018). Ani jeden z pouzivanych skvalénovych
adjuvantnych formulécii vSak nie je sicastou vakciny,
ale pouziva sa na resuscitaciu lyofylizovanych
vakcin, alebo sa s vakcinou zmie$ava v pomere podl'a
predpisu.

Adjuvansy sa pridavaju do vakcin na stimulaciu
tvorby protilatok proti vakcinatnému antigénu,
aby inaktivované vakciny dosiahli lepSiu G¢innost’
(FDA, 2018). V konven¢nych vakcinach je pridanie
pomocnych latok do vakcinovych pripravkov
zamerané na zvysenie, urychlenie a prediZenie
Specifickej imunitnej odpovede na vakcina¢né
antigény. Adjuvantna aktivita je vysledkom mnohych

faktorov a zvysentl imunitnui reakciu ziskana s jednym



antigénom nemozno v zésade extrapolovat na iné
antigény. Adjuvansy by mali byt preto vyberané
v zavislosti od pozadovanej imunitnej reakcie a
mali by byt formulované s antigénom tak, aby
sa dosiahla optimalna reakcia s minimalnymi
vedlajsimi u¢inkami (Del Giudice a kol., 2001;
EMA, 2005).

ZAVER

Skvalénové emulzie typu O/W (2,5 % w/w)
su pri volbe vhodnej kombinacie detergentov
dostatocne stabilné. Detergent Abil-Care-85 (2
% w/w) v kombindcii s Tween 80 (0,2 % w/w)
poskytuje stabilné emulzie aj pri priprave za
znizenej teploty 37 °C. Emulzie ziskané pomocou
nich mali rozmer olejovych castic 154 — 198
nm. Tato kombinacia je vhodna aj pre pripravu
adjuvantnych inaktivovanych vakcin v jednom
kroku, kde vodnu fazu emulzie tvori kultiva¢né
médium (s inaktivovanym patogénom). V stadii
sa potvrdilo, ze pH pouzivanych kultivacnych
médii v rozmedzi 6,7 az 7,4 nevplyva vyrazne
na stabilitu adjuvantnych emulzii, preto v praxi
nemd vyznam upravovat pH pred pripravou
adjuvantnych inaktivovanych vakcin. Stabilita
pripravenych emulzii bola vyhovujica aj pocas

6-tyzdinového uchovavania.
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ABSTRAKT

Kompliancia je rozsah alebo miera, v ramci
ktorej sa spravanie pacienta zhoduje s lekarskou
alebo zdravotnickou radou. Jej nedostato¢nost’ v
priebehu liecby spésobuje zlyhanie farmakologic-
kej terapie a progresivne zhorSovanie zdravotného
stavu pacientov. PredloZenou Stidiou reagujeme
na problematiku kompliancie psychiatrickych
pacientov, ktorym bola predpisana dlhodoba
liecba antipsychotikami. Na zvySenie kompliancie
pacientov a zaroven prevenciu toxickych relapsov
navrhujeme moderné liekové formy, konkrétne
Studie bola

priprava a hodnotenie matricovych naplasti

transdermalne naplasti. Ciel’'om
disolu¢nou skiskou a d’al§imi testami na hodnote-
nie fyzikdlno-chemickych vlastnosti. Pripravena
bola naplast’ bez adheziva pozostavajlica z

haloperidolu, typického antipsychotika, a zmesi

réznych pomerov hydroxypropylmetylceluléozy a
polyvinylpyrolidénu. Ako plastifikator bol zvoleny
glycerol, ktory poskytoval naplasti najvyhodnejsie
vlastnosti spomedzi skusanych latok. Potvrdena
bola modulicia uvolfiovania lieciva v zavislosti od
mnoZzstva a pomeru latok pouZzitych na pripravu
nosi¢a. Vol’ba vhodného plastifikatora a urcenie
¢asu potrebného na idedlne vysuSenie boli

dolezitymi premennymi v priprave filmov.

Kracové slova: dusevné poruchy; haloperidol;

hydroxypropylmetylcelulé6za; kompliancia; lie-
kové formy; polyvinylpyrolidén; transdermalne

terapeutické systémy

ABSTRACT

Compliance is the extent or degree in

which patient’s behaviour coincides with the
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advice provided by doctors or other healthcare
professionals. Its deficiency during the treatment
results in a failure of pharmacological therapy
and a progressive deterioration of patients’ health
condition. The presented study addresses the
issue of compliance of psychiatric patients with a
prescribed long-term antipsychotic treatment. In
order to improve patients’ compliance and prevent
toxic relapses we suggested modern dosage forms,
specifically transdermal patches. The aim of our
study was to prepare matrix patches and assess
them by dissolution test and other examinations for
the assessment of their physicochemical proper-
ties. The matrix patch without the adhesive
consisting of haloperidol, a typical anti-
psychotic, and a mixture of different ratios of hy-
droxypropylmethylcellulose and polyvinyl-
pyrrolidone was prepared. Glycerol was chosen as
a plasticizer, because it had the most favourable
characteristics for the patches out of all tested
substances. Modulation of drug release according
to the amount and ratio of the used vehicles was
confirmed. The choice of a suitable plastificator
and determination of the time necessary for an
ideal dryness were important variables in the
preparation of films.

Key words: compliance; dosage forms;
haloperidol; hydroxypropylmethylcellulose; men-
tal disorders; polyvinylpyrrolidone; transdermal

therapeutic systems
UvoD
Schizofrénia je zavazné, obvykle celozivotne

Dopad
choroby na pacienta a jeho okolie je spomedzi

prebichajuce dusevné ochorenie. tejto
ostatnych dusevnych poruch najvacsi. Okrem toho
schizofrenicki pacienti trpia vysSSou komorbiditou
somatickych ochoreni v porovnani s ostatnou
populaciou (Motovsky, 2010). Hlavnou sucastou
zvysSenia kvality zivota pacientov je dlhodoba

antipsychoticka farmakoterapia, ktora je nevyhnutna
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v akutnych stavoch, ale aj vo fazach remisie ako
profylaxia relapsov (Rackova, 2007). Fakt, ze
kontinualne uzivana terapia antipsychotikami je pre
pacientov prospesnd, je dnes uz takmer vSeobecne
akceptovany. S cielom profylaxie vSak musi byt
antipsychoticka liecba nielen spravne indikovana,
ale aj spravne uzivana. V sucasnosti je zname, ze
kompliancia (K) schizofrenickych pacientov je nizka
a non-kompliancia (N-K) stipa s kazdym rokom
uzivania antipsychotik (Llorca, 2007), pricom:

* minimalne 50 % pacientov bude parcidlne
kompliantnych (PK) s rizikom tplnej N-K v
priebehu jedného roka od prepustenia z
ustavného zariadenia a 75 % v priebehu dvoch
rokov (Llorca, 2007),

* v prvom mesiaci K pacientov klesa zo 60 —
85 % na necelych 50 % v Siestom mesiaci
lie¢by (Diaz a kol., 2001),

» schizofrénia sa v narocnosti dosiahnut K
dostatocnu k terapeutickému benefitu radi
na druhé miesto za terapiu obezity (Keith,
2003).

Je potvrdené, Ze znizend K pacientov negativne
ovplyviiuje vysledky terapie (Kane, 1985) a je vysoko
rizikovym faktorom pre recidivu ochorenia a nasled-
1995). Uspokojiva

spolupracu pacienta je tazké dosiahnut’ pri vacsSine

nt rehospitalizaciu (Weiden,

chronickych ochoreni, kde je doévodom najmi
potreba dlhodobej alebo celozivotnej farmakoterapie.
Zavaznost situacie u schizofrenickych pacientov
umocnuje Specificky ~ charakter =~ ochorenia,
ktory cCasto vyusti v Uplné odmietanie liecby,
nepravidelné uzivanie liekov, prerusenie liecby
alebo nedodrziavanie predpisanej davky a frekvencie
uzivania (Llorca, 2007).

Ohladom zvysenia K pacientov bolo popisanych
viacero stratégii. Jednym z efektivnych rieSeni
by mohlo byt pouzitie inych liekovych foriem,
konkrétne transdermalnych terapeutickych systémov,
ktoré maju oproti peroralnej liecbe tabletami mnoho
vyhod. Paliativna medicina, endokrinologia a
neurologia su oblasti mediciny, ktoré v lieCbe bezne

vyuzivaju transdermalne néplasti a pacienti profitujii z



Tab. 1: ZloZenie filmov

Film HPMC (mg) PVP (mg) G (u) Voda (g) haloperidol (mg)
1gh* 224 96 77 8 15
2gh* 160 160 77 8 15
3gh* 96 224 77 8 15
0, 320 0 0 8 0
0, 0 320 0 8 0
1 224 96 0 8 0
2 160 160 0 8 0
3 96 224 0 8 0
Og, 320 0 77 8 0
0g, 0 320 77 8 0
1g 224 96 77 8 0
2g 160 160 77 8 0
3g 96 224 77 8 0

H - HPMC, P - PVP, g — glycerol, h — haloperidol, * — filmy pouzité v skuske disoltcie

kontinualneho riadeného privodu lie¢iva bez vykyvov
v jeho plazmatickych hladinach. Touto Stadiou
sme chceli poukazat’ na problematiku K pacientov
uzivajucich antipsychotickll terapiu a zavaznost’
nasledkov N-K. Cielom S$tudie bolo navrhnut,
pripravit a farmaceuticky vyhodnotit matricova
naplast’ obsahujucu haloperidol ako liekova formu,
ktora by mohla viest' k posilneniu K pacientov a
zlepSeniu kvality ich zZivota vd’aka Sirokému spektru
vyhod.

MATERIAL A METODY

Na pripravu filmov sme pouzili: haloperidol
prasok Haloperidol Alfa Aesar (LOT W28DO013),
hydroxypropylmetylcelulozu ~ (HPMC)  Hypro-
mellosum 3550 Dr. Kulich Pharma (S: DT250261R,
A:  0526/1013/538), (PVP)
Polyvinylpyrrolidon 3600, Lachema n.p. Brno (S:
473360675) a glycerin (G) Glycerin Centralchem (S:
22.03.2017, EXP: 03.2020).

polyvinylpyrolidon

Priprava filmov
Filmy pre hodnotenie fyzikdlno-chemickych

vlastnosti a skusku disolicie boli pripravované
osobitne. Pri priprave boli pouzité zasobné 3,85
% (m/m) roztoky HPMC a PVP. Roztok PVP sme
pripravili rozpustenim PVP v Cistenej vode pri
laboratornej teplote. Roztok HPMC sme pripravili
podrla postupu, ktory uvadzaju Kumar a Himmelstein
(1995). HPMC sme pridavali v malych mnozstvach
za staleho intenzivneho miesania do 2/3 potrebného
objemu Cistenej vody zohriatej na 90 °C. Po pridani
celého mnozstva HPMC sme doplnili chybajici
objem vody s teplotou 5 °C. Zmes sme nasledne
umiestnili na 1 h do chladnicky. Pre kazda formulaciu
sme potrebné mnozstvo HPMC, PVP a prislusného
plastifikatoru rozotreli v roztieracke. Do formulacii
uréenych k disolucnej skuske, ktoré sme dokladne
dispergovali, sme pridali 15 mg haloperidolu. Zmes
potrebnu na jednu Petriho misku (PM) s priemerom
5 cm sme navazili do uzatvaratenych skiimaviek a
centrifugovali 5 min pri 3000 ot/min. Po odstraneni
vzduchovych bublin sme navazili 8,32 g + 0,01 g
zmesi do PM a vzorky sme nechali susit’ 8 h (filmy
z HPMC) alebo 16 h (filmy z HPMC a PVP) pri
teplote 50 °C v suSicke bez nutenej cirkulacie
vzduchu s otvorenou klapkou. Po ususeni boli
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vzorky skladované pri laboratérnych podmienkach s
obmedzenym pristupom svetla a vzduchu. Zlozenie

jednotlivych vzoriek filmov uvadza tabul’ka 1.

Hodnotenie vzhl’adu
Po priprave boli filmy vyhodnotené najmi z

hladiska priehl'adnosti, homogenity a lepivosti.

Hodnotenie fyzikalno-chemickych vlastnosti

Na urCenie vlastnosti pripravenych filmov
sme uskutoc¢nili nasledovné testy: obsah vlhkosti,
pohlcovanie vlhkosti, skladacia sila (odpor) a plochost’
(percento stiahnutia). Pre potreby skusky skladacej
sily a plochosti sme pripravené filmy nastrihali na
Stvorce s velkostou 1 cm? Vyslednou hodnotou
kazdého merania bol priemer troch nameranych

hodnot.

Obsah vlhkosti

Film sme odvazili na analytickych vahach
(m,) a nasledne sme ho umiestnili do desikatora so
silikagélom na 24 h pri laboratérnej teplote 24 °C. Po
24 h sme film opit’ odvazili (m,). Obsah vlhkosti sme
vypocitali podl'a vzorca:

ml —m2
% = * 100
m2

Pohlcovanie vlhkosti

Film sme odvazili na analytickych vahach (m,) a
nasledne sme ho umiestnili do desikatora s nasytenym
roztokom KCI na 24 h pri laboratornej teplote 24 °C.
Po 24 h sme film opét’ odvazili (m,). Obsah vlhkosti
sme vypocitali podl'a vzorca:

m2 —ml

% = * 100

Skladacia sila (odpor)

Film sme diagondlne prekladali v tom istom

smere a zlome, kym nedoslo k zjavnému poskodeniu
(prasklina, pretrhnutie). Skladacia sila je vyjadrena
poctom prehnuti, pri ktorom nedoslo k poskodeniu
naplasti. Zanaplast’ dostatocne odolnti sme povazovali
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ta, u ktorej nedoslo k viditelnému poskodeniu po

stondsobnom prehnuti.

Plochost’ (percento stiahnutia)

Z filmu dlhého 1 cm sme odrezali priuzky po
bokoch a zo stredu filmu (1,). Po odrezani sme zmerali
dizku prazkov po moznej zmene (1,), vzniknutej v
dosledku nejednotnosti v hrubke plochy, pricom
0 % stiahnutie znamena 100 % plochost’ povrchu.
Percento stiahnutia sme vypocitali podl'a vzorca:

n-n
T TR

0

* 100

Skuska disolucie

Na zistenie disolu¢ného profilu haloperidolu
sme uskutoCnili disolu¢ni skusku, na ktori sme
pouzili disoluéni stanicu Hanson Research SRS
Plus (Teledyne Hanson Research, 9810 Variel
Avenue, Chatsworth, CA 91311, USA). Ako mieSaciu
jednotku sme pouzili mieSadlo pozostavajuce z
hriadel’a a mieSacich lopatiek. Jednotlivé vzorky boli
umiestnené do sklenenych nadob a upevnené sitom s
priemerom PM, ktoré bolo zabezpecené plastovymi
uchytkami po bokoch PM. Toto sito zabezpeCovalo
umiestnenie naplasti v polohe rovnobeznej s dnom
sklenenej nadoby a dolnou hranou miesadla tak, aby
vrstva uvolnujiuca liecivo smerovala vzdy nahor.
Pre kontrolu interakcie materidlov sme uskutocnili
disolu¢ny test s Cistou PM, PM s tichytmi a PM s
uchytmi a sitom v disoluénom médiu s pridavkom
haloperidolu trvajucu 12 h. Pre disoluciu vzoriek
sme zvolili rychlost’ otdcania miesadla 50 ot/min.
Vodny kupel’ bol udrziavany pri teplote 32 °C + 0,5
°C. Ako disolu¢né médium sme pouzili acetatovy
pufor s pH 4,5; pozostavajici z 2,99 g octanu
sodného a 14 ml kyseliny octovej (2 mol.I'") na 1 liter
vody. Pre jednotlivé vzorky sme pouzivali 500 ml
disolu¢ného média, ktoré sme vzdy po odbere 2 ml
dopliiali 2 ml &istého média. Vzorky sme odoberali
v O0smich ¢asoch: 15, 30, 60 min, 2, 4, 6, 8 a24 h
pomocou injekénych striekaciek s ihlou. Absorbancia
odobratych vzoriek bola merana pri vinovej dizke



Obr. 1: Film 3g s priemerom 5 cm

Obr. 2: Formulacia 1gh Obr. 3: Formulacia 2gh
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Graf 1: Obsah a pohlcovanie vlhkosti filmov

M Obsah vihkosti (%)  ® Pohlcovanie vihkosti (%)
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I Gi
OH  OgH
245 nm, vzdy po ziskani posledného odberu po 24 a zabezpecenie dlhodobej kontinudlnej liecby

h. Disoltcia prebiechala postupne s kazdym z troch
pomerov HPMC:PVP.

VYSLEDKY A DISKUSIA

K je dolezitym faktorom pri liecbe vSetkych
chronickych ochoreni a dusevné poruchy nie su
Charakter
schizofrénie, Casta komorbidita pacientov, neziaduce

vynimkou. samotnych  symptomov
ucinky a hroziace interakcie antipsychotickej liecby
vyrazne stazuji schopnost’ pacientov spolupracovat’
s lekarmi a uzivat’ liecbu podl'a pokynov lekéara. Z
analyzy odbornej literatiry vyplyva, ze aj ked je
ucinnost’ antipsychotik povazovana pri vsetkych
lie¢ivach za rovnakt, ich spektrum tuc¢inkov a
neziaducich tc¢inkov sa vyrazne liSi. Preferovana je
kontinudlna monoterapia najnizSou moznou davkou
neuroleptika 2. generdcie, pricom je ¢im dalej tym
viac preferovand injekénd depotna forma s cielom
zabezpecenia dlhodobého riadeného privodu lieciva.

Nasa Stiidia navrhuje ako rieSenie nizkej K pacientov
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transdermalne terapeutické systémy, ktorych vyhody
(jednoduchy spdsob podania, znizena terapeuticka
davka,

interakcii, nizSia frekvencia davkovania a i.) mdézu

menSie riziko neziaducich uc¢inkov a

posilnit’ K pacientov. Navrhnuté a pripravené boli
Z hladiska
rozpustnosti haloperidolu sme na pripravu zvolili

matricové systémy bez adheziva.
hydrofilné polyméry HPMC a PVP, a zmikcovadlo
G. Pouzité bolo modelové lie¢ivo haloperidol, ktoré
je antipsychotikom 1. generacie. LiecCivo bolo vo
formulacii suspendované, ked’ze sa vo vode prakticky

nerozpusta.

Hodnotenie vzhl’adu

Pripravené formulacie boli prichladné a flexibilné
(vid’ obr. 1), s vynimkou filmu tvoren¢ho ¢istym
PVP, ktory bol krehky a pri manipulacii praskal.
So stipajicim obsahom HPMC sa vo vzorkach
vyskytovalo vicsie mnozstvo vzduchovych bublin.
Naopak, so stipajucim mnozstvom PVP boli vzorky
viac uniformné (vid’ obr. 2, 3 a 4). Pomer HPMC:PVP



Graf 2: Skladacia sila filmov

jiﬁ

Skladacia sila

M Pocet prehnuti

100

3g

30:70 bol takmer tplne homogénny bez vzduchovych
bublin. Vznik a pretrvavanie bublin vo filmoch
HPMC:PVP 70:30 mézZeme pripisat’ vysokej viskozite
HPMC v tychto formulécidch, s ktorou sme sa stretli
pri vylievani disperzii na PM pred ich susenim. Filmy
1, 1g, 2, 2g, 3, 3g, O, Og,, boli matné a nelepivé a
filmy O, a Og, boli leskle a lepivé. Najviac lepivy bol
film Og,,

Hodnotenie fyzikalno-chemickych vlastnosti

S cielom hodnotenia fyzikalno-chemickych
vlastnosti pripravenych filmov s obsahom roéznych
pomerov polymérov a odlisSnych mnozstiev a druhov
plastifikatorov boli jednotlivé testy uskuto¢nené vo
vSetkych kombinaciach. Ked'ze sme na pripravu
skaske zvolili

formulaciu s najvy$sim obsahom G, vysledky

filmov pouzitych v disolucnej
uvadzame len pre toto zloZenie filmov.
Obsah vlhkosti a pohlcovanie vlhkosti

HPMC aj PVP su hygroskopické. Z grafu 1

je zrejmé, ze schopnost’ viazat' vzdusnu vlhkost

prevazuje pri PVP samotnom, ale aj vo formulaciach
s HPMC, kde so stupajucim obsahom PVP stipa
obsah aj pohlcovanie vlhkosti. Vo filmoch 1g, 2g a
3g spdsobil pridavok hygroskopického G zvysenie
uz obsiahnutej aj pohltenej vlhkosti, no rozdiel v
nameranych hodnotach medzi formulaciami nebol
taky vyrazny ako v pripade formulacii bez G. Vo
filmoch O,, a O, sposobil pridavok G naopak pokles v
meranych hodnotach, ktory bol miernejsi pre filmy z
PVP.

Skladacia sila (odpor)
Skuska
nevyhnutnost’ pridavku zmikcéovadla do formulacii.

skladacej sily jednoznacne ukazala
Film pripraveny len z HPMC bol viditel'ne poskodeny
po 53 prehnutiach a formulacie so zmesou HPMC a
PVP praskali v priemere uz po 25 prehnutiach filmu
(vid graf 2). G zabezpecil dostato¢ni ohybnost’
pripravenych filmov, pricom rozdiel vo vysledkoch
pri pouziti rézneho mnozstva G nebol pozorovany.
Kazdy film s pridavkom G odolal viac ako 100

prehnutiam v rovnakom smere a ani po takomto
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Graf 3: Disolu¢ny profil haloperidolu v jednotlivych formulaciach

Disollicia naplasti haloperidol + glycerol
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Formulacie: 1gh, 2gh, 3gh

namahani neboli na filmoch vidite'né ziadne znamky
opotrebovania alebo zhorSenia kvality. Takéto ti¢inky
G po pridani do filmov z HPMC popisali aj Aulton
a kol. (1981). Filmy z PVP boli krehké a praskali
uz pri snahe oddelit’ film od PM, resp. sa oddelit’
vobec nedali. Pridavok G vo filme z PVP znizil jeho
krehkost” a tvrdost’, no spdsobil vyraznu lepivost’ a
film tiez nebolo mozné od PM oddelit’.

G vystupoval vo formulécii ako zmikéovadlo.
Plastifikatory znizuju tuhost’ polymérov tak, ze pri
vyschynani polymérnych gélov brania agregacii
polymérnych molekul pri odparovani rozpustadla
vidzbou na tieto molekuly. Tym sa pocet kontaktov
polymér — polymér znizi a flexibilita systému sa
zvySi. Rovnakym zmidkcovacim efektom posobi aj
zvyskova voda v polyméroch (Aulton a kol., 1981).
Pri vyrobe je teda ddlezité stanovenie vhodného Casu
suSenia, ked’ze uplné vysusenie filmov nemusi byt
ziaduce. Pritomna zvySkova vlhkost’ vo formulaciach
a hygroskopicka vlastnost G je casto ziaduca.
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PriliSny obsah vlhkosti a schopnost pohlcovat
vlhkost’ vS§ak modze negativne ovplyviiovat’ stabilitu
lieciva a mikrobiologické riziko a prispievat’ k
mohutnosti naplasti. Obsah a pohlcovanie vlhkosti vo
formulaciach stapali s obsahom PVP a najvyssi obsah
vlhkosti bol zisteny vo filme zo samotného PVP.
Pridavok G spdsobil len mierne zvysSenie obsahu a
pohlcovania vlhkosti, ktoré z dlhodobého hladiska
znizuje vysychavost a chrani filmy pred fragilitou.
Vhodny ¢as susenia sme chceli urcit’ susenim do
konstantnej hmotnosti filmov, no takéto vysuSenie
nebolo vhodné. Vo filmoch neostala dostatocna
vlhkost’, boli prili§ krehké a ich odstranenie z PM bez
poskodenia bolo nemozné. Dobu susSenia sme preto
ur¢ili na zaklade vlastnosti vysledného produktu v

zavislosti od ¢asu suSenia.

Plochost’ (percento stiahnutia)

Percento stiahnutia sme skasali u nahodne
zvolenych troch filmov z HPMC aj z pomeru HPMC

a PVP. Pri vSetkych vzorkach bolo percento rovné 0,



a teda filmy moézeme povazovat za 100 % ploché.
Pri vzorke PVP sme tento test neuskutoCnili, ked’ze

nebolo mozné film z PM vybrat’ bez poSkodenia.

Skuska disolucie

Uvolnovanie lie¢iva z filmu s najvyssim obsahom
HPMC (formulacia 1gh) ma najblizsie ku kinetike
prvého poriadku. Exponent » mé hodnotu 0,5866, ¢o
znamena, ze uvolnovanie je zabezpecené do urcitej
miery prvotnym napuciavanim polyméru a naslednou
diftiziou liec¢iva. So znizujucim sa mnozstvom HPMC
vo formulacii 2 gh sa kinetika uvolfiovania lieciva
meni, najviac ju vystihuje model Korsmayer-Peppas.
Hodnota exponentu n 0,4783 sa priblizuje k hodnote,
ktora popisuje uvolnovanie lieciva riadené diftziou
podla Fickovho zédkona. K dalSiemu spomaleniu
uvolnovania lie¢iva dochadza so zvySenym obsahom
PVP vo formulécii 3 gh. Vysledky viac koreluju s
modelom Kosmayer-Peppas. Hodnota exponentu n
0,3478 sa priblizuje k hodnote vyjadrujucej riadenie
liberacie lieCiva difiziou, no menej nez predosla

formulacia (vid’ graf 3).

Pomocou Student t-testu sme vypo¢itali Statistickt

vyznamovost medzi mnozstvami uvolneného
haloperidolu po 24 h medzi jednotlivymi tromi
formulaciami. Pri hladine vyznamovosti P < 0,005
sme rozdiel v uvolflovani medzi formuldciami
1 gha2gh,al gha3 ghvyhodnotili ako Statisticky
signifikantny. Rozdiel medzi formulaciami 2 gh a
3 gh nebol statisticky vyznamny (P = 0,0741).
HPMC bola pouzita ako konstitutivna latka.
Je vyznamnym hydrofilnym polymérom, ktory
sa pouziva pri formulacii liekovych foriem s
riadenym uvolnovanim (Colombo, 1993). Jednou
z najdolezitejSich vlastnosti HPMC je schopnost’
napuciavat’, ktora vyrazne ovplyviiuje spdsob, akym
sa lie¢ivo uvolniuje z pevnej fazy. Voda alebo telesna
tekutina v styku s HPMC difunduje do polyméru
a dochadza k rozruseniu polymérneho retazca s
naslednym zvécsenim jeho objemu. LieCivo potom
moéze difundovat zo systému do fyziologického

prostredia (Brannon-Peppas, 1990). Pre HPMC

neexistuje presné vysvetlenie uvolfiovania lieciva
konkrétnym kinetickym modelom a vyrazne zavisi
od zlozenia systému a jeho geometrie. HPMC sa vo
formulaciach zvykne pouZzivat’ aj kvoli schopnosti
inhibovat’ krystalizaciu lieciv a predlzovat ich
stav supersaturacie v liekovej forme, ¢im moze
zvySovat rychlost’ difuzie lie¢iva a dlhSie udrziavat’
uvolnovanie lie¢iva konstantné (Sun a kol., 2018).

PVP je vo vode rozpustny, hydrofilny polymér,
ktory bol pouzity ako d’al$ia konstitutivna pomocna
latka. PVP ma schopnost inhibovat’ kryStalizaciu
lie¢iva pri skladovani jeho nukleaciou po odpareni
rozpustadla z roztoku a zvySuje rozpustnost’ lieCiva
v matrici tym, ze ho udrziava v amorfnom stave
(Sadashivaiah, 2008). Jeho vplyv na uvolnovanie
lieciva z pevnej fazy zavisi od jeho molekulovej
hmotnosti. Cim je vy$Sia, tym diftizia dispergovaného
lie¢iva prebicha pomalSie. Tato vlastnost’ je vysvetlena
jeho rozpustnostou vo vode, pretoze s predizenim
retazca PVP sa jeho rozpustnost’ znizuje, predlzuje sa
proces napuciavania a viskozita sa zvySuje (Leuner,
2000).

Rozpustnost’ lieciva v polymére a s niou spojena
rychlost jeho disolucie zavisi od schopnosti
konstitutivnych pomocnych latok stabilizovat’ liecivo
v amorfnom stave a zabranit’ jeho krystalizacii (Sun
a kol., 2018), dalej od molekulovej hmotnosti,
rozpustnosti, hygroskopickosti a mnozstva pouzitého
nosica (pomer vehikulum:lie¢ivo) a jeho schopnosti
udrziavat’ lieCivo v stave supersaturacie (Duong,
2016). V matriciach tvorenych dvomi a viacerymi
polymérmi je difuzia ovplyvnena morfologiou
1983).
Experimentalne bolo potvrdené, ze HPMC zvysSuje

polymémej zmesi (Langer a Peppas,
rozpustnost’ a urychl'uje disoluciu tazko rozpustnych
slabych kyselin. Haloperidol tieto kritéria spifa,
kedze je vo vode prakticky nerozpustny a jeho
pKa je 8,66. Rychlost' disolticie bola zvySena vo
formulaciach pozostavajucich z HPMC uvolnujicich
napr. benidipin (Suzuki a kol., 1996) a kaptorpil
(Jain, 2007). Rovnako ako v nasom pripade, rychlost’
uvolnovania lieCiva z naplasti stipala so stupajiicim

obsahom HPMC. V pripravenych formulaciach
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bol molekulovou hmotnostou

cvve

pouzity PVP s

molekulova hmotnost’. Napriek jeho relativne nizsej
molekulovej hmotnosti spdsoboval jeho stipajici
obsah vo formulach spomalenie uvolnovania lieciva.
Tento efekt modze byt vysvetleny vznikajucimi a
zanikajiicimi intermolekularnymi vézbami. Saluja a
kol. (2016) vo svojej stadii rontgenovou difrakciou
analyzuju pritomnost’ amorfnej formy haloperidolu
po vytvoreni tuhej disperzie haloperidolu v PVP.
Vodikova vizba pritom moéze zohravat vzajomné
protichodné tlohy. Na jednej strane moze stabilizovat’
cistu krystalova Struktiru lie¢iva a tym brani
rozpustaniu lie¢iva, na druhej stabilizuje disperziu
lieCiva—polyméru v tuhej faze a tym zlepsuje disolticiu
lie¢iva. Medzimolekulové vodikové vizby zanikaju a
mozu vznikat’ vodikové viazby spajajice hydroxylovu
skupinu haloperidolu a karbonylovu skupinu PVP.
Tieto vdzby potencuju disoluciu udrziavanim lieCiva
v amorfnom stave, ktory je energeticky nestabilny a
bez stabilizacie by prechadzal do krystalickej formy.
Zabezpecuju disperzitu lie¢iva na molekularnej
urovni a brania tak tvorbe krystalickej mriezky medzi
susediacimi molekulami lieciva. Tymto efektom
ovplyviiuju distribuciu velkosti Castic v disperzii
a mozu zvysSovat rozpustnost’ lieciv (Karavas a
kol. 2006). Fornells a kol. (2018) vsak vo svojej
studii potvrdili, Ze medzi haloperidolom a PVP
tieto vézby nevznikaji, a sice PVP nema ucinok
na rychlost’ disolucie haloperidolu. Predmetom ich
prace bol vplyv PVP na rozpustnost’ a uvoliiovanie
17 lieciv z formulacii s PVP s roznou molekulovou
hmotnostou a v réznych pomeroch s lie¢ivom,
pricom rozpustnost’ haloperidolu sa po pridavku 50
% PVP o molekulovej hmotnosti 4000 nezmenila.
Popisané boli rdzne ucinky: PVP u niektorych lieciv
predlzoval stav supersaturacie, u inych zvySoval
maximalnu koncentraciu lieciva dostupnu k absorpcii
oproti koncentracii bez polyméru, ale nepredlzoval
tento stav a v poslednej skupine lie¢iv nevykazoval
ziadny ucinok na ich rozpustnost a dostupnost.
HPMC pravdepodobne zvySovala rozpustnost a

rychlost’ rozpustania haloperidolu, naproti tomu
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PVP na uvedené fyzikalne parametre haloperidolu
nemal zasadny vplyv. MoZeme sa preto domnievat’,
ze spomalenie, resp. urychlenie disoliicie v nasich
formulaciach mohlo byt spojené najmé so zmenou

koncentracie HPMC vo formulaciach.
ZAVER

Oproti velkému mnozstvu peroralne podavanych
foriem antipsychotik stoji nedostatok komercne
dostupnych  liekov, ktor¢ by spristupniovali
neuroleptikd v alternativnych modernych liekovych
formach a zvySovali by komfort psychiatrickych
pacientov. Moznost’ poskytnut pacientom lieciva
v inych liekovych formach, ktorych vyhody su
potvrdené stidiami alebo samotnou praxou, by mohla
schizofrenickym pacientom nielen ul'ah¢it’ Zivot, ¢o
by viedlo k posilneniu K, ale takisto ich chranit’ pred
progresivnym zhorSovanim ich stavu, toxickymi
ucinkami antipsychotik, ich postupnou stratou
ucinku alebo vznikom tolerancie a receptorovej
supersenzitivity.

Prezentovana stadia spracovava navrh a postup
pripravy matricovych transdermalnych filmov s
obsahom haloperidolu, konstitutivnych latok HPMC a
PVPazmikcovadla G. Disolu¢né profily pripravenych
filmov boli nasledovné: formulacia s vy$§im obsahom
HPMC uvolnila obsah lie¢iva po cca 17 hodinach,
pricom priblizne prvych 5 hodin uvoltiovala takmer
konstantné mnozstvo lieCiva za urCity cas; dalSie
dve formulécie uvoliovali lie¢ivo vyrazne pomalSie
a po 24 hodinach doslo k liberacii 50 % (polyméry
v pomere 1:1) a 40 % lieCiva (nizsi obsah HPMC).
Obsah liec¢iva uvolneny z nami pripravenych filmov
s povrchom 19,625 cm? tvorenymi HPMC:PVP 70:30
teoreticky zodpovedd maximalnej dennej davke pri
zavaznej symptomatologii u dospelych rovnej 15 mg
— v tomto pripade by boli naplasti vymienané kazdy
den. Obsah néplasti s niz§im obsahom HPMC, ktoré
uvolnuju lie¢ivo pomalsie, zodpoveda dennej davke
8 alebo 5 mg, o je bezné davkovanie pre dospelych
so stredne zavaznymi symptémami. V tomto pripade

by bola naplast’ vymienana kazdych 48 h. Obidve



vyuzitia by fungovali len v pripade, Ze sa z naplasti
uvol'ni celé mnozstvo lieciva, resp. naplasti by museli
obsahovat’ eSte vyssiu davku, pretoze v konecnych
fazach uvolnovania lieCiva z matrice by sa proces
mohol pri vel'mi nizkej koncentracii lieCiva vyrazne
spomalit’ az zastavit. Zaroven proces penetracie
lie¢iva do pokozky, ktory podmieniuje uspesnost
transdermalneho podania lieiva nebol hodnoteny,
a preto by bolo potrebné overit prestup lieCiva
pokozkou in vitro metéodou s pozitim Franzovej

diftiznej cely alebo pomocou zvieracich modelov.
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ABSTRAKT

Ulcer6zna kolitida (UO)

celoZivotné zapalové ochorenie postihujice hrubé

predstavuje

¢revo a konecnik. Terapia pacientov je v dosledku
nie uplne objasnenej etiopatogenézy nespecificka a
empirickd. Zameriava sa na supresiu zapalovych
a imunologickych procesov. Kritickymi ¢initel’mi
pri urceni stratégie su lokalizacia, rozsah,
komplikacie, ako aj odpoved’ na doterajsiu lie¢bu.
V konvencnej terapii sa vyuZivaju aminosalycilaty,
kortikosteroidy a imunosupresiva. V poslednych
rokoch bolo spektrum medikament6znej terapie
obohatené o biologicku lie¢bu. Ciel'om $tudie bola
analyza a vyhodnotenie kazuistiky u pacientky
s tazkym priebehom UC s extraintestinalnymi
manifestaciami, ktorej bola po zlyhani konvencnej
terapie indikovana biologicka lie¢ba. Z vysledkov

vyplyva, Ze liecba infliximabom vyrazne zlepSovala

kvalitu Zivota pacientky. Av§ak zmena biologickej
liecby z infliximabu na adalimumab v ramci
kombinovanej terapie sice bola nad’alej ucinna v
terapii UC, ale v terapii enteropatickej artropatie
nebola zaznamenana dostatoéna terapeuticka
odpoved’, ¢o moéze suvisie’ aj s progresiou

ochorenia.

Krucové slova: biologicka liecba; Kklinické
prejavy; ulcerézna kolitida

ABSTRACT

Ulcerative colitis (UC) is a

inflammatory disease affecting the colon and

lifelong

the rectum. Patient’s therapy is unspecific
and empirical due to etiopathogenesis which
is not fully clarified. It focuses on suppressing
inflammatory and

immunological processes.
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Critical factors in determining the strategy

are localization, extent, complications, as
well as response to the previous treatment.
In conventional therapy, aminosalyclates,
corticosteroids or immunosuppressants are used.
In recent years, the spectrum of medical therapy
has been enriched with biological treatment. The
aim of the study was to analyze and evaluate
a case report of a patient with severe UC and
numerous extraintestinal manifestations indicated
by biological therapy after failure of conventional
therapy. The results indicate that treatment with
infliximab significantly improved patient’s quality
of life. Following an allergic reaction to infliximab,
adalimumab was administered. Adalimumab
within a combined therapy was effective in the
therapy of UC, however, this change did not
provide sufficient therapeutic response in the
therapy of enteropatic arthropathy. It might be

connected with progression of disease.

Key words: biological therapy; clinical
manifestations; ulcerative colitis
UvVoD

Ulcerézna kolitida predstavuje  celozivotné

zapalové ochorenie postihujice hrubé crevo alebo
kone¢nik. Asi u 95 % pacientov zéapal postihuje
rektum, odkial’ sa mdze §irit’ proximalne, symetricky
a bez prerusenia postihuje casti hrubého creva
(Kuzela a Zakuciova, 2012). Medzi hlavné priznaky
patri krvava hnacka, defekacia hlienu a tenezmy
(nutkavé bolestivé pocity na stolicu s defekaciou
malého mnoZstva stolice alebo iba hlienu a pocitom
neuplného vyprazdnenia). Kolitida vacsieho rozsahu
byva spojena s hor§imi priznakmi, profiznou krvavou
hnackou a celkovymi prejavmi ako vahovy ubytok,
horucka s tachykardiou (Gabalec, 2009). Asi v 6 — 47
% pripadov sa vyskytuju extraintestinalne priznaky
(Rothfuss a kol., 2006). Medzi extraintestinalne
manifesticie zavislé od aktivity ochorenia patria
episkleritida, uveitida, periférne artropatie, erythema
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nodosum a i. Medzi extraintestindlne manifestacie
nezavislé od aktivity ochorenia patria ankylozujuca
splondylitida, axialne artropatie, sakroileitida a i.
Pacienti s UC maji zvySené riziko kolorektalneho
kacindému (Kuzela a Zakuciova, 2012). Etiologia UC
jeneznama a patogenéza je len ¢iastocne preskimana.
Klinické a experimentalne Stadie poukazuju na
vplyv vonkajSich faktorov a defektov v regulécii
slizni¢nej imunity pre vznik zapalu u geneticky
predisponovanych jedincov. Av§ak vplyv genetickych
faktorov je slabsi v porovnani s Crohnovou chorobou
(Gabalec, 2009). Ochorenie postihuje priblizne 0,3
— 0,5 % nasej populacie (Douda, 2017). Najvyssia
incidencia ochorenia je v Izraeli, Velkej Britanii a
Severnej Amerike (Gregu$ a kol., 2007). Stipajtci
trend UC bol zaznamenany aj v postkomunistickych
krajinach (Stange a kol., 2006). Pri¢iny su pripisané
zmene zivotného Stylu, stravovacim navykom,
znizenej pohybovej aktivite alebo industrializacii.
Nesmierne dolezitym krokom na dosiahnutie
ucinnej terapie je vcasna diagnostika a nasledné
zahajenie liecby. Diagnostika je zalozena na

klinickom, endoskopickom a  histologickom
obraze. V diferencialnej diagnostike UC sa vyuziva
pozitivita protilatok proti cytoplazme neutrofilov s
perinuklearnou fluorescenciou (pANCA), ktora sa
vyskytuje asi u 50 — 60 % pacientov. Z laboratornych
vySetreni sa sleduji markery systémového zapalu
ako zvySend koncentracia C-reaktivneho proteinu
(CRP) a

Biochemické vySetrenie modze tiez preukazovat

zvySena sedimentdcia erytrocytov.

zmeny v elektrolytoch, napr. hypokalémiu v
dosledku hnackovitych stavov. VySetrenie krvného
obrazu moze odhalit’ anémiu spdsobent chronickymi
krvnymi stratami (Gabalec, 2009).

Medikamentozna liecba UC, t. j. forma lieku,
sa riadia
(proktitida,

proktosigmoitida a l'avostranna kolitida, extenzivna

davkovanie a jednotlivé kombinacie

anatomickym rozsahom ochorenia
kolitida a pankolitida), stupfiom postihnutia (mierny,
stredny a tazky) a pritomnostou komplikacii
(Gabalec, 2009). Zaklad konvencnej liecby tvoria

aminosalicylaty (5-aminosalicylova kyselina (5-



ASA) — mesalazin,

imunosupresiva.

sulfasalazin), kortikoidy a
Aminosalicylaty st zakladnym
kameniom liecby u miernej a stredne aktivnej
UC. Peroralne

sa metabolizuje v hrubom c¢reve na mesalazin a

aplikovany sulfasalazin, ktory
sulfapyridin, je a¢inny u 80 % pacientov. Je indikovany
iba u pacientov, ktori maju si¢asne aj extraintestinalne
prejavy ochorenia, napr. problémy s kibami
(Douda, 2017; Gabalec, 2009). Inak je sufasalazin
nahradzovany mesalazinom v dennej davke 2 -2,4 g
az4—4,8 gkvoli jeho G¢innosti a mensim neziaducim
Gginkom (NU). Lokalne formy mesalazinu (&ipky)
su 0¢inné v terapii distalnej formy UC (Hlavaty
a kol., 2017). U pacientov so stredne tazkou az
tazkou kolitidou, u ktorych sa stav nezlepSuje ani
pri maximalnych davkach 5-ASA, sa indikuje liecba
kortikoidmi. Podava sa prednizon v davke 40 az 60
mg az do zvladnutia priznakov (10 — 14 dni), ktora sa
potom zniZzuje o 5 mg tyzdenne. Uéinnost’ lie¢by bola
zaznamenana u viac ako 70 % pacientov, avsak po
jednom roku sledovania bolo zaznamenanych 22 %
kortikoid-dependentnych pacientov (Gabalec, 2009).
Imunosupresivna lie¢ba je indikovana u pacientov s
opakovanymi relapsami a u kortikoid-dependentnych
pacientov, alebo u pacientov, ktori netoleruju liecbu
5-ASA (Kuzela a Zakuciova, 2012). V klinickej praxi
sa vyuzivaju tiopuriny (azatioprin, merkaptopurin),
pripadne cyklosporin A (Lukas, 2011). Terapia
dlhodobu
remisiu. Novou moznostou v terapii UC je biologicka

imunosupresivami  udrziava stabilnu
liecba, ktora je vhodna u pacientov, ktori nereaguju
na konvenénu terapiu, alebo u ktorych je konvencna
lie¢ba spojend s intoleranciou alebo vyskytom NU.
Cielom zasahu biologickej liecby st molekuly s
kl'aCovym postavenim v patogenéze ochorenia. Ide
o latky inhibujuce prozapalové cytokiny ako tumor
nekrotizujici faktor o (TNFa), infliximab (IFX),
adalimumab (ADA), golimumab (GLM), inhibitory
adhezivnych molektl (vedolizumab, etrolizumab),
inhibitory interleukinu 12/23 (ustekinumab), a in-
hibitory Janus kindz (tofacitinib) (Douda, 2017).
Biologikd zo skupiny protilatok anti-TNFa (IFX,
ADA, GLM) st uréené na terapiu stredne a vysoko

aktivnych foriem crevnych zéapalovych ochoreni.
Zavedenie IFX v roku 1993 do liecby znamenalo
pokrok vo vedeni terapie u pacientov s tazkym
priebehom Crohnovej choroby a UC (Bortlik a kol.,
2016). IFX je chimericka (75 % l'udské a 25 % mysia)
monoklonalna protilatka anti-TNFa, ktord sa podava
formou intraven6znych infuzii v davke 5 mg/kg. ADA
bol schvaleny na terapiu UC v roku 2012. ADA je
rekombinantna 'udskéd monoklonalna protilatka IgG1,
ktora sa podava subkutanne v davke 40 mg 1-krat
za 14 dni (Gabalec, 2009). Medzi najdolezitejsie
potencialne rizikd, ktoré su spojené¢ s anti-TNFa
terapiou, patria infuzne reakcie alebo reakcie v
mieste vpichu, autoimunitné prejavy, neurologické
prejavy, hlavne demyelizacné ochorenia, malignity,
hematologické komplikacie, srdcové zlyhanie a
infekcie. Medzi casté infekéné komplikacie patria
infekcie hornych dychacich ciest a sinusitida. AvSak
najzavaznejSou infekénou komplikaciou anti-TNFa
liecby je vznik tuberkulozy (TBC), ktory je asi 20-
krat castejsi ako u pacientov bez tejto liecby. Ide o
reaktivaciu latentnej TBC, preto pred nasadenim tejto
liecby je potrebné screeningové vysetrenie pacienta
k vyluceniu latentnej TBC pneumoldogom (Marek a
kol., 2010).

Cielom $tadie bola analyza a vyhodnotenie
terapeutickych postupov u pacientky s tazkou
formou UC komplikovanou extraintestindlnymi
manifestaciami, u ktorej bola po zlyhani konvenéne;j
terapie indikovana biologicka liecba.

Kazuistika pacientky s Ulceréznou kolitidou

33-ro¢na pacientka sa lie¢i na K51.0 ulceréznu
kolitidu od roku 2008. Pracuje ako pomocna sila v
kuchyni. Antropometrické tidaje: telesna hmotnost’
ma kolisavi tendenciu s vel’kym rozmedzim od 69 kg
az po 52 kg v priebehu liecby, vyska 165 cm. Osobna
anamnéza: pacientka Zije v manzelstve bez deti. Faj¢i
pravidelne a alkohol pije prilezitostne. Neuvadza
ziadne alergie na lieky ani potraviny. V minulosti
podstupila operdciu hlasiviek. Rodinnd anamnéza:
uvadza vyskyt UC v rodine.

Ochorenie sa prejavovalo castymi riedkymi

31



stolicami s primesou krvi a bolestami brucha.
Zaroven pacientka trpi enteropatickou artropatiou
sprevadzanou bolestami kibov a kosti. Pacientka
bola hospitalizovana s t'azkou artralgiou od 12. 9. —
23. 9. 2011. Po stave erythrema nodosum (EN) bola
pacientka od 17. 10. 2013 zaradena do starostlivosti
nového gastroenterologa so stabilizovanym tazkym
malasimilaénym syndromom po enteralnej liecbe.
Pacientka je zarad’ovana medzi kortikodependentnych
pacientov a na konvencnu terapiu neodpoveda. V
lekarskych zdznamoch sa dovod nelspechu terapie
neuvadza. Pri prestupe k novému gastroenterolégovi
v roku 2013 bola uz pacientka na biologickej
liecbe, ktora jej bola indikovana v roku 2010. Pred
zahéjenim biologickej liecby ako aj pri zmene ucinnej
latky podsttpila pacientka screeningové vySetrenie
latentnej TBC pluc. Pacientka bola po vySetreni
pneumologom zhodnotend ako pacient vhodny
na zahdjenie biologickej liecby s odporacanim na
kontrolné na vySetrenia 1x rocne.

Kolonoskopicky nalez z roku 2013 poukazuje na
Pavostrannu kolitidu s vysokym stupniom klinickej
aktivity. Odporacanou medikaciou gastroenterologa
v roku 2013 bol IFX 400 mg intravenézne v 7 — 8
tyzdnovom intervale. Pred aplikdciou IFX bol vzdy
intravenozne aplikovany hydrokortizon v davke 200
mg. Dalej pacientka uZivala mesalazin peroralne 2 x 2
g denne, metylprednizolon peroralne 1 x 6 mg denne
rozdeleny do davok 4 — 2 — 0 mg. V roku 2013 boli
2-krat zaznamenané zvySené hodnoty zapalového
markera CRP v niekol’ko mesa¢nych odstupoch: 16
mg.I" a 25,77 mg.I"! (norma < 5,0 mg.1").

V roku 2014 pacientka uvadza neustdle bolesti
v kiboch. Citi sa striedavo dobre aj zle. Stolica
je pravidelnd 1 — 2 x denne bez primesi krvi. V
takomto pripade reumatolog pridal do medikacie
metotrexat (MTX) v tabletovej forme a odporudil
uzivanie nesteroidného antiflogistika nimesulidu
podla potreby. Kontrolnd sigmoidoskopia, ¢o je
optické vySetrenie esovitej kl'ucky hrubého creva
a kone¢nika pomocou pruznej alebo pevnej trubice
tzv. sigmoidoskopu, preukazala znamky proktitidy,
teda zapal vystelky konecnika s miernou aktivitou
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a erozivnymi zmenami. Pacientke boli odobraté
vzorky na histologické vySetrenie a na zaklade toho
gastroenterolog zamenil perordlny mesalazin za
sulfasalazin, a to 2 x 1 g denne a nasledne pridal 1 g
mesalazin Cipky, a to 1 x vecer.

Po 4 rokoch biologickej liecby IFX dostala
pacientkapocas infuzie alergickureakciu. Po preruseni
infuzie bol sledovanej zene aplikovany hydrokortizon
v davke 100 mg intravendzne a nastalo okamzité
zlepSenie stavu. Gastroenterolog zamenil IFX za
ADA a pacientka musela podstupit’ diagnostické
vysetrenie dychacieho ustrojenstva pri biologickej
liecbe. Zaverom vySetrenia bolo, ze pacientka je bez
kontraindikécii podania ADA. Inicialna davka ADA
bola 80 mg subkutanne, pri d’alSej aplikacii 40 mg
subkutanne v 14 diovych intervaloch.

V maji 2015 pri gastroenterologickej kontrole
pacientka udava krv pri tvrdSej stolici a pretrvavajtce
bolesti kibov. Pokracuje v uzivani ADA v davke 40 mg
subkutanne kazdych 14 dni. Lekarska sprava uvadza
nepriaznivii prognozu pre pretrvavanie bolesti kibov
a sustavne mierne zvySené laboratorne parametre
zapalu CRP (11,04 mg.I'"; 6,97 mg.1" a 7,85 mg.1").
Pacientka popisovala tvrdsiu stolicu s primesou krvi 1
—2 x denne a zhor3enie bolesti kibov. Gastroenterolog
postupoval nasadenim intenzifikovaného rezimu
ADA v davke 40 mg subkutanne kazdych 7 dni.
Zaroven pacientka uzivala sulfasalazin peroralne 2 x
1 g denne, 1 g mesalazin vo forme Cipku 1 x vecer,
metylprednizolon perordlne 1 x 6 mg denne rozdeleny
do davok 4 — 2 — 0 mg. V terapii enteropatickej
artritidy sa pokracovalo terapiou metotrexatom.

V jini 2016 lekar zhodnotil stav pacientky
ako nemenny, pretrvavanie zapalu a bolesti kibov
preukazali, ze zmena davkovacieho rezimunepriniesla
ziaden terapeuticky efekt. Davkovanie ADA zmenil na
40 mg subkutanne kazdych 14 dni. PriloZena sprava
z reumatologickej kontroly z augusta 2016 popisuje
zhorsenie bolesti kibov, konkrétne na ramene a lakti
pravej hornej koncatiny a kolene a ¢lenku l'avej dolnej
koncatiny. Reumatolég pozmenil tabletovu formu
metotrexatu na formu injekéna v davke 15 mg 1 x

tyzdenne a pridal perordlnu suplementaciu kyseliny



Tab.1: Prehl’ad farmakoterapie pacientky od roku 2013 do 2018

infliximab 400 mg 1. v. (7 — 8 tyzdiovy interval)
2013 hydrokortizén 200 mg
mesalazin tbl. 2 x 2 g denne
metylprednizolon 4 —2 -0 mg denne
infliximab 400 mg i. v. (7 — 8 tyzdnovy interval)
hydrokortizon 200 mg
312014 mesalazin tbl. 2 x 2 g denne
metylprednizolon 4 -2 — 0 mg denne
adalimumab 400 mg i. v. (7 — 8 tyzdiiovy interval)
mesalazin supp. 200 m
8/2014 sulfasalazin tbl. g
. 2 x 2 g denne
metylprednizolon 4-7-0me denne
metotrexat tbl. g
adalimumab 40 mg s. c. (7 diové interval — intenzifikovany rezim)
mesalazin supp. 1 g/D
2015 sulfasalazin tbl. 2x1lg
metylprednizolon 4-2-0mg
metotrexat tbl. neuvedené
adalimumab 40 mg s. c. (7 dnové intervaly — intenzifikovany rezim
mesalazin supp. 1 g/D
2016 sulfasalazm tb}. 2x1g
metylprednizolon 4-2-0mg
metotrexat inj. 15 mg tyzdenne
acidum folicum 2 x 10 mg tyzdenne
2017 — 2018 | bez zmeny medikacie

listovej, a to 2 x 10 mg za tyzden. Ostatna medikacia
od gastroenterologa ostava nezmenena pocas celého
roka. Hodnoty CRP mali klesajicu tendenciu v
druhej polovici roka, ked’ hodnota CRP klesla zo
14,16 mg.l" na hodnotu 2,24 mg.1"".

V roku 2017 pacientka podstupila 2-krat
gastroenterologick kontrolu, a to v marci a decembri.
Parametre zapalu klesli (CRP 6,53 mg.l' a 3,54
mg.l"), avSak bolesti kibov ostavaju v popredi
klinického obrazu sledovanej zeny.

Posledna kontrola pocas sledovaného obdobia
bola vykonana v maji 2018. Pacientka neudava
hnacky, stolica je pravidelna 1 —2 x denne bez primesi
krvi. Bolesti kibov pretrvavajii a citi sa unavena.
Laboratorne vysetrenie preukdzalo zvysenie hodnoty
CRP (10,03 mg.I'"). Medikacia ostava nezmenena,

sledovanej zene je odporucané fyzické Setrenie

a pravidelné kontroly u reumatologa. Prehl'ad
farmakoterapie pacientky od roku 2013 do roku 2018
uvadza tabulka 1.

Hodnoty CRP pocas lie¢by pacientky st uvedené
v tabul’ke 2.

DISKUSIA

Kazuistika zobrazuje pripad mladej 33-rocnej
pacientky s UC komplikovanou extraintestinalnymi
manifestaciami, u ktorej bola po neuspesnej
konvencnej terapii indikovana biologicka liecba
anti-TNFo protilatkami. Incidencia a prevalencia
idiopatickych ¢revnych ochoreni sa zvySuje a posti-
huje prevazne mladych ludi v reproduktivnom
veku. UC wvznikd a reaktivuje sa u geneticky

predisponovanych jedincov, kedy faktory vonkajsieho
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Tab. 2: Hodnoty CRP pacientky pocas sledovanej doby liecby

Hodnota CRP v jednotkach mg.l"
Rok X
(norma < 5,0 mg.1")
lie¢ba infliximabom
2013 16
25,77
2014 13,78
16,99
liecba adalimumabom
2014 6,05
3,98
2015 11,04
6,97
7,85
2016 14,16
2,24
2017 6,53
3,54
2018 10,03

CRP — C-reaktivny protein

prostredia poskodzuju slizni¢ni bariéru (Douda,
2017). To mdze suvisiet’ aj s pripadom pacientky v
tejto kazuistike, ktora uvadza vyskyt UC v rodine.
Telesna hmotnost’ pacientky bola na zaciatku
sledované¢ho obdobia 69 kg a na konci 52 kg, ¢o
predstavuje ubytok 17 kg. Hodnota BMI na zaciatku
sledovaného obdobia bola 25,3 a v roku 2018 19,1; ¢o
poukazuje na podvahu. Ubytok hmotnosti je jednym
z klinickych priznakov UC (Gabalec, 2009).

Kedze pacientka nedopovedala na konvencnu
liecbu a zaroven patri medzi kortikodependentnych
pacientov, v roku 2010 jej bola indikovana biologicka
liecba IFX. Za kortikodependentnych pacientov
sa povazuju pacienti s UC podstupujucich terapiu
systémovymi glukokortikoidmi dlhsie ako 16 tyzdnov,
a u ktorych sa nepodarilo pre trvalé¢ znamky zapalu
terapiu ukoncit, alebo u nich po ukonceni terapie
dochadza v dalsich 12 tyzdinoch k opakovanym
klinickym prejavom aktivity ochorenia (Kohout,
2011). Dovody kortikodependencie sledovanej zeny
zdravotna dokumentdcia neuvadza. U tychto osob
sa terapia zahajuje imunosupresivami a v pripade,

ze liecba nema ucinok, alebo sa vyskytnu prejavy
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neznasanlivosti alebo vedl'ajsie ucinky, je indikovana
terapia IFX (Kohout, 2011). Biologickd liecba a
predovsetkym anti-TNF protilatky sa ucinné aj v
liecbe niektorych extraintestinalnych komplikacii u
pacientov s UC (Bortlik a kol., 2016). To bol d’alsi
dovod indikacie biologickej liecby IFX u pacientky,
ktora trpi aj extraintestinalnou manifestaciou UC v
podobe enteropatickej artropatie.

Pred zahdjenim biologickej liecby ako aj
pri zmene ucinnej latky podstipila pacientka
screeningové vySetrenie plic. Pred zacCatim terapie
je nutné vykonat’ screening latentnej TBC, zahriajici
rontgen plic v dvoch projekciach, Quantiferon test
a/alebo TBSpot test a/alebo kozny test Mantoux II
(Bortlik a kol., 2016). Pacientka bola po vysetreni
pneumoldégom zhodnotenda ako pacient vhodny
na zahajenie biologickej lieCby s odporti¢anim na
kontrolné vySetrenia 1 x ro¢ne.

Biologicka lie¢ba IFX bola u pacientky nastavena
na udrziavaciu davku 400 mg v 7 — 8 tyzdinovych
intervaloch. LieCebna schéma u pacientov so
zapalovym ochorenim ¢reva v indukénej faze zacina

intraven6znym podanim I[FX vdavke Smg/kgv0.,2. a



6. tyzdni a udrziavacia davka spociva v intraven6znom
podani 5 — 10 mg/kg kazdych 4 — 8 tyzdnov
(Schenkova a Hlavaty, 2016). Induk¢na terapia ma za
ciel’ Co najrychlejsie znizit’ zapalovu aktivitu a zaistit
ustup klinickych, laboratornych a endoskopickych
znamok ochorenia. Dlhodoba udrziavacia terapia sa
zameriava na zabranenie navratnosti subjektivnych
a objektivnych tazkosti (Lukas, 2009). Pred kazdym
podanim IFX je pacientom intravenézne aplikovany
hydrokortizén, ktory bol v pripade pacientky podany
v davke 200 mg. Pacientka po aplikacii IFX infuzie
popisuje vzdy obdobie bez artralgii. V roku 2013
gastroenterolog doplnil medikaciu IFX peroralnym
mesalazinom v davke 2 x 2 g denne. Efekt liecby
zéavisi od celkovej dennej davky, pricom najlepsie
vysledky sa pozorovali v S§tudidch s udrziavacou
dennou davkou nad 2 g (Hlavaty a kol., 2017).
Extraintestinalnou manifestaciou prejavujicou
sa u sledovanej zeny su tazko zvladnutelné
muskuloskeletarne priznaky vo forme enteropatickej
artropatie s tazkymi artralgiami, ktoré znizujl
kvalitu zivota pacientky o viac ako 75 %. V roku
2011 bola pacientka hospitalizovana v nemocni¢nom
zariadeni na viac ako 11 dni pre bolesti kibov a kosti.
Muskuloskeletarne komplikadcie st najcastejSou
extraintestinalnou komplikaciou UC s popisovanou
frekvenciou 23 % (Bourikas a Papadakis, 2009).
Periférna artropatia je rozdelend na typ I a II,
pricom len typ I zavisi od aktivity idiopatickych
crevnych zapalovych ochoreni (Caprilli a kol.,
2006). Enteropaticka artritida L. typu sa prejavuje ako
migrujtca artritida kolien, bedrovych kibov, zapisti,
¢lenkov a lakt'ov, obvykle trvajica niekol’ko tyzdiov
a vzacne tvoriaca kibne deformity (Zadorova,
2012). V priemere u 50 % pacientov trva vzplanutie
menej ako 1 mesiac a menej ako 5 % chorych ma
chronické priznaky. Uspesna lie¢ba UC ¢&asto vedie
k zlepSeniu periférnej artropatie. LieCebna stratégia
zahina lokalne injekéne aplikované kortikoidy,
nesteroidné antiflogistika (NSA) a fyzioterapiu s
pohybovym rezimom, pripadne imunosupresiva
a biologicku terapiu (Forcione a Frieman, 2003).

Preto okrem vyssie uvedenej lieCby bol v roku 2013

pacientke indikovany metylprednizolon v davke 6
mg denne na dlhodobé uzivanie. V tom istom roku
pacientka prekonala aj extraintestinalnu manifestaciu
zavislu od aktivity ochorenia erythema nodosum,
¢o je neSpecifickd kozna reakcia prejavujuca sa
nahlou tvorbou erytematoznych bolestivych uzlov
v podkozi so symetrickou distriblciou, najcastejsie
lokalizovanou na extenzorovych stranach predkoleni
a v oblasti kolien. EN sa mo6ze vyskytovat’ izolovane
alebo mdze byt sucastou Sirokej skaly ochoreni,
medzi ktoré¢ patria okrem in¢ho aj idiopatické zapaly
¢reva (Hradiska, 2009). Prejavuje sa asiu 15 —40 %
pacientov, CastejSie u zien. EN vel'mi dobre reaguje na
kortikoidnu a biologicku liecbu. Po prelie¢eni mézu
na kozi ostat’ hyperpigmentové zmeny (Harbord a
kol., 2016). Na neustale prebiehajici zapalovy proces
v tele pacientky poukazuju aj zvySené hodnoty
nespecifického zapalového markera CRP, ktoré v
roku 2013 mali hodnotu 16 mg.I" a 25,77 mg.I"".

Po akutnej kontrole v roku 2014 pacientka
popisuje neustale bolesti kibov. V tomto roku boli
hodnoty CRP pri stcasnej liecbe IFX stale mierne
zvySené (13,78 mg.l'; 16,99 mg.l"). Reumatolog
pridal do medikéacie pacientky MTX na peroralne
uzivanie a NSA nimesulid na tlmenie bolesti podla
potreby. Gastroenterolog popisuje znamky proktitidy
a aj z dovodu stale pretrvavajucich bolesti meni
medikaciu systémovym mesalazinom na sulfasalazin
s pridanim topického mesalazinu vo forme ¢ipkov. V
terapii lavostrannej kolitidy, ktorou trpi pacientka,
je kombinovana lieCba peroralnym mesalazinom v
davke najmenej 2 g denne s lokalnym mesalazinom
pri davke 1 g denne ucinnejSia ako monoterapia.
Topicky mesalazin je prvoliniovou lie¢bou pri
proktitide. Dosahuje vys$Siu koncentraciu ucinnej
latky na sliznici rekta ako perordlne podavany
mesalazin (Hlavaty a kol., 2017; Dujsikova, 2018).
V pripade pacientky, ktora trpi aj extraintestinalnymi
manifestdciami, teda artralgiou, je doporucena
indikécia sufasalazinu namiesto mesalazinu, ktory sa
v hrubom c¢reve t¢inkom baktérii Stiepi na mesalazin
a sulfapyridin, ktory sa vstrebava a ma antireumaticky
ucinok (Macejova a Rybar, 2010; Doda, 2017).
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Priblizne po Styroch rokoch liecby IFX sa u
pacientky pocas podavania infuzie vyskytla alergicka
reakcia, ktora sa prejavila ako nahly naval tepla
a Cervene po celom tele a stazené dychanie. Po
podani 100 mg hydrokortizonu nastalo zlepSenie.
V pripade nahle vzniknutej alergickej reakcie

sa postupuje okamzitym prerusenim inflzie,
intravenoznym podanim hydrokortizonu, pripadne
antihistaminika alebo sa aplikuje kalcium. Nutné
je zaistit oxygenoterapiu a monitorovat vitdlne
funkcie (Vi¢ek a kol., 2014). Najéastejsim NU liecby
IFX su prave alergické reakcie spojené s podanim
infuzie, ktoré sa vyskytli v klinickych stadiach v
roznej intenzite az u 20 % pacientov. Vacsinou ide o
menej zavazné reakcie, spontanne odoznievajice po
preruseni infizie alebo po liecbe antihistaminikami
(Fusek a kol., 2012). AvSak wvznik alergie alebo
anafylaktického Soku sa povazuje za indikaciu na
ukoncenie terapie danym biologickym preparatom.
V takom pripade sa u pacienta indikuje iny anti-
TNF preparat, napr. ADA (Bortlik a kol., 2016;
Vicek a kol., 2014). To sa uskutocnilo aj v pripade
pacientky, ked’ gastroenterolog zmenil terapiu [FX
za ADA, ktory sa v indukénom rezime podava v
davke 160 mg subkutanne v 0. tyzdni, s naslednym
podanim 80 mg v 2. tyzdni. V pripade pozitivnej
odpovede sa udrziavacia terapia indikuje v davke
40 mg subkutanne v 2 tyzdnovom intervale (Lukas,
2013). V pripade pacientky bola inicidlna davka ADA
80 mg subkutanne. Neskor pacientka uzivala 40 mg
subkutanne kazdych 14 dni dlhodobo. Davkovanie
ostatnych lie¢iv bolo nezmenené. Hodnoty CRP pri
stcasnej liecbe ADA boli znizené (6,05 mg.l'; 3,98
mg.Ih).

V roku 2015 pre neustale pretrvavajuci zapal,
bolesti kibov a opit mierne zvysené CRP hodnoty
(11,04; 6,97; 7,85 mg.l"), lekar skratil 14 diovy
interval aplikacie ADA na 7 dnovy. Podanie ADA
v tzv. intenzifikovanom rezime vyznamne zvysuje
ucinnost’ terapie (Bortlik a kol., 2016). V danom
pripade skratenie intervalu na priblizne 7 mesiacov
neprinieslo Ziaden terapeuticky efekt.

V roku 2016 bol lekarom interval podania
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ADA opit predizeny na 14 diovy, zaroven bol
zaznamenany aj pokles CRP hodnét zo 14,16
2,24 mg.l
reumatologickej kontroly z augusta 2016 popisuje

mg.I' na Prilozena sprava z
zhor3enie bolesti kibov, konkrétne na ramene a lakti
pravej hornej koncCatiny a kolene a clenku lavej
dolnej koncatiny. Na odporacanie reumatologa
bola tabletova forma MTX pozmenena na injeként
formu, a to v davke 15 mg 1 x tyzdenne. MTX je
antagonista kyseliny listovej, inhibuje enzym
dihydrofolatreduktazu a v kone¢nom dosledku
inhibuje syntézu DNA a naslednt proliferaciu buniek.
Zaroven znizuje syntézu reumatoidnych faktorov,
ovplyviiuje  chemotaxiu  polymorfonuklearnych
buniek, znizuje sekréciu prozapalovych cytokinov
(interleukiny IL-1, IL-2, IL-6) (Macejova a Rybar,
2010; Marek a kol., 2010). MTX sa podava v davkach
7,5 mg az 25 mg 1x tyzdenne. StiCasne sa podava
kyselina listovd v davke 10 — 30 mg tyzdenne, ale v
iny deni ako MTX (Rovensky a kol., 2005). Pacientke
bola indikovana kyselina listova v davke 2 x 10 mg
tyzdenne. Zaroven sucasna aplikacia MTX a IFX
znizuje imunogenicitu a zvysuje hladiny IFX v sére.
Avsak UCinnost MTX v indukénej ¢i udrziavacej
liecbe UC nebola preukazana (Feagan a kol., 2014).

V roku 2017 pacientka podstapila gastro-
enterologicki kontrolu 2 x, a to v marci a
decembri. Parametre zapalu klesli, avSak bolesti
kibov ostavaji v popredi klinického obrazu
sledovanej Zeny. Pri poslednej kontrole v maji
2018 bol stav pacientky stabilizovany, stolica je
pravidelna 1 — 2 x denne bez primesi krvi, avSak
bolesti kibov pretrvavaju a citi sa unavena, o
¢om sved¢ia aj zvySené hodnoty CRP (10,03 mg.
I"). Napriek tomu medikacia ostava nezmenena a
pacientke je odporucané fyzické Setrenie a pravidelné
kontroly u reumatologa.

Z celkového pohladu bola klinicka odpoved
u pacientky v terapii UC, ale aj enteropatickej
artropatie na liecbu IFX, lepsia. Pacientka sa citila
dobre a popisovala aj obdobie niekol’kych tyzdiov
bez bolesti po aplikécii IFX. Sledované hodnoty CRP
pri liecbe IFX vSak boli vyssie v porovnani s lieCbou



ADA. Ten vsak nepriniesol az také dobré subjektivne
zlepsenie stavu pacientky, hlavne z hl'adiska RA, ¢o
ale moze suvisiet’ aj s celkovou progresiou ochorenia.
Monitorovanie CRP sa pouziva na hodnotenie liecby,
aj ked hodnota vzdy nekoreluje s klinickym stavom.
V tychto pripadoch je klinicky stav pacienta lepSim
ukazovatelom zapalovej aktivity ako neSpecifické
biochemické markery, medzi ktoré patri aj CRP
(Stetiova, 2012)

ZAVER

Z vysledkov predkladanej stadie vyplyva, ze
po neuspechu konvencnej terapie bola pacientke
indikovana biologicka liecba. Uzivanie IFX prinieslo
pacientke zlepSenie kvality zivota, a to udrzanim
ochorenia v remisii a Gistupom bolesti kibov, ktorymi
trpela. Po neskorsej alergickej reakcii na IFX bola
pacientka nastavena na uzivanie ADA, ktory bol v
ramci kombinovanej terapie nad’alej i€inny v terapii
UC, ale dostatocna terapeutickd odpoved nebola
zaznamenana v terapii enteropatickej artropatie, ¢o

vsak moze suvisiet’ aj s progresiou ochorenia.
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ABSTRAKT

NajcastejSim zapalovym reumatickym
Je to

chronické zapalové ochorenie, ktoré vedie k

ochorenim je reumatoidna artritida.

rozvoju kibovych destrukcii a deformit. Po§kodené
st predovietkym drobné synoviilne kiby ruk,
zapisti, chodidiel a &lenkov. Postihnutie kibov
sposobuje obmedzenie pohyblivosti a poruchy
funkcie pohybového systému. Dominantné byva
postihnutie kibov, avsak ¢asto byvajii postihnuté
aj vitalne doleZité organy. Na vzniku ochorenia
sa podiel’aju autoimunitné mechanizmy, doélezita
ulohu zohriava aj genetickd predispozicia.
Viasna diagnostika a spravna liecha su vel’mi
doélezité, pretoZe mozZu zastavit’ zapalovy proces,
zabranit® trvalym poSkodeniam a zlepSit
kvalitu Zivota pacientov. Vyvoj biologickych
preparatov predstavuje vyznamny pokrok v

terapii autoimunitnych ochoreni. Cielom Studie

bolo sledovanie aktivity ochorenia a kvality
Zivota u pacientov s reumatoidnou artritidou
liecenych biologikami a analyza odbornych
informacii o biologickej liecbe a reumatickych
autoimunitnych zapalovych ochoreniach. Praca
retrospektivne analyzuje subjektivne a objektivne
ukazovatele kvality Zivota v skupine 100 pacientov
s reumatoidnou artritidou lie¢enych biologickymi
liekmi. Vysledky ukazuju Statisticky vyznamné
zlepsenie kvality Zivota pacientov s reumatoidnou
artritidou po nasadeni biologickej liecby.

KPuacové slova: biologicka liecba; biologické
lieciva; Kkvalita Zivota; reumatoidna artritida;
reumatoldgia; terapia

ABSTRACT

The most frequent inflammatory rheumatic
disease is a rheumatoid arthritis. It is a chronic
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inflammatory disease that leads to the development
of joint destruction and deformities. Especially
minor synovial joints of hands, wrists, feet and
ankles are damaged. Affection of joints causes a
reduction in mobility and impaired musculoskeletal
function. Besides joints these diseases can affect
other, even vital organs. Its development is
mediated by various autoimmune mechanisms.
Genetic predisposition plays also an important
role in the pathogenesis of autoimmune diseases.
Early diagnosis and proper treatment are, thus,
very importatnt — they can stop inflammation,
prevent permanent damage, and improve quality
of life of the patients. Development of biologic
compounds poses a significant progress in the
therapy of autoimmune diseases. The present aims
of the study were to observe and analyze activity
of the disease and quality of life in rheumatoid
arthritis patients treated with biologics. Moreover,
it analyzes information about biological therapy
and other rheumatic autoimmune inflammatory
diseases. The study retrospectively analyzes both
subjective and objective markers of quality of life
in the cohort of 100 rheumatoid arthritis patients
treated with biological remedies. The results
showed statistically significant improvement of
quality of life in patients with rheumatoid arthritis
after initiation of the biological treatment.

Key words: biological

drugs; biological

therapy; rheumatoid arthritis; rheumatology;

therapy; quality of life

UVOD

Biologicka liecba (BL) je cielena liecba proti
zapalovym procesom a predstavuje vyznamny
pokrok v liecbe zdpalovych autoimunitnych
reumatickych ochoreni. Ma aj svoje rizika a preto je
dolezité zvazit’ pomer rizika a prospechu u kazdého
pacienta. Spolo¢nym znakom tychto ochoreni je
bolest pohybového aparatu a znizenie funkcnej

schopnosti. Niektoré¢ druhy ochoreni postihuju aj
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vnutorné organy, ako su srdce, pl'ica, oblicky, Casto
st postihnuté aj o¢i a koza. Zapalové reumaticke
ochorenia si cCastou priCinou praceneschopnosti a
invalidity a vd’aka BL sa v poslednej dobe zlepsila
kvalita zivota reumatického pacienta, ktory sa mohol
opét vratit’ k plnohodnotnému pracovnému Zzivotu.

Hlavnym cielom nasej stadie bolo sledovanie
zlepSovania kvality zivota pacientov trpiacich
reumatoidnou artritidou (RA) lieCenych biologickymi
liekmi.

MATERIAL A METODY

Vyskumny subor  tvorili pacienti S
diagnostikovanou RA lieceni biologickymi liekmi v
Centre pre BL I. Internej kliniky UNLP a LF UPJS
v Kosiciach. Demografické tdaje (vek, pohlavie)
a udaje tykajuce sa kvality Zivota (dotazniky, dizka
trvania lie¢by) sme zistovali retrospektivne zo
zdravotnych zaznamov pacientov a v Case realizacie
nasho prieskumu sme pacientom dali vyplnit' d’alsi,
aktudlny dotaznik.

s RA
uzivajucich biologické lieky zahimalo vysledok
dotaznika HAQ (Health Assessment Questionnaire)
a indexu DAS28 (Disease activity score). Okrem

Hodnotenie kvality zivota pacientov

toho sme na zaklade udajov dostupnych na webovej
MZ SR (Ministerstvo
Slovenskej

stranke zdravotnictva

republiky) vypracovali prehlad na
Slovensku kategorizovanych biologickych lieciv
pouzivanych na lie¢bu reumatoidne;j artritidy. Udaje
o kategorizacii liekov boli spracované k datumu 1. 3.
2019.

Dotaznik HA

Na ziskanie informacii o kvalite Zivota pacientov
s RA uzivajucich niektory z biologickych liekov
sme pouzili dotaznikovy prieskum pomocou
Standfordského dotaznika na hodnotenie zdravia
HAQ, ktory pozostava z 6smich hlavnych kategorii.
Jednotlivé kategorie spolu obsahovali 20 otazok na
zistenie urovne schopnosti pacienta vykonavat’ denné

aktivity bezného Zivota (chodza, dosahovanie veci...).



Tab. 1: Charakteristika skimaného saboru

Spolu M Z p (M yvs. Z)
n 100 21 79 <0,05
Vek* 58 (59; 36 — 84) 58 (59; 45 — 72) 58 (58; 36 — 84) 0,95
Vek pr];]zﬁc'atk“ 52 (51; 31 - 75) 52 (52; 39 - 67) 52 (51; 31 - 75) 0,44
Dizka BL* 6,59 (7,2 — 11) 6,19 (7;2 - 11) 6,7(7;2—11) 0,44
HAQ skére* 1,35 (1,37; 0 - 3) 1,18 (1,13;0-2.5) 1,4 (1,380 - 3) -
DAS28 skore* | 2,88 (2,80;0,7-52) | 2,37(2;0,7-52) 3,02 (3; 0,9 5,2) -

*priemer (medidn, rozpitie), BL — biologicka lie¢ba, n — poget, M — muzi, Z — Zeny

Odpovede na otazky vyjadrili pacienti na Skale od 0
do 3 (0 — bez problémov, 1 — s malymi tazkost’ami,
2 — s vacsimi tazkostami, 3 — Uplnd neschopnost’
vykonat' ¢innost). Dalsia ¢ast’ dotaznika obsahovala
otazky zamerané na zistenie potreby pacienta
vyuzivat® rozlicné pomocky (napr. vychadzkova
palicka, drzadlo vo vani a pod.) a pomoc druhej
osoby. Celkové¢ dotaznikové skore sme vypocitali ako
podiel suctu vsetkych hodnot uvedenych pacientmi
pri jednotlivych otazkach a poc¢tu kategorii. Dotaznik
vyplhali pacienti samostatne v Reumatologickej
ambulancii I. Internej kliniky Univerzitnej nemocnice
Louisa Pasteura v Kosiciach.

Index DAS28

Skore DAS28 bolo vypocitané reumatologom na
zaklade laboratornych a klinickych ukazovatelov
aktivity ochorenia (CRP, sedimentécia erytrocytov,
podet opuchnutych a bolestivych kibov, hodnotenie
bolesti pacientom na vizualnej analogove;j skale).

Statisticka analyza

Pri Statistickom spracovani vysledkov sme
pouzili podl'a vhodnosti parovy t-test, Wilcoxonov
parovy test, jednovychodnu a dvojvychodni ANOVA
(Analyza rozptylu — Analysis of Variance), korelacnii
analyzu a chi kvadratovy test. Statisticka vyznamnost’

bola definovana ako p < 0,05.

VYSLEDKY

Charakteristika skiimaného suboru

Skimany stbor tvorilo 100 pacientov (21 muzov
a 79 zien) s RA lieCenych biologickymi liekmi
v Centre pre BL I. Internej kliniky UNLP a LF
UPJS v Kogiciach. Priemerny vek pacientov bol 58
rokov (median 59, vekové rozpitie 36 — 84 rokov).
Priemerny vek v Case, ked’ zacali uzivat’ BL bol 52
rokov (median 51, rozpitie 31 — 75 rokov) a priemerna
dizka uzivania BL v &ase ukon&enia vyskumu bola
6,59 rokov (median 7, rozpéatie 2 — 11 rokov; vid’ tab.

1.

Prehl’ad biologickych lieciv kategorizovanych
liekov pouZzivanych v reumatolégii

Uvedeny prehl’ad biologik pouzivanych v liecbe
reumatoidnej artritidy pozostava z informacii o ich
indikaciach, preskripnom obmedzeni a obmedzeni

uhrady zdravotnej poistovne (vid’ tab. 2).

NajcastejSie pouzivané biologické lieky na liecbu
RA

V liecbe pacientov s RA zaradenych do nasho
vyskumu bolo pouzitych osem réznych biologickych
liekov. 29 (29 %) pacientov bolo liecenych lieckom
Roactemra (tocilizumab), 19 pacientov (19 %) uzivalo
Enbrel (etanercept), 18 pacientov (18 %) sa liecilo
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Graf ¢. 1: UZivanie jednotlivych liekov u vSetkych pacientov

Dosah  Aktivita Hygiena Stisk

40%
29%
30%
19% 18%

20% 11% 10% 8%

i [ ¥ F s

0%

szo o‘e é“{b 6"5‘) Qo{\\ ” ;,}'3 "bba . ,b(\-‘.
& & & & & & @& &
Q.o,b(.a ‘2‘ (_)\ \‘{b‘o le((\ 0\\}
Graf 2: Hodnotenie funkénej schopnosti pacientov
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Humirou (adalimumab), 11 pacientov (11 %) uzivalo
Cimziu (certolizumab), desat’ pacientov (10 %) malo
v liecbe Simponi (golimumab), osem pacientov (8
%) sa liecilo MabTherou (rituximab), Styria pacienti
(4 %) uzivali Remicade (infliximab) a jeden pacient
(1 %) bol lieceny biologickym liekom Olumiant
(baricitinib). Zastipenie jednotlivych biologickych
liekov u naSich pacientov je graficky zndzornené v
grafe 1.

RA lie€enych

Kvalita zZivota

biologickymi liekmi

pacientov s

Z odpovedi na otdzky zamerané na zhodnotenie
funkcnej schopnosti pacientov, ktoré boli rozdelené
do oOsmich kategérii podla charakteru cinnosti

vyplyva, Ze najvacsie problémy pacientom sposobuje
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vykonavanie ¢innosti suvisiacich s dosahovanim
predmetov. Najmenej problémovou oblastou su
¢innosti, ktoré stvisia s jedenim (vid’ graf 2).
Zaznamenali sme a graficky znazornili vysledky
z dotaznikového prieskumu HAQ vykonaného
pred uzivanim BL, po troch mesiacoch liecby a v
sucasnosti (vid’ graf 3 a tab. 3). Skore kompozitného
indexu DAS28, ktory sme sledovali sucasne s
vysledkami dotaznika HAQ, sme zaznamenali v
rovnakych ¢asovych intervaloch (vid’ graf 4 a tab. 3).
Priemerna hodnota HAQ v obdobi tvodného
zacatia BL bola 1,65; pricom hodnota HAQ > 1,5
je interpretovana ako tazké postihnutie funkcie. Uz
po troch mesiacoch liecby doslo k signifikantnému
poklesu priemernej hodnoty HAQ na 1,47 (p <0,05),

Co predstavuje stredne tazké postihnutie funkcie



Tab. 2: Zoznam kategorizovanych biologickych lie¢iv

Zoznam kategorizovanych biologickych lie¢iv (k 1.3.2019)

Liecivo

Indikacia

PO 10 7zp

infliximab

reumatoidnd artritida,
ankylozujtca spondylitida,
psoriaticka artritida, psoriaza,
crohnova choroba,

ulcerdzna kolitida

DER, GIT, REU ano ano

adalimumab

reumatoidna artritida,
ankylozujtca spondylitida,
psoriaticka artritida,
spondylartritida,

juvenilna idiopaticka artritida,
psoriaza,

crohnova choroba,

ulcerdzna kolitida

DER, GIT, REU ano ano

etanercept

reumatoidna artritida,
ankylozujtca spondylitida,
psoriaticka artritida,
juvenilna idiopaticka artritida,
psoridza, pediatrickd psoriaza

REU, DER ano ano

golimumab

reumatoidna artritida,
ankylozujtca spondylitida,
psoriaticka artritida,
ulcerdzna kolitida

REU ano ano

certolizumab

reumatoidna artritida,
ankylozujtca spondylitida,
psoriaticka artritida,
spondylartritida

REU ano ano

tocilizumab

reumatoidna artritida,
juvenilna idiopaticka artritida

REU ano ano

rituximab

reumatoidna artritida,
non-Hodgkinov lymfom,
chronicka lymfocytova leukémia,
granulomatdza s polyangiitidou

HEM, ONK, REU ano ano

abatacept

reumatoidna artritida,
juvenilna idiopaticka artritida

REU ano ano

tofacitinib

reumatoidna artritida

REU ano ano

baricitinib

reumatoidna artritida

REU ano ano

PO — preskripéné obmedzenie, 10 — indikacné obmedzenie, ZP — hradena liecba podlicha predchadzajicemu sthlasu

zdravotnej poistovne

Zdroj: Vlastna tabulka (podla MZ SR)

(hodnota HAQ 1,0 — 1,5). V case realizacie nasho
dotaznikového prieskumu bola priemerna hodnota
HAQ 1,35 (p <0,05) (vid’ tab. 3). V dotazniku HAQ
udavalo na konci vyskumu normalnu funkciu 10 (10

%; 7 zien, 3 muzi) pacientov.

Priemerné skore kompozitného indexu DAS28
v celom subore pacientov pri zacati BL bolo 6,53
(DAS28 > 5,1 predstavuje vysoku aktivitu RA).
Po troch mesiacoch liecby doslo k signifikantnému
poklesu skore na hodnotu 4,25, pricom hodnota
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Tab. 3: Rozdiely v hodnotach HAQ a DAS28 pocas trvania liecby

p
HAQ (0) HAQ (3) HAQ (A) HAQ (0) vs.
HAQ (A)
Spolu 1,65 1,47 1,35 <0,05
M 1,49 1,31 1,18 <0,05
4 1,69 1,51 1,40 <0,05
p
DAS28 (0) DAS28 (3) DAS28 (A) DAS28 (0) vs.
DAS28 (A)
Spolu 6,53 4,25 2,88 <0,05
M 6,28 3,72 237 <0,05
4 7,80 4,30 2,50 <0,05

HAQ (0), DAS28 (0) — pri zacati liecby, HAQ (3), DAS28 (3) — 3 mesiace liecby, HAQ (A), DAS28 (A) — v Case realizacie
vyskumu (> 6 mesiacov lie¢by), M — muzi, Z — Zeny, NS — bez Statistickej vyznamnosti, p — Statistickd vyznamnost’

Graf 3: Priemerny vyvoj HAQ u vSetkych pacientov
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DAS28 v rozmedzi 3,2 -5,1 sa interpretuje ako (39 %; 13 muzov, 26 Zien) pacientov v remisii, teda
stredna aktivita RA. Hodnota skore DAS28, ktori sme  ich DAS28 skore bolo < 2,6.

zistovali sibezne s dotaznikovym prieskumom HAQ,

bola 2,88; ¢o je hodnotené ako nizka aktivita RA  Kvalita Zivota pacientov s RA v zavislosti od
(DAS28 < 3,2) (vid’ tab. 3). Na zaklade vyhodnotenia  jednotlivych biologickych liekov

skore DAS28 bolo v ¢ase ukoncenia nasej stadie 39 Pacienti s RA v naSej vyskumnej vzorke boli

44



Tab. 4: Hodnotenie HAQ a DAS28 asociované s lie¢bou jednotlivymi biologickymi liekmi

n HAQ HAQ HAQ DAS28 DAS28 DAS28 Remisia
0 3 0 3 A) n (%)

Humira 18 1,51 1,29 1,18 6,36 4,24 3,02 7 (38,89)
RoActemra 29 1,67 1,51 1,36 6,40 4,28 2,35 16 (55,17)
Enbrel 19 1,62 1,51 1,49 6,74 4,17 3,12 4(21,05)
MabThera 8 1,54 1,19 1,01 6,34 3,89 3,15 2 (25,00)
Cimzia 11 1,95 1,66 1,48 6,62 3,98 2,75 7 (63,64)
Simponi 10 1,46 1,34 1,29 6,35 4,78 3,34 1 (10,00)
Remicade 4 2,31 2,19 2,13 7,50 4,63 3,83 0
Olumiant 1,125 1,125 0,55 7,8 4,3 2,5 1 (100,00)
p 0,2 0,18 0,14 0,03 0,42 0,02 0,02

lieCeni 6smimi réznymi biologickymi liekmi. Preto
sme sa rozhodli porovnat’ rozdiely v kvalite Zivota
pacientov hodnotenych pomocou dotaznika HAQ
a skore DAS28 v zavislosti od lieku, ktorym boli
pacienti lieceni (vid’ tab. 4). V hodnoteni aktivity
ochorenia v dotazniku HAQ sme nezaznamenali
Statisticky vyznamné rozdiely u pacientov liecenych
roznymi biologickymi liekmi. Signifikantny rozdiel
vSak bol v hodnoteni aktivity pomocou kompozitného
skore DAS28 — tu sme v8ak zaznamenali vyznamny

rozdiel v aktivite ochorenia uz pred zaciatkom liecby.

V cCase ukoncenia S$tadie bolo v remisii 38
pacientov, z toho 7/11 (63,64 %) bolo lieCenych
16/29 (55,17 %)
RoActemrou (tocilizumab). Liecba adalimumabom

Cimziou (certolizumab) a

(Humira) viedla k signfikantnému poklesu aktivity
ochorenia hodnotenej pacientmi (HAQ: 1,51 vs. 1,18;
p < 0,05) aj na zaklade vyhodnotenia kompozitného
skore DAS28 (6,36 vs. 3,02; p < 0,05) pri porovnani
aktivity na zaciatku liecby a na konci nasho
vyskumu. Pri uzivani biologického lieku RoActemra
(tocilizumab) bol taktiez zaznamenany subjektivny aj
objektivny pokles aktivity ochorenia (HAQ: 1,67 vs.
1,36; p <0,05 a DAS28: 6,4 vs. 2,35; p<0,05). Podl'a
hodnotenia pacientov v dotazniku HAQ neviedla
liecba Enbrelom (etanercept) k signifikantnému
znizeniu aktivity ochorenia (1, 62 vs. 1,49; p = 0,06),

avsak vyhodnotenie skore DAS28 ukazalo Statisticky
vyznamné zlepsenie (6,74 vs. 3,12;p <0,05). V stibore
pacientov uzivajucich liek MabThera (rituximab)
bol pokles aktivity v HAQ z 1,54 na zaciatku liecby
na 1,01 (p < 0,05) a v hodnoteni DAS28 zo 6,34 na
3,15 (p < 0,05) v case ukoncenia vyskumu. U 11
pacientov lieenych Cimziou (certolizumab) doslo k
Statisticky vyznamnému poklesu aktivity ochorenia
v oboch hodnoteniach — HAQ (1,95 vs. 1,48; p <
0,05) aj DAS28 (6,62 vs. 2,75; p < 0,05). Analyza
dotaznikov HAQ nepreukazala statisticky vyznamny
rozdiel v aktivite ochorenia na zaciatku lieCby a
pocas jej trvania u pacientov lieCenych liekom
Simponi (golimumab; 1,46 vs. 1,29, p = 0,45). Pri
hodnoteni skére DAS28 vsak bol pokles aktivity
ochorenia Statisticky signifikantny (6,35 vs. 3,34; p
< 0,05). Liekmi Remicade (infliximab) a Olumiant
(baricitinib) bolo v naSej vzorke pacientov s RA
liecenych malo pacientov, ich pocty (Styria a jeden)
neboli dostacujice pre Statistickil analyzu. Napriek
tomu na hodnoteni aktivity ochorenia pomocou
dotaznika HAQ a kompozitného skoére DAS28 je
vidiet’ tendenciu k poklesu aktivity v priebehu liecby.

Kvalita Zivota pacientov s RA v zavislosti od dizky
trvania biologickej liecby

Na zaklade dizky trvania lie¢by sme pacientov
rozdelili do Styroch skupin (0 =3 r;4-61;7-9r.
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Tab. 5: Aktivita ochorenia a kvalita Zivota podPa diZky trvania BL

DiZka lie¢by 1| HAQ HAQ HAQ DAS28 | DAS28 | DAS28

(roky) 0) 3) (A) (0) 3) (A)

0-3 1 1,42 1,26 1,13 6,33 4,14 2,50
9

4-6 2 1,70 154 1,36 6,61 4,19 3,01
7

7-9 3 1,74 1,50 1,41 6,58 4,28 2,88
9

>9 1 1,62 151 1,47 6,49 4,43 3,14
5

p 0,36 0,51 0,44 0,53 0,82 0,28

a viac ako 9 r.), u ktorych sme porovnavali aktivitu
ochorenia na zaciatku BL s aktudlnou aktivitou RA.
Pacienti v &ase, ked’ vyplnali aktudlne dotazniky
HAQ a vyhodnocovalo sa aktualne skore DAS2S,
uzivali biologickll liecbu 6 mesiacov az 11 rokov.
Nezistili sme Statisticky vyznamné rozdiely v aktivite
ochorenia v zavislosti od diZky lie¢by (vid’ tab. 5).

Vzt’ah medzi HAQ a Indexom DAS28 u pacientov
s RA uzivajucich biologicku liecbu

Korelacny koeficient vyjadrujuci intenzitu vzt'ahu
medzi subjektivnym hodnotenim kvality Zivota

pomocou dotaznika HAQ a objektivnym hodnotenim
zlepSenia DAS28 je 0,4.

DISKUSIA

V predkladanej Studii sme sa zaoberali kvalitou
zivota pacientov s RA lieCenych biologickymi
liekmi. ZlepSenie kvality zivota pacientov s RA
patri medzi hlavné ciele lieCby (Jorgensen a kol.,
2017, Boyadzieva a kol., 2018). Retrospektivne sme
vyhodnotili udaje 100 pacientov ziskan¢ z dotaznikov
HAQ, ktoré
kvality zivota pacientov, a z kompozitného skore

odrazaju  subjektivne hodnotenie
DAS28 objektivizujuce zlepSenie kvality zivota pri
pouzitej liecbe. V nasom stibore bolo vyrazne vyssie

zastupenie zenskej populacie (79 % vs. 21 %), ¢o v
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podstate odraza vyssiu incidenciu ochorenia u zien,
ktoré byvaju postihnuté 2 — 4-krat CastejSie ako
muzi (Rovensky, 2008). U vSetkych pacientov bola
indikovana liecba biologickymi lieckmi po zlyhani
prvoliniovej liecby RA a priemerny vek zaciatku
BL bol 52 rokov u muzov (rozpitie 39 — 67 rokov)
i Zien (rozpitie 31 — 75 rokov). Nezaznamenali sme
Statististicky signifikantny rozdiel v dizke uZivania
BL u muzov a zien (p > 0,05).

Nazaklade dostupnychtidajov sme pred samotnym
spracovanim dat ziskanych od pacientov vytvorili
prehlad kategorizovanych biologickych lieciv na
Slovensku, ktoré sa vyuzivajua pri liecbe reumatoidne;j
artritidy. Na liecbu RA je k dispozicii 10 lieciv, ¢o
umoznuje vyber vhodného lieku pre takmer kazdého
pacienta. Navyse, pri zlyhani jedného typu biologika
je tu vd’aka viacerym lie¢ivam s roznymi cielovymi
molekulami moznost’ prechodu na iny liek.

Pacienti zaradeni do nasej Stadie boli lieceni
osmimi réznymi biologickymi liekmi, pricom
najCastejSie  pouzivanymi  boli  tocilizumab
(RoActemra, 29 %), etanercept (Enbrel, 19 %) a
adalimumab (Humira, 18 %). Dalgie pouzité lietiva
zahrnali certolizumab (Cimzia, 11 %), golimumab
(Simponi, 10 %) a rituximab (MabThera, 8 %). Len
jeden pacient bol lieceny baricitinibom (Olumiant, 1
%) a infliximab (Remicade) uzivali 4 % pacientov.
Z biologickych lieciv (resp. liekov) ur¢enych na



liecbu RA neboli u pacientov v naSej vzorke pouzité
abatacept (Orencia) ani tofacitinib (Xeljanz).

Pri hodnoteni kvality Zivota pacientov tri
mesiace po zacati liecby biologickymi liekmi sme
zaznamenali priemerni hodnotu HAQ 1,47 (stredne
tazké postihnutie funkcie), ¢o bolo signifikantné
zlepsenie (p < 0,05) v porovnani s hodnotami HAQ
pred zaciatkom BL (1,65; tazké postihnutie funkcie).
Rovnako sme pokles aktivity zaznamenali aj pri
porovnani skore DAS28, kde doslo po troch mesiacoch
k poklesu skore zo 6,53 (vysoka aktivita RA) na 4,25
(stredna aktivita RA), p < 0,05. V cCase realizacie
nasho vyskumu boli pacienti v naSej kohorte lieCeni
biologikami v priemere sedem rokov (rozpatie 2 —
11 rokov) a vyhodnotenie dotaznikov HAQ a skore
DAS28 ukézalo znova statisticky vyznamné zlepSenie
kvality zZivota a pokles aktivity ochorenia v porovnani
s vysledkami pred za¢iatkom BL a s vysledkami po
troch mesiacoch liecby (p < 0,05). Nase vysledky
suhlasia so zavermi predchadzajucich $tadii, podla
ktorych dochadza k vyraznému zlepSeniu kvality
zivota pacientov s RA kratko po zacati BL a ku
koncu prvého roka liecby sa toto zlepSovanie pomaly
spomal’uje (Pollard a kol., 2005, Pickard a kol., 2007,
Aaltonen a kol., 2012, Kim a kol., 2015, Boyadzieva
a kol., 2018). Statisticky vyznamné zlep$enie kvality
zivota sme zaznamenali aj pri rozdeleni pacientov do
podskupin podla pohlavia. Celkové zlepsenie kvality
zivota pacientov a znizenie aktivity ochorenia je po
prechode na BL vo vSeobecnosti vzdy signifikantné
(Boyadzieva a kol., 2018). V nasej kohorte pacientov
sme nezaznamenali vyznamné rozdiely v kvalite
zivotas predlzujucim sa ¢asom lieCby, avSak najkratSia
doba lieCby tu bola dva roky. Ako uz bolo spomenuté
vyssie, najvyraznejSie zlepSenie kvality zivota
pacientov s RA lieCenych biologickymi liekmi byva
pocas prvého roka Zivota, co nakoniec potvrdzuje aj
nasa analyza dat zozbieranych tri mesiace po zaciatku
lieCby. Zda sa teda, ze po prvom roku liecby dochadza
ku stabilizacii aktivity ochorenia na istej urovni bez
d’al§ieho vyrazného zlepsSovania.

Hodnotenie kvality zivota pacientov s RA

rozdelenych do podskupin podla typu biologického

preparatu, ktorym sa lieia, vo vSeobecnosti
neukdzalo Statisticky vyznamné rozdiely medzi
jednotlivymi  liekmi. Zaznamenali sme sice
signifikantny rozdiel v hodnoteni aktivity pomocou
kompozitného skore DAS28, avsak tu boli Statisticky
vyznamné rozdiely v aktivite ochorenia uz pred
zaCiatkom lieCby, preto tento vysledok nemoézZeme
povazovat’ za validny. Vhodné by bolo pozriet’ sa na
skore DAS28 u pacientov, u ktorych bolo ochorenie
pred zacatim BL na rovnakom stupni aktivity.
Pri dalsej analyze vysledkov sa zda, ze niektoré
biologikd by mohli byt v liecbe RA ucinnejsie v
porovnani s ostatnymi. Kompletnd remisia ochorenia
bola podl'a DAS28 dosiahnutd u 63,64 % pacientov
lieCenych certolizumabom a u 55,17 % pacientov
lieCenych tocilizumabom. Nemo6zeme jednoznacne
tvrdit, ze su tieto lieky lepsie, ide pravdepodobne
len o skreslenie dané malou velkostou skiimaného
suboru. Rozdiely medzi jednotlivymi biologickymi
liekmi nepreukazala napr. ani meta-analyza, ktort
publikovali Malottki a kol. (2011). Na potvrdenie
vys$Sej ucinnosti niektorych biologik by bolo potrebné
analyzovat’ vel'ké kohorty pacientov.

Pri skimani korelacie medzi subjektivnym
hodnotenim zlepSenia kvality Zzivota HAQ a
objektivnym hodnotenim zlepSenia DAS28 sme
zistili, ze medzi sledovanymi veli¢inami existuje
stredne silna korelacia (korelacny koeficient 0,4).
Mozeme teda konstatovat, ze krivky objektivneho
aj subjektivneho hodnotenia sa vyvijali rovnakym
smerom, t. j. potvrdila sa stredne silna zavislost’
medzi hodnotenim nezavislym od pocitov pacientov
a tym, ktoré ich pocity popisuje.

Samozrejme, naSa Studia ma svoje limitécie,
ktorymi su je predovsetkym nizky pocet pacientov,
predovsetkym muzov, a malé pocty pacientov v
podskupindch pacientov lieCenych jednotlivymi
biologickymi liekmi. Dal§im problémom je, Ze ide o
pacientov len jedného Centra pre biologicku liecbu.
Prinosom by bola analyza dat z viacerych centier na

Slovensku.
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ZAVER

Ciel'om nasej Studie bolo sledovanie a zhodnotenie
kvality zivota pacientov s RA liecenych biologickymi
lickmi a vytvorenie prehladu biologickych liecCiv
kategorizovanych liekov pouzivanych v reumatologii
na Slovensku.

Zapalové autoimunitné reumatické ochorenia,
medzi ktoré patri aj RA, sa vyznacuju postihnutim
kibov, ale aj vnatornych organov, ktoré vedu k
zdvaznej morbidite a mortalite. Tieto ochorenia
navyse vyrazne ovplyviuju kvalitu zivota pacientov,
ked'Zze su cCasto invalidizujuce a Casto znemoznuju
pacientom vykonavanie aj beznych dennych aktivit.
Nevyhnutnostou je preto vCasna diagnostika a
¢o najskorsie zacatie liecby. Prvou liniou lieCby
zapalovych autoimunitnych ochoreni su tzv.
DMARDs, chorobu modifikujice antireumatické
lieky. Cielom tejto liecby je potlacenie aktivity
ochorenia, zabranenie vzniku ireverzibilnych
destrukénych zmien v kiboch a vntitornych organoch
a pripadne aj navodenie remisie choroby. Donedavna
boli DMARDs

lieCby autoimunitnych reumatickych choréb a nie

syntetické jedinou moznost'ou
vzdy bola tato liecba UspeSna. Vyrazné zlepSenie
uspesnosti liecby tychto ochoreni prinieslo zavedenie
biologickej liecby, ktora je vysoko ucinna, ukazuje
sa ako relativne bezpe¢na a dokaze udrzat’ ochorenie
dlhodobo v remisii.

V nasej Studii sme zistili signifikantné zlepsSenie
kvality Zivota pacientov po zacati biologickej lieCby.
Priaznivy liecebny efekt bol zjavny uz po troch
mesiacoch lieCby a pretrvaval aj pri niekol’ko rokov
trvajicej terapii biologickymi liekmi. Zistili sme
tiez, ze subjektivne hodnotenie aktivity ochorenia
pacientom v dotazniku HAQ bolo v stlade s
objektivizovanym hodnotenim pomocou skore
DAS28. Z nasich vysledkov vyplyva, ze biologicka
liecba vyrazne prispieva k zlepSeniu kvality Zivota
pacientov s RA a tym napliia jeden z najddlezitejsich
cielov liecby RA, ktorym je ¢o najdlhsie udrzanie
prijatel'nej funkénej schopnosti pacientov. Aj napriek
obcasnému vyskytu niektorych neziaducich ucinkov
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je biologickd liecba hodnotend najpozitivnejSie
zo vsetkych DMARDs a v st¢asnosti predstavuje
najlepsiu moznu lieCbu pre pacientov s refraktérnymi
formami zapalovych autoimunitnych reumatickych

ochoreni.
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ABSTRAKT

bolo
rastlinnych extraktov listu,

Cielom Stidie hodnotenie ucinku
kvetu a Kkorena
pupavy (ZTaraxacum officinale, Cichoriaceae) a ich
kombinacii s antimikrobidlnou latkou amfotericin
B na modelovej bunkovej linii Hepalclc7 (mySacie
pecennové bunky). Bunky boli exponované ex-
traktom pupavy v koncentracii 250 pg.ml' a
amfotericinu B v koncentracii 0,2 pg.ml! pocas 48
hodin.

Pomocou systému xCELLigence (RTCA — Real
time cell analysis) sme sledovali u¢inky extraktov,
ktoré sa prejavili zmenou adherencie a proliferacie

vyjadrenej ako hodnota bunkového indexu (CI).
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Testované latky sposobili signifikantny pokles
CI oproti kontrolnym bunkam. Extrakty listu
pupavy (0,97 + 0,03), kvetu pupavy (1,11 £ 0,10)
a korena pupavy (1,00 + 0,02) maju hodnotu CI
vysSiu oproti antimikrobialnej latke amfotericin B
(0,90 + 0,02). Extrakt kvetu pipavy mal pozitivny
vplyv na bunky sic¢asne oSetrené amfotericinom B
a hodnota CI sa mierne zvysila (1,05 + 0,10) oproti
expozicii buniek samotnému amfotericinu B (P
> 0,05). U ostatnych kombinacii sme nepotvrdili
protektivne ucinky, vzh’adom na zniZené hodnoty
CI oproti kontrolnym bunkam (P < 0,05).
Metabolicki hodnotili
pomocou kolorimetrického MTT testu, po 48

aktivitu sme

hodinach expozicie buniek testovanym latkam.



Zivotaschopnost’ alebo metabolicka aktivita bola
mierne zvySena u buniek exponovanych extraktom
listu (109 £ 0,07 %) a korena pupavy (106 +
0,01 %) oproti kontrolnym bunkam (100 %).
Sticasné oSetrenie buniek rastlinnymi extraktmi
a amfotericinom B malo nepriaznivy vplyv na
metabolicka aktivitu, doSlo k vyraznejSiemu

poklesu viability oproti expozicii buniek

samotnému amfotericinu B.

KPacové slova: antimikrobidlne latky; bunky;
rastlinné extrakty; terapia; toxicita

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the
impact of plant extract of dandelion leaf, flower
and root (Taraxacum officinale, Cichoriaceae) and
their combination with antimicrobial substance
amphotericin B on a model cell line Hepalclc?7
(murine hepatoma cells). The cells were exposed to
dandelion extracts at concentration of 250 pg.ml"’
and amphotericin B at concentration of 0,2 pg.ml"
for 48 hours.

Impacts of the extracts were observed by using
of xCELLigence system (RTCA — Real time cell
analyser), which demonstrated the change of
adherence and proliferation expressed in cell index
(CI). Plant extracts caused significant decrease in
CI in comparison to the control cells. Dandelion
leaf, flower and root extracts caused the increase
in CI value compared to antimicrobial substance
amphotericin B. Extract of dandelion flower
had positive impact on cells that were treated
with amphotericin B and CI value increased in
comparison to the cells treated with amphotericin
B (P > 0,05). Protective effects were not observed
in any other combinations, considering decreased
values in CI compared to control cells (P < 0,05).

Metabolic activity was evaluated by using
colorimetric MTT test after 48-hour exposition to
the tested cells. Viability or metabolic activity was
slightly increased in the cells exposed to leaf extract

(109 £ 0,07 %) and dandelion root (106 + 0,01 %)
compared to control cells (100 %). Addition of
amphotericin B and plant extract treatment of the
cells didn not show positive impact on metabolic
activity, but on the contrary it caused significant
decrease of viability compared to cell exposition in
combination with amphotericin B.

Key words: antimicrobial substances; cells;
plant extract; therapy; toxicity

UVOD

LieCivé rastliny st zdrojom Sirokej Skaly
biologicky aktivnych zlucenin, ktoré su eSte stale
nepreskimané (Singh a kol.,, 2012). Rastlinné
extrakty m6zeme povazovat’ za predchodcov liekov.
Rastliny poskytuju zdroj pre pripravu zlacenin
liekov, ktoré prispeli k zdraviu l'udi. Moézu sa stat’
zakladom pre vyvoj lieku alebo sa priamo pouziju
ako fytofarmakum, ktoré sa potom pouzije pri liecbe
ochorenia (Iwu a kol., 1999). Mnozstvo pozitivnych
ucinkov na l'udsky organizmus si vyziadalo pozornost’
a stale viac 'udi prejavuje zaujem o tradi¢né lieky na
primarnu zdravotnu starostlivost’. Pupava lekarska je
vyborné cholagogum, choleretikum, ma vyznam pri
prevencii obezity, vyuziva sa najma pre jej vyznamné
hepatoprotektivne ucinky (Colle a kol.,, 2012).
Antimikrobialna aktivita rastlinnych extraktov tvori
zéklad mnohych aplikécii, vratane konzervovania
surovych a spracovanych potravin, farmaceutickych
pripravkov, alternativnej mediciny a prirodnych
terapii (Hammer a kol., 1999).

rastlin  ma vsak

Sirokospektralne  vyuzitie

nevyhodu v interakcidch s ich chemickymi
nahradami. Medzi rastliny, ktoré preukazuju najviac
interakcii patria Tubovnik bodkovany, ginkgo,
zenSen, zeleny ¢aj a mnoho d’al$ich (Angelo a kol.,
2012). Jednotlivé interakcie moézu sposobit’ vazne
nasledky na zdravotny stav organizmu, napr. zvySenu
krvacavost’, hepatalnu a renalnu toxicitu, zvysenie
neziaducich ucinkov liekov (Rouhi-Boroujeni a

kol., 2015). Délezité je zhodnotit” uzivanie rastlin
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pri kardiovaskularnej terapii, hlavne pri stibeznom
uzivani liekov ako je warfarin alebo digoxin (Izzo a
kol., 2005). Interakcie lickov a rastlinnych extraktov
musia byt postidené na zaciatku kazdej liecby.
Cielom studie bolo zhodnotit’ u¢inok extraktu
pupavy lekarskejajeho kombinacie santimikrobialnou
latkou amfotericin B, ktory je znamy svojimi
cytotoxickymi uc¢inkami (Harmsen a kol., 2011).
Ako modelovy organizmus bola pouzita bunkova
linia mySacich hepatocytov (Hepa 1clc7). Hodnotili
sme zmeny metabolickej aktivity buniek (MTT test)
a bunkovu odpoved’ sledovanim zmien buniek v

realnom Case pomocou systému xCELLigence.
MATERIAL A METODY

V  experimente sme pouzili  etanolové
extrakty pupavy lekarskej (Zaraxacum officinale,
Cichoriaceae), ktoré sme zakupili od spolocnosti
Calendula a.s. (Nova Lubovia, Slovensko). Extrakty
boli testované v koncentracii 250 pg.ml' samotné a v
kombinacii s antimikrobidlnou latkou amfotericin B
(Sigma Aldrich, Nemecko) v koncentracii 0,2 ug.ml.
Ako modelova bunkovu liniu sme pre experiment
zvolili mySacie pecenové bunky Hepa 1clc7 (murine
hepatoma cells). Kultivacia prebehla v kultivaénom
Modified Eagle’s Medium

(DMEM, Lonza, Valais, Svajéiarsko) s pridanim

médiu  Dulbecco’s

10 % fetalneho bovinného séra (Lonza, Valais,
Svajéiarsko), 4,5 % glukozy a 10 pg gentamycinu
(Sigma Aldrich, Nemecko).

Pridanim 1 ml kompletného kultivaéného média
ohriateho na teplotu 37 °C sme rychlo rozmrazili
bunky uchované v tekutom dusiku (- 196 °C).
Nasledne sme obsah mikroskiimavky preniesli k 10
ml média do kultivacnej flase. Nasledovala kultivacia
pri teplote 37 °C v atmosfére s 5 % CO, pocas troch
az Styroch dni.

xCELLigence systétm (RTCA - real-time cell
analysis)

Systém xCELLigence (Roche, Applied Science,
Mannheim, Nemecko) zaznamenava zmenu odporu
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a adherencie buniek pocas celej doby pokusu
(70 hodin). Specialne navrhnuté mikrotitraéné
(ACEA Biosciences,San

Diego, Kalifornia) obsahuji interdigitované zlaté

16-jamkové E-platne
mikroelektrody a su pripojené k notebooku so
softvérom, ktory meria impendacné rozdiely v
elektrickom obvode (Ke a kol., 2011; Abassi a kol.,
2009). Tieto rozdiely vyjadrené ako index buniek
(CI), m6zu byt ovplyvnené niekol’kymi parametrami,
ako je pocet buniek, vel’kost’ buniek, bunkovy substrat
alebo prepojenie buniek navzajom (Martinez-Serra a
kol., 2014). Najprv sme napipetovali 100 pul média
do jamiek pre zmeranie backgroundu. Platnicky
s médiom boli vlozené do stanice v inkubatore s
konstantnou teplotou 37 °C a atmosférou s 5 %
obsahom CO,. Nasledne po odmerani backgroundu
sme pridali do kazdej jamky 15 000 buniek (50 pl
suspenzie buniek). Systém xCELLigence (real-time
cell analyser — RTCA) zachytaval zmeny napitia na
dne kazdej platni¢ky pocas celej doby experimentu.
Po 21 hodinovej kultivacii sme bunky exponovali
testovanym latkam. Softvér zaznamenal adherencné
zmeny buniek do grafov, kde jednotlivé krivky
znazoriuju priebeh adherencie buniek v jednej jamke
(bunkovy index — CI).

MTT test metabolickej aktivity

Stbezne s predchddzajucim pokusom bol
vykonany aj kolorimetricky MTT test (Mosmann,
1983) v 48. hodine expozicie buniek, pri ktorom
sme pouzili bunky z rovnakej pasaze. Bunky boli
nasadené do 96-jamkovej platne (Greiner-bio-one,
Kremsmiinster, Raktsko). Po 48 hodiniach sme z
jamiek odsali médium a nasledne sme do kazdej
jamky pridali 100 pl PBS na premytie. Po odsati PBS
sme pridali 90 pl kompletného kultivaéného média,
10 ul MTT (5 mg.ml") a odlozili na inkubaciu na Styri
hodiny. Neskor sme z kazdej jamky odsali médium
spolu s MTT a pridali 100 pl dimethylsulfoxidu,
z dovodu rozpustenia vzniknutého formazanu.
Nasledovalo pridanie 12,5 pl glycerinového pufra
do kazdej jamky a meranie absorbancie za pouzitia
Synergy HT spektrofotometra (Biotek, Winooski,



Tab. 1: Priemerné hodnoty bunkového indexu pocas celej doby oSetrenia (48 hodin)

48. hod +sd
Kontrola 1,28 0,06
Amfotericin B 0,90* 0,02
List papavy 0,97* 0,03
List papavy + amfotericin B 0,89%* 0,08
Kvet pupavy I,11* 0,10
Kvet pupavy + amfotericin B 1,05% 0,10
Koren ppavy 1,00%* 0,02
Koren ptpavy + amfotericin B 0,83* 0,01

* — Statisticky vyznamny rozdiel oproti kontrole (P < 0,05)

+sd —smerodajna odchylka

VT, USA) pri absorbancii 570 nm. Namerané hodnoty
absorbancie v konkrétnych jamkach boli prepocitané
na hodnotu metabolickej aktivity (%).

Statistické spracovanie vysledkov
boli

kontrolou a vyhodnotené Statistickym programom

Vysledky oboch merani porovnané s
GrafPad Prism 5.0 (2007) za pomoci jednocestného
Anova testu Dunnetovym porovnavacim testom. Za
Statisticky vyznamny rozdiel sa povazuje hodnota P <
0,05.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Systém xCELLigence umoziujuci dynamické

monitorovanie relativne zivotaschopnych adhe-
rovanych buniek bol porovnany s najpouzivanejSou
metédou relativnej kvantifikacie poctu  zivo-
taschopnych buniek na zéklade stanovenia bunkového
metabolizmu. MTT test hodnoti aktivitu dehydrogenaz
a stanovenic mnozstva vytvoreného formazanu
(Vistejnova a kol., 2009). Vsetky testované latky aj
ich vzadjomné kombinacie spdsobili signifikantny
pokles adherencie buniek oproti kontrolnym bunkam
bez osetrenia (P < 0,05). Samotné extrakty spdsobili
o nieCo slabsi pokles adherencie ako amfotericin
B, ktory bol vsak signifikantny oproti kontrole (P

< 0,05). Pri aplikacii ich vzajomnej kombinacie

sme nezaznamenali ochranny ucinok extraktu pred
posobenim lie¢iva. Mierny narast ad-herencie buniek
sposobila len kombinacia extraktu kvetu pupavy
lekarskej oproti adherencii buniek oSetrenych
samotnym amfotericinom B (P > 0,05). VSetky
hodnoty CI st zaznamenané v tabul’ke 1.

Najnizsi pokles adherencie bol zaznamenany u
buniek oSetrenych extraktom kvetu ptipavy a najvyssi
pokles sposobil extrakt korena piipavy v kombinacii s
amfotericinom B (P < 0,05).

Zmenu metabolickej aktivity znazoriiuje graf
1. Metabolickd aktivita bola mierne zvySena u
buniek oSetrenych listom a koreflom pupavy oproti
kontrolnym bunkam (P < 0,05). VSetky kombinacie
jednotlivych extraktov pupavy s amfotericinom
B mali nizsie hodnoty metabolickej aktivity ako
samotny amfotericin B (P < 0,05).

MTT test dokazuje dobra korelaciu s inymi in
vitro proliferatnymi testami (Meerloo a kol., 2011).
Viabilita bola zvySena u buniek osetrenych extraktom
listu pupavy a kvetu pupavy oproti kontrolnym
bunkdm. Vyrazny pokles bol zaznamenany pri
sledovani adherencie u vSetkych oSetrenych buniek
oproti kontrole (P < 0,05). ZvySena adherencia
oproti aktivite buniek exponovanych samotnému
amfotericinu B bola pozorovand pri stcasnom
oSetreni buniek amfotericinom B s kvetom pupavy.

Pupava neposobila protektivne, prave naopak, esSte
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Graf 1: Metabolicka aktivita oSetrenych buniek
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Graf 2: Porovnanie zmien oSetrenych buniek
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viac sa znizila adherencia. Prospesnou kombinaciou
bola expozicia buniek extraktom kvetu pupavy s
amfotericinom B.

Percentudlne vyjadrenie vysledkov nameranych
hodnét pokusu ulah¢uje porovnavanie navzajom.
Vysledky bunkovych zmien nameranych v case
systétmom xCELLigence vyjadrené ako zmena CI
(bezjednotkova velic¢ina) boli prepocitané na percenta

54

pomocou kontrolnych buniek bez oSetrenia (100
%). Graf 2 porovnava zmeny metabolickej aktivity
a adherencie (CI) u extraktov samotnych a pri
kombinacii s amfotericinom B.

V naSom experimente sa pri pouziti samotného
extraktu pupavy lekarskej ani v kombinacii s
antimikrobialnou latkou amfotericin B protektivne
ucinky pupavy nepotvrdili.



ZAVER

Toxicky ucinok extraktov rastlin a amfotericinu
B sa prejavil odlisne pri sledovani zmien adherencie
a metabolickej aktivity, ¢o je sposobené odlisnostou
principov jednotlivych merani. Bunky reagovali
na oSetrenie extraktmi rastlin zmenou adherencie,
odlupnutim, morfologickou zmenou, ¢o ma za
nasledok zniZenie bunkového indexu, ¢o znamena,
ze sa nepotvrdili protektivne UCinky extraktov.
Metabolickd aktivita bola signifikantne zniZzena
spolu s

pri  kombindcii rastlinnych extraktov

amfotericinom B oproti kontrolnym bunkam.
Zvysena metabolickd aktivita bola sledovana pri
bunkovych linidch exponovanych extraktom korena
a listu pupavy oproti kontrole. MdZeme to pripisovat’
aj vzajomnej interakcii medzi zlozkami extraktu a

amfotericinom B.
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ABSTRAKT

V $tiadii bola stanovena antifungalna aktivita
dvojkombinacii vybranych rastlinnych silic voci
izolatom Kkvasiniek Candida albicans (n = 13)
pouzitim mikrodilu¢nej metody M27-A3 a overenie
ich aditivneho, pripadne synergického ucinku.
Izolaty Candida albicans boli ziskané od muZov
a Zien s potvrdenou kandid6zou z réznych miest
(posva, Crevo, respiraény systém, sputum). Na
overenie validity testovania bol pouZity referen¢ny
kmen Candida albicans ATCC 10231. Testovana
bola
levandul’ovej a pamajoranovej silice, a to v

antifungilna dcinnost’” bergamotovej,

dvojkombinacii bergamot s pamajoranom
a bergamot s levandul’ou. Na vyhodnotenie

synergického, aditivneho, resp. antagonistického

ufinku bol pouzity tzv. Sachovnicovy test, pri
ktorom sa dany ucinok vyjadruje na zaklade
hodnoty indexu frak¢nej inhibi¢nej koncentracie
(FICI).

Pri testovani dvojkombinacie bergamotovej
silice s pamajoranovou a bergamotovej silice s
levandul’ovou sved¢ia dosiahnuté hodnoty FICI
(0,89, resp. 0,82) o aditivnom tcinku.

Krucové slova: Candida albicans; mikrodiluc-
na metoda; rastlinné silice

ABSTRACT

The aim of this study was to determine the
antifungal activity of dual-combined essential
oils against the Candida albicans isolates (n =
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13) by using the microdilution method M27-A3
and verification of their additive or synergistic
effects. Candida albicans isolates were obtained
from men and women with confirmed candidiasis
from different body areas (vagina, intestine,
respiratory system, sputum). The reference strain
of Candida albicans ATCC 10231 was used to
verify the validity of the test. Antifungal activity of
bergamot, lavender and oregano essential oils was
tested in the following combinations: bergamot
with oregano and bergamot with lavender.

To evaluate the additive, synergistic and
antagonistic effect respectively, the checkerboard
test was used, in which the effect is expressed on
the basis of Fractional Inhibitory Concentration
Index (FICI) value. When testing a combination of
bergamot essential oil with oregano and bergamot
essential oil with lavender, the FICI (0.89 and 0.82,
respectively) showed an additive effect.

Key words: Candida albicans; essential oils;
microdilution broth method

UVOD

Candida albicans je jednou z klinicky vyznam-
nych mikromycét, ktora spdsobuje vysoka mortalitu
najmd u imunokompromitovanych pacientov a u
vysokorizikovych pacientov po transplantécii (Dixon
akol., 1996). C. albicans sa nachadza v Ustnej dutine,
zazivacom trakte a genitalnej oblasti ako komenzalny
mikroorganizmus u viac ako polovice zdravého
obyvatel'stva. C. albicans je zodpovedna za viac
ako 50 % ludskych kandid6z, vratane 2 hlavnych
typov infekcii: povrchové infekcie (nepredstavuju
nebezpeCenstvo smrti pacienta), ako je oralna
alebo vaginalna kandidoza; a systémové infekcie (s
umrtnostou az 40 %) (Pfaller a Diekema, 2010).

Terapia kandidoz je zalozena najmi na aplikacii
antimykotik (Feéikova a Conkova, 2009). Vyvoj
antifungalneho lieku je oproti antibiotikam pomalsi
a narast rezistencie znizuje jeho ucinnost’ (Pierce
2013).

a Lopez-Ribot, Fytoterapia predstavuje
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ucinni a menej toxicku alternativu k Standardnym
antifungalnym liekom (Alves a kol., 2014). Rastlinné
vytazky a éterické oleje sa oddavna pouzivaju ako
ucinné a bezpecné antifungélne latky (Fecikova a
Conkova, 2009). Existuje Siroka $kala zlu¢enin,
ako napriklad sekundarne metabolity zapojené
do obrannych mechanizmov rastlin (Khan a kol.,
2012), najmd vSak esencidlne oleje (EO), ktoré
maju silny antibakterialny (Bakkali a kol., 2008),
ako aj antimykoticky (Kalemba a Kunicka, 2003) a
antiparazitarny ucinok (Essid a kol., 2015).

Hlavnym zédmerom tejto Stidie bolo otestovat
ucinok dvojkombinacie rastlinnych silic vociizolatom
Candida albicans, vychadzajic z predpokladu, zZe pri
kombinovani silic méze dochadzat’ k aditivnemu az

synergickému ucinku.
MATERIAL A METODY

Na testovanie citlivosti izolatov a referen¢ného
kmena C. albicans voCi vybranym siliciam bola
pouzita mikrodiluéna metoda M27-A3 (CLSI, 2008).

Vzorky izolatov kvasiniek C. albicans nam
poskytol Ustav lekarskej a klinickej mikrobiologie
Univerzitnej nemocnice Louisa Pasteura v Kosiciach.
Vzorky boli odobraté od pacientov oboch pohlavi s
potvrdenou kandidovou infekciou formou vyteru z
roéznych miest: vagina — 2 vzorky, ¢revo — 2 vzorky,
respiracny systém — 4 vzorky; alebo ako sputum: 5
vzoriek. Do pokusu sme zaradili 3 silice, u ktorych
bola na zéklade dostupnych literarnych zdrojov
potvrdena uc¢innost’ voci C. albicans: bergamotova,
levandulovd a pamajoranova (Calendula, Nova
Luboviia, SR).

Kontrola kvality testovania bola overovana
citlivostou referencného kmena Candida albicans
ATCC 10231 (Ceska sbirka mikroorganizmi, Brno,
Ceska republika) vo¢i flukonazolu.

Na testovanie sme pouzili 96-jamkové sterilné
mikrotitraéné platnicky (Brand GmbH + CO KG,
Wertheim, Nemecko). Pri testovani jednotlivych
silic sme do vSetkych jamiek aplikovali po 100
ul Sabouraudovho bujonu (HiMedia Laboratories



Pvt. Ltd., Bombaj, India). Do prvého stipca sme
napipetovali 100 pl sterilného 40 % roztoku silice vo
forme emulzie s arabskou gumou, ktord predstavo-
vala 30 % z objemu testovanej silice. Dvojkovym
riedenim sme ziskali nasledovné vysledné
koncentracie: 20 % (200 m.ml"), 10 % (100 mg.ml"),
5 % (50 mg.ml), 2,5 % (25 mg.ml "), 1,25 % (12,5
mg.ml'), 0,625 % (6,25 mg.ml"), 0,312 % (3,12
mg.mlt), 0,16 % (1,6 mg.ml'), 0,08 % (0,8 mg.ml!)
a 0,04 % (0,4 mgml'). Do takto pripravenych
platni¢iek sme do stipcov 1 — 11 pridali 100 pl
inokula. Referencny kmen C. albicans ATCC 10231
bol testovany 3-krat. Jedenasty stipec predstavoval
pozitivnu a 12. stipec negativnu kontrolu. Po 24
hodinovej inkubacii pri teplote 35 °C sme odcitali
hodnoty MIC.

Pri stanoveni antifungalnej ti¢innosti kombinacii
2 silic sme do vsetkych jamiek platnicky aplikovali
po 50 ul Sabouraudovho bujonu (stipce 1 — 10).
Dvojkové riedenie prvej silice z dvojkombinacie
(50 ul) bolo vykonané v mikrotitracnej platnicke s
prispésobenim metode tzv. Sachovnicového testu
(Nikoli¢ a kol., 2017). Tym sme ziskali nasledovné
vysledné koncentracie: pre pamajoranovi a
levandulovu silicu 0,64 % (6,4 mg.ml'), 0,32 %
(3,2 mg.ml'), 0,16 % (1,6 mg.ml"), 0,08 % (0,8
mg.ml '), 0,04 % (0,4 mg.ml'), 0,02 % (0,2 mg.ml)
a 0,01 % (0,1 mg.ml'); pre bergamotovu silicu 2,5
% (25 mg.ml'), 1,25 % (12,5 mg.ml!), 0,64 % (6,4
mg.mlt), 0,32 % (3,2 mg.ml '), 0,16 % (1,6 mg.ml"),
0,08 % (0,8 mg.ml ™), 0,04 % (0,4 mg.ml").

Dvojkové riedenie druhej silice z dvojkombina-
cie sme pripravili v skimavkach so zachovanim
rovnakych koncentracii ako pri riedeni v mi-
krotitraénych platniach. Tieto riedenia v mnoZstve
50 ul boli prenesené do riadkov A — G s klesajucou
Utinok
bergamot s pamajordnom a bergamot s levandulou

koncentraciou. dvojkombinacie  silic
bol otestovany na 13 izolatoch C. albicans a 1
referenénom kmeni C. albicans ATCC 10231 (3-
krat). Po 24 hodinovej inkubécii pri teplote 35 °C sme
odcitali hodnoty minimalnej inhibi¢nej koncentracie
(MIC) a frak¢nej inhibi¢nej koncentracie (FIC).

Na vyjadrenie antifungalneho ucinku kombinacie
2 silic sa pouziva tzv. index Ciastkovej inhibicnej

koncentracie FICI, ktory sa vypocita podl'a vztahu:

FIC1 FIC2
kde FIC1 a FIC2 predstavuju ciastkové inhibi¢né
koncentracie kombinovanych silic, a MIC1 a MIC2
minimalnu
silic. Na zdklade velkosti FICI sa hodnoti ti¢inok
dvojkombinécie silic nasledovne: synergicky (FICI <
0,5), aditivny (FICI > 0,5 < 2), indifferentny (FICI>2
<4) a antagonisticky (FICI > 4) (Nikoli¢ a kol., 2017).

inhibicnu  koncentraciu jednotlivych

VYSLEDKY A DISKUSIA

V praci sme potvrdili in vitro antifungalnu
aktivitu viacerych rastlinnych silic voc¢i klinickym
izoldtom C. albicans. Priemerné hodnoty MIC, FIC
a FICI testovanych dvojkombinacii silic uvadza
tabulka 1. Pri testovani Gc¢innosti jednotlivych silic
sa najucinnejsia javi pamajoranova silica (MIC =
0,20 mg.ml'). Vyznamne efektivnou bola tiez silica
levandule (MIC = 0,69 mg.ml"), pri bergamotovej
silici boli zistené vysSie hodnoty MIC (2,29 mg.ml™).

Vyrazny ucinok pri pamajorane moze byt spojeny
s vysokym obsahom karvakrolu (57 %). Podobné
vysledky boli publikované aj v praci Cortés-Rojas
a kol. (2014), ktori testovali ucinok eugenolu a
karvakrolu voé¢i kandidam v modeli vaginalnej
kandidozy. Z ich vysledkov vyplyva, ze eugenol a
karvakrol mézu byt sl'ubnym antifungalnym lie¢ivom
na terapiu a profylaxiu vaginalnej kandidozy.
kol. (2018)

metédy u€innost’

Serra a testovali  pouzitim

mikrodilu¢nej bergamotove;j,
Skoricovej, levandulovej, méitovej a cajovnikovej
silice vo¢i kmenom C. albicans 135BM2/94 a C.
albicans NCYC 1363. Z ich vysledkov vyplyva, ze
maétovej silici (MIC = 0,1 %), vysSia pri levandul'ove;j
a cajovnikovej silici (MIC = 0,2 %) a najvysSia pri
bergamotovej silici (MIC = 0,3 %).
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Tab. 1: Priemerné hodnoty FIC, MIC a FICI sledovanych dvojkombinacii silic

Kombinacia silic FIC 1 MIC 1 FIC 2 MIC 2 FICI
Bergamot + Levandula| 9,74 + 10,16 17,63 £9,14 3,55+2,05 11,61 +£ 4,81 0,82 +0,47
Bergamot + Pamajoran 5,11 £4,58 10,22 + 5,80 0,16 £ 0,05 0,4 +0,00 0,89 +0,38

MIC 1 — minimalna inhibi¢na koncentracia (mg.ml™") prvej silice, MIC 2 — minimalna inhibi¢na koncentracia (mg.ml")
druhej silice, FIC 1 — ¢iastkova inhibi¢na koncentracia (mg.ml ') prvej silice, FIC 2 — ¢iastkova inhibi¢na koncentracia
(mg.ml) druhej silice, FICI — index ¢iastkovej inhibiénej koncentracie

Graf 1: Vyhodnotenie u¢inku kombinacie
bergamotovej a levandulovej silice v %

‘ m synergicky

aditivny

Taktiez Devkatte a kol. (2005) pri testovani
ucinnosti  viacerych rastlinnych silic voci 4
referenénym kmenom C. albicans ATCC10231 zisti-
li, Ze hodnota MIC pre Skoricovt silicu dosahovala
0,01 % (0,1mg.ml "), pre matovu silicu 0,25 — 0,3 %
(2,5 — 3 mg.ml), pre ¢ajovnikovu silicu 0,12 — 0,25
% (1,2 — 2,5 mg.ml") a pre bergamotovu silicu 1 %
(10 mg.ml).

Tieto vysledky koreSponduju aj s nasim zistenim
0 najnizsej ucinnosti bergamotove;j silice (MIC =2,29
mg.ml ", ¢o zodpoveda hodnote 0,229 %).

Pri kombinacii silic bergamotu a levandule sme
pozorovali aditivny u¢inok (FICI = 0,82), zatial' ¢o
pri samotnej bergamotovej silici bolo MIC = 17,63
mg.ml', pri jej kombinacii s levandul'ovou silicou
tato hodnota klesla na FIC = 9,74 mg.ml"'. Podobne
aj samostatna levandul'ova silica mala MIC = 11,61
mg.ml"' a v kombinacii FIC = 3,55 mg.ml".

V stadii de Rapper a kol. (2013) zistili, ze aj
ked’ samostatna levandul'ova silica voci C. albicans
ATCC 10231 nemala vyznamny antifungalny u¢inok
(MIC = 3,00 mg.ml") vo viacerych kombinaciach ho
vyrazne zosiliiovala, a napriklad so Skoricou (FICI =
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Graf 2: Vyhodnotenie u¢inku kombinacie
bergamotovej a pamajoranovej silice v %

15%

® synergicky

aditivny

0,4), eukalyptom (FICI=0,38) a ¢ajovnikovou silicou
(FICI = 0,50) bol ich vzajomny ucinok synergicky.
Aditivny uc€inok bol pritomny v kombinacii s
klin¢ekovou (FICI = 0,58), métovou (FICI = 0,63) a
tymianovou silicou (FICI = 0,67).

Pri kombinacii silic bergamotu a pamajoranu sme
zistili ich aditivny ucinok (FICI = 0,89) voci izolatom
C. albicans, pricom bergamot samotny mal MIC =
10,22 mg.ml" a v kombinacii FIC = 5,11 mg.ml",
pamajoran samotny mal MIC = 0,40 mg.ml' a v
kombinacii FIC = 0,16 mg.ml™".

Lv a kol

ucinnost’ pamajoranove;j

(2011) zistovali antimikrobialnu
silice kombinovanej s
bazalkovou, bergamotovou a perilovou silicou
vol¢l E. coli, S. aureus, B. subtilis, a S. cerevisiae.
Pri kombinacii pamajoran + bazalka dosahovala
hodnota MIC 0,313 — 0,313 ul.ml! voéi E. coli, pri
kombinacii pamajoran + bergamot 0,313 — 0,313
pl.ml! voc¢i B. subtilis a pri kombinacii pamajoran +
perila 0,313 — 0,156 pl.ml! voéi S. cerevisiae. Z ich
zisteni tiez vyplyva, ze vSetky pouzité kombinacie
silic vykazovali synergicky uc¢inok voci S. aureus

(FICI = 0,375), kombinacie pamajoranu s bazalkou



alebo bergamotom pdsobili aditivne voci B. subtilis
(FICI = 0,75) a kombinacie pamajoranu s bazalkou
alebo parilou mali aditivny uc¢inok voci E. coli a S.
cerevisiae (FICI = 0,75).

Aditivny cinok silic voci kvasinkam Candida
albicans bol pritomny u 79 % izolatov pri kombinacii
bergamotovej silice s levandul'ovou (vid’ graf 1) a u
85 % izolatov pri kombinacii bergamotovej silice s
pamajoranovou (vid’ graf 2). Pri ziadnej z testovanych
kombinacii sme nepotvrdili antagonisticky ti¢inok.
ZAVER

Na zaklade citlivosti Candida albicans bola
hodnotena a porovnavana ucinnost’ troch rastlinnych
silic jednotlivo a v dvojkombinacii. Z vysledkov
nasej Studie vyplyva, ze pri kombinacii dvoch
rastlinnych silic je pre ich synergicky ti€inok dolezita
interakcia ich jednotlivych zloziek, resp. obsahovych
latok. Pri ziadnej z testovanych kombindcii sme
nepotvrdili antagonisticky ani indiferentny uc¢inok.
Najvyraznejsi synergicky ucinok silic sme pozorovali
pri kombinacii bergamotovej a levandul'ove;j silice.
Zmesi silice bergamotu a levandule, pripadne
bergamotu a pamajoranu by sa mohli vyuzit v
topickom pripravku proti koznej mykodze, co si vSak
vyzaduje dermatologické vysSetrenie toxicity silic.
Vyskum v buducnosti by sa mal zamerat’ na stadium
mechanizmu uc¢inku jednotlivych zloziek silic spolu s
iniciovanim systematického skiimania mechanizmov

synergizmu medzi ich r6znymi zlozkami.

PODAKOVANIE

Tato praca bola podporovana Agenturou na
podporu vyskumu a vyvoja na zaklade Zmluvy C.
APVV-15-0377.

ZOZNAM LITERATURY
Alves, C.T., Ferreira, I. C., Barros, L., Silva,

S., Azeredo, J., Henriques, M.: Antifungal activity of
phenolic compounds identified in flowers from north

eastern Portugal against Candida species. Future
Microbiology, 2014, 9, 2, 139 — 146.

Bakkali, F., Averbeck, S., Averbeck, D.,
Idaomar, M.: Biological effects of essential oils — a
review. Food And Chemical Toxicology, 2008, 46, 2,
446 —475.

Clinical and Laboratory Standards Institute:
M27-A3. Reference method for Broth dilution
antifungal susceptibility testing of yeasts. Approved
standard. Third edn., 2008, 1 — 13.

Cortés-Rojas, D. F., De Souza, C. R. F.,
Oliveira,W. P.: Clove (Syzygium aromaticum): a
precious spice. Asian Pacific Journal of Tropical
Biomedicine, 2014, 4, 2, 90 — 96.

de Rapper, S., Kamatou, G., Viljoen, A,
van Vuuren, S.: The in vitro antimicrobial activity of
Lavandula angustifolia essential oil in combination
with other aroma-therapeutic oils. Evidence-based
complementary and alternative medicine, 2013. DOI:
10.1155/2013/852049.

Devkatte, A. N., Zore, G. B., Karuppayil, S.
M.: Potential of plant oils as inhibitors of Candida
albicans growth. FEMS Yeast Research, 2005, 5, 9,
867 — 873.

Dixon, D. M., McNeil, M. M., Cohen, M. L.,
Gellin, B. G., La Montagne, J. R.: Fungal infections:
a growing threat. Public Health Reports, 1996, 111,
3,226 — 235.

Essid, R., Rahali, F. Z., Msaada, K.,
Sghair, 1., Hammami, M., Bouratbine, A., Aoun, K.,
Limam, F.: Antileishmanial and cytotoxic potential
of essential oils from medicinal plants in northern
Tunisia. Industrial Crops Products, 2015, 77, 795 —
802.

Fe¢ikova, N., Conkova, E.: Antifungalny
ucinok vybranych rastlinnych silic na Candida
albicans samostatne a v kombinacii s antimykotikami.
Folia Pharmaceutica Cassoviensia, 2019, 1, 3, 59 —
65.

Kalemba, D. a Kunicka, A.: Antibacterial
and antifungal properties of essential oils. Current
medicinal chemistry, 2003, 10, 10, 813 — 829.

Khan, M. S., Malik, A., Ahmad, I.: Anti-

61



candidal activity of essential oils alone and in
combination with amphotericin B or fluconazole
against multi-drug resistant isolates of Candida
albicans. Medical Mycology, 2012, 50, 1, 33 — 42.

Lv, F., Liang, H., Yuan, Q., Li, Ch.: In
vitro antimicrobial effects and mechanism of action
of selected plant essential oil combinations against
four food-related microorganisms. Food Research
International, 2011, 44, 9, 3057 — 3064.

Nikoli¢, M. M., Jovanovi¢, K. K., Markovi¢,
T. L., Markovi¢, D. L., Gligorijevi¢, N. N., Radulovi¢,
S. S., Kosti¢, M., Glamoclija, J. M., Sokovi¢, M. D.:
Antimicrobial synergism and cytotoxic properties
of Citrus limon L., Piper nigrum L. and Melaleuca
alternifolia (Maiden and Betche) Cheel essential oils.

62

The Journal of pharmacy and pharmacology, 2017,
69, 11, 1606 — 1614.

Pfaller, M. A.aDiekema, D. J.: Epidemiology
of invasive mycoses in North America. Critical re-
views in microbiology, 2010, 36, 1, 1 — 53.

Pierce, C. G. a Lopez-Ribot, J. L.: Can-
didiasis drug discovery and development: new
approaches targeting virulence for discovering and
identifying new drugs. Expert Opinion on Drug
Discovery, 2013, 8,9, 1117 — 1126.

Serra, E., Hidalgo-Bastida, L. A., Verran,
J., Williams, D., Malic, S.: Antifungal activity of
commercial essential oils and biocides against
Candida Albicans. Pathogens, 2018, 7, 1.



FOLIA PHARMACEUTICA CASSOVIENSIA, I, 4: 63 — 70, 2019

GASTROINTESTINALNE INFEKCIE BAKTERIALNEHO POVODU, MOZNOSTI
ICH TERAPIE A PROTEKTIVNY UCINOK PROBIOTIK

GASTROINTESTINAL INFECTIONS OF BACTERIAL ORIGIN, POSSIBILITIES
OF THERAPY AND PROTECTIVE EFFECT OF PROBIOTICS

Ujjobbagyova, J., Kos¢ova, J.

Katedra farmakognoézie a botaniky
Univerzita veterindrskeho lekarstva a farmacie v KoSiciach
Komenského 73, 041 81 Kosice
Slovenska republika

jana.koscova@uvlf.sk

ABSTRAKT

Stidia je zamerania na gastrointestinilne
infekcie bakteridlneho povodu a moznosti vy-
uzitia probiotik v tejto oblasti. Podla vy-
sledkov prace a pouzitej odbornej literatury
k probiotickym kmefiom so signifikantne
potvrdenym ucinkom pri gastrointestinalnych
infekciach patria:  Saccharomyces  boulardii
CNCM 1-745, Lactobacillus reuteri DSM 17938
a Lactobacillus rhamnosus GG ATCC 53103. Na
zaklade farmaceutickych databaz boli vybrané
probiotické produkty s obsahom uvedenych
Specifickych kmenov. Tie sa nasledne hodnotili
z hPadiska

deklarovanych vyrobcami na obale produktov. Do

bezpecnosti, resp. informacii

hodnotenia boli zahrnuté len pripravky s presne

identifikovanym kmefiom, oznacené zbierkovym

¢islom, ako najdélezitejSim parametrom
bezpecnosti. Napriek tomu ani jeden z produktov
neobsahoval vSetky potrebné udaje stanovené
ciePom Stadie. NajkomplexnejSie informacie
sme ziskali o humannych liekoch Enterol, a to
na zaklade suhrnu charakteristickych vlastnosti
lieku.
Predkladana

vedomosti a nazory farmaceutickych pracovnikov

Studia zaroven analyzovala
v ramci vyuZitia probiotik pri gastrointestinalnych
infekciach prostrednictvom dotaznika. Z vy-
sledkov prieskumu vyplyva, Ze je potrebné
zvySit’ povedomie farmaceutickych pracovnikov
o zakladnej a doplnkovej terapii akutnych
hnackovych infekcii a moznych rizikach spojenych

s uzivanim probiotik.
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ABSTRACT

This study deals with gastrointestinal infections
of bacterial origin and the possibility of using
probiotics in this area. According to the results of
the study and the relevant references, the prob-
tic strains with confirmed significant effect on
gastrointestinal infections include: Saccharomyces
boulardii CNCM 1-745, Lactobacillus reuteri DSM
17938 and Lactobacillus rhamnosus GG ATCC
53103. Probiotic products containing these specific
strains were selected on the basis of pharmaceutical
databases. These were subsequently evaluated
for safety or the information declared by the
manufacturers on the packaging of the products.
Only the preparations with an accurately
identified strain, marked by the collection number
as the most important safety parameter, were
included in the evaluation. Nevertheless, none of
these products contained all the data relevant to
the purpose of this study. The most comprehensive
information were obtained about Enterol, based
on the summary of the product characteristics.

In addition, the presented study surveyed the
knowledge and opinion of pharmaceutical workers
about the use of probiotics in gastrointestinal
infections by means of a questionnaire. The results
of the survey showed that there is a need to raise
the awareness of the workers about the essential
and complementary treatment of acute diarrhoeal
infections and potential risks associated with the
use of probiotics.

Key words:

gastrointestinal  infections;

diarrhoea; probiotics

UVOD

Gastrointestinalny trakt (GIT) tvori vyznamnu

bariéru medzi vonkajSim a vnutornym prostredim,
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¢im zohrava kI"i¢ovu tlohu v ramci imunitnej ochrany
l'udského organizmu. Imunoprotekciu zabezpecuje
prostrednictvom slizni¢ného lymfatického tkaniva
¢reva a crevného mikrobiomu (Minarik a Minarikova,
2017). Pred invaziou patogénnych mikroorganizmov
nas prospesné baktérie chrania tromi zakladnymi
mechanizmami: vlastnou adherenciou na sliznicu
GIT, produkciou latok nevyhodnych pre prezitie
patogénov (napr. bakteriocinov) a kompetitivnou
2012).
Bioaktivne produkty probiotickych baktérii maju

inhibiciou o ziviny (Hrubisko a kol.,

siroké spektrum vyuzitia (Nemcova a kol., 2019).
V pripade dysbidézy dochadza k rychlemu rozvoju
infek¢énych, alergickych ¢i autoimunitnych ochoreni
(Thon, 2011).
Vel'mi

mikroorganizmov je

Siroké spektrum patogénnych

GIT
rukami) a

schopnych infikovat

fekalno-ordlnou cestou (Spinavymi
alimentarnou cestou, pricom zdrojom infekcie st
najmd fekalne kontaminovanéd potrava alebo voda.
NajcastejsSim klinickym prejavom ¢revnych infekcii
je hnacka, ktorit mézeme definovat’ ako riedku az
vodnatu stolicu vyplyvajucu z ochorenia tenkého
¢reva, spojeni s nadmernou stratou tekutin a
elektrolytov (Goering a kol., 2012). K najzavaznejsim
komplikdciam hnacky patri dehydratacia, nutricny
deficit a elektrolytova dysbalancia, ¢o vedie k
naruSenému  spatnému  vstrebavaniu sodika a
zvysenej sekrécii chloridovych i6nov. Taktiez do-
chadza k zvySeniu mnozstva nevstrebanej vody v
¢revnom limene, vysledkom ¢oho je hypokaliémia a
metabolicka acidoza (Minarikova, 2018).

K najc¢astejsim bakterialnym poévodcom crevnych
hnackovych infekeii na Slovensku patria zastupcovia
rodov Campylobacter, Salmonella a Clostridium. K
d’alsim vyznamnym pdvodcom gastrointestinalnych
infekcii patria tiez baktérie Escherichia coli, Shigella
Spp., Yersinia enterocolitica, Vibrio cholerae, Bacillus
Clostridioides  difficile,

aureus a Helicobacter pylori (Antolova a kol., 2018).

cereus, Staphylococcus
Liecba akutnej infekénej hnacky zahiha vcasnu
nahradu stratenych tekutin a mineralov, podanie

tolerovanych potravin a doplnkovu terapiu, ku ktorej



Graf 1: Vyhodnotenie uc¢inku kombinacie bergamotovej a levandul’ovej silice v %
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patria aj probiotika (Seifert a kol., 2015).
Ciele
probiotickych pripravkov z hladiska informacii

stadie sa sUstredili na hodnotenie
deklarovanych na obaloch produktov, a taktiez na
vedomosti a nazory farmaceutickych pracovnikov na
Slovensku v oblasti gastrointestinalnych infekcii a

moznost'ou vyuzitia probiotik.

MATERIAL A METODY

Probiotické

Lactobacillus reuteri

mikroorganizmy  Saccharomyces
boulardii, a Lactobacillus
rhamnosus sme vybrali na zaklade systematického
(McFarland a
kol., 2018), v ktorom bolo preverenych celkom
2 666 abstraktov (1970 — 2017) a zahrnutych
stadii

identifikovanym kmenom. Vyber

prehladu probiotickej ucinnosti

probiotik s
konkrétnych

probiotickych produktov sme uskutocnili na zaklade

288 humannych klinickych

vylucovacej metddy pomocou elektronickej databazy
farmaceutickych a pribuznych produktov dostupnych
na Slovensku a k nej prislichajucich pomocnych
databaz (https://www.adc.sk/),
webovej databazy Statneho tustavu kontroly lie¢iv

a tiez pomocou

(https://www.sukl.sk/). Kritériom vyhladavania boli
vybrané probiotické mikroorganizmy pritomné v
produkte ako Specifikované zivé bakterialne kultary.
Zo zisteného poctu pripravkov sme pre konkrétne
hodnotenie  vybrali produkty s jednoznacne
definovanym kmenom (oznacenym zbierkovym
¢islom) uvedenym na obale produktu. Sustredili
sme sa najmi na pripravky s prioritnou indikaciou
pri gastrointestinalnych infekciach, v databdzach
oznacenych ako aktivne.

Na zistenie informovanosti farmaceutickych
pracovnikov o gastrointestindlnych infekciach a
moznosti vyuzitia probiotik v tejto oblasti sme

vyuzili dotaznikova metddu. Dotaznik pozostaval z
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Graf 3: Kombinacia kmenov s inymi probiotikami alebo latkami
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Graf 4: Vhodnost’ pouzitia probiotickych produktov
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lekarom

20 otazok a bolo mozné vyplnit’ ho v elektronickej
podobe zverejnenej na webovej stranke, resp. v
skupine, ktorej ¢lenmi su farmaceuti, farmaceuticki
laboranti a Studenti farméacie v obdobi od 01. 12. 2018
do 10. 01. 20109.

VYSLEDKY

Hodnotenie probiotickych produktov

Celkovy pocet produktov s obsahom vybranych
probiotickych mikroorganizmov bol podla databaz
211, z toho bol presne Specifikovany kmen pri 96
pripravkoch. Kritéria pre hodnotenie spinalo 20
pripravkov. Na zastupenie konkrétnych kmenov v
hodnotenych produktoch poukazuje graf ¢. 1.

Menovite sme hodnotili nasledovné produkty:
Enterol 250 mg cps dur (3)/plu por (1), ExHelico cps
end (1), Dr. Max RebioMax ATB cps (1), BioGaia
ProTectis gtt (2)/tbl (2), Livsane laktoaktivne tablety
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pre deti (1), Dr. Max Probio Maxik gtt (1), Swiss
Naturevia laktobacilky kids pastilky (2), Active flora
baby gtt (1), Biopron Baby gtt (1), Probio-fix Imun gtt
(1) a Probio-fix Inum cps (3). V zatvorke je uvedeny
pocet vel'kosti baleni uvedenych na slovenskom trhu.
Vicsina produktov bola legislativne zatriedena ako
vyzivovy doplnok, okrem humannych liekov Enterol
a BioGaia gtt, uvedenych ako dietetické potraviny na
osobitné medicinske ucely.

Udaj o povode kmetia, vid' graf ¢. 2, obsahovali
produkty Swiss Naturevia laktobacilky a BioGaia
Protectis kvapky.

Urcenie vekovej skupiny uzivatelov probiotik
bolo uvedené na kazdom produkte. Na produkte
Active flora baby bola navyse uvedend vhodnost
uzitia u predcasne narodenych deti a deti s nizkou
porodnou hmotnost'ou. Pocet KTJ (koloniu tvoriacich
jednotiek) spiialo podla vieobecnej schémy (108 az
1010 KTJ/mg) 80 % produktov. Kombinacia ré6znych



probiotickych kmenov, znazornena v grafe ¢. 3, bola
pritomna u 45 % produktov (RebioMax ATB, Livsane
laktoaktivne tablety, Swiss Naturevia laktobacilky,
Biopron Baby, Probio-fix Imun, Probio-fix Inum).

Sposob uchovavania produktov sa vo vicsine
pripadov zhodoval, t. j. do 25 °C na suchom a tmavom
mieste, chranit’ pre vlhkost'ou a priamym slne¢nym
ziarenim. Produkt Active flora baby bol jediny s
uchovavanim pri 2 az 15 °C aj pred otvorenim.
Uchovavanie v chladnicke po otvoreni bolo uvedené
v pripade Swiss Naturevia laktobacilky a Probio
Maxik. Pozndmka — najlepsie skladovat’ v chladnicke
—bola uvedena v pripade RebioMax ATB.

Vhodnost” pouzitia pre tehotné a dojciace Zeny
bola vyznacena na obale produktov RebioMax ATB,
BioGaia kvapky a Probio-fix Inum Trim, po porade
s lekarom na produkte Enterol, ako nevhodny bol
oznaceny produkt ExHelico.

Vhodnost’ pre diabetikov bola uvedend v pripade
produktov RebioMax ATB, BioGaia Zzuvacie tablety,
Livsane laktoaktivne tablety a Active flora baby.
Obsah sacharézy bol uvedeny v pripade Swiss
Naturevia laktobacilky kids. Udaj o nevhodnosti
pouzitia pre diabetikov chybal na obale Probio-fix
Imun s obsahom sacharézy.

Udaje o vhodnosti pre celiatikov boli pritomné
na produktoch Livsane laktoaktivne tablety, Swiss
Naturevia laktobacilky kids, Active flora baby a
Probio-fix Inum. Informacie o obsahu laktozy sa
nachadzali na produktoch Enterol. Naopak oznacenie
,heobsahuje laktézu“ bolo uvedené v pripade
Livsane laktoaktivne tablety, Active flora baby a
Probio-fix Inum. Informacie o vhodnosti pouzitia
pri histaminovej intolerancii sa nenachadzali ani na
jednom produkte.

Informacia o vhodnosti pouzitia pri alergii na
bielkovinu kravského mlieka bola uvedend na
produktoch Active flora baby a Probio-fix Inum,
vhodnost’ pre vegetarianov bola vyzna¢ena v pripade
RebioMax ATB a Livsane laktoaktivne tablety. VSetky
udaje o vhodnosti pouzitia vybranych probiotik
sumarizuje graf ¢. 4.

Z dopliujucich informacii boli uvedené: interakcie

a kontraindikacie (ExHelico), neziaduce ucinky
(BioGaia), pocet dennych davok (Probio Maxik),
odkazy na klinické s$tadie (Active flora baby),
bez farbiv a chemickych latok (Swiss Naturevia
laktobacilky kids), bez chut'ovych aditiv (Probio-fix
Inum). Pri kvapkach Biopron Baby chybal udaj o
spotrebe po otvoreni.

Vyhodnotenie dotaznika

Prieskumu sa zacastnilo spolu 100 respondentov:
74 farmaceutov, 16 farmaceutickych laborantov a 10
Studentov farmacie. Len 19 % opytanych malo blizSie
vedomosti o mechanizmoch, ktoré zohrava GIT pri
imunitnej ochrane organizmu. Spravnu odpoved o
sposoboch prenosu a najcastejsSich povodcoch GIT
infekciina Slovensku uviedla spravne takmer polovica
opytanych. O klinickych prejavoch GIT infekcii malo
prehl'ad 31 % respondentov. Hoci bol dotaznik uréeny
pre farmaceuticki skupinu respondentov, zakladna
terapiu GIT infekcii uviedlo spravne len 36 %
opytanych. Z doplnkovej terapie uviedlo probioticku
suplementaciu az 74 % respondentov.

Vedomosti ohl'adom mechanizmu u¢inku probiotik
boli uplné len u 4 % farmaceutov. Polovica opytanych
oznacila za najvhodnej$i kmen pri GIT infekciach
Saccharomyces boulardii. Vacsina respondentov bola
nazoru, ze s uzivanim probiotik nie su spojené ziadne
rizikd. Az 98 % opytanych si bolo vedomych, ze na
slovenskom trhu prevazuju probiotické produkty vo
forme vyzivovych doplnkov. Na obale probiotickych
produktov respondentom chybali informacie o
obsahu potravinovych alergénov, indikacii kmenov a
optimalnej dizke uZivania probiotik.
DISKUSIA

Podl'a metaanalyzy ma klinickymi Stadiami
signifikantne preukdzany ucinok na zmiernenie
prejavov akutnych hnaciek a prevenciu antibiotikami
asociovanych hnaciek u deti a dospelych kmen
Saccharomyces boulardii CNCM 1-745 (Enterol)
(McFarland a kol., 2018). Podl'a nami vyhl'adavanych

zdrojov na dalSie kmene pritomné v skimanych
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produktoch, S. boulardii DBVPG 6763 (ExHelico)
a S. boulardii CNCM 1-1079 (RebioMax ATB)
zatial’ nebola aplikovana, resp. zverejnena humanna
klinicka Stadia. Kmen Lactobacillus reuteri DSM
17938 (BioGaia) mé klinicky preukazany uc¢inok
znizenia trvania hnackovych stavov v priemere o 24,8
hodin (McFarland a kol., 2018). Pre L. reuteri LR 92
MDX (ProbioMaxik) a L. reuteri HA-188 (Swiss
Naturevia Laktobacilky) sme v nami vyhl'adavanych
databazach nenasli vypracované humanne klinické
Studie.

Naopak, pre kmen L. reuteri 12246 (Livsane
laktoaktivne tablety) boli dostupné dve klinické
Stidie pre rozne indikacie, podla ktorych tento
kmen v spojeni s Lactobacillus rhamnosus 19070-2
zmierfuje prejavy akutnej gastroenteritidy a znizuje
dizku trvania hnatky (Rosenfeldt a kol., 2002). V
jednej zo stadii vSak chybal pocet pacientov, v druhe;j
i8lo o skupinu detskych pacientov, a preto tieto
vysledky nepostac¢ujii na vyvodenie jednoznacného
zaveru ucinku. Poslednym kmenom z hodnotenych
produktov bol Lactobacillus rhamnosus GG ATCC
53103 (Active flora baby, Biopron baby, Probio-fix
Imun/Inum), ktory ma klinicky overeny a priaznivy
ucinok najmai pri akutnych gastroenteritidach a ATB
asociovanej hnacke u detskych pacientov (McFarland
a kol., 2018). Pre jednoznac¢ny uc¢inok u dospelych
pacientov je potrebné vykonat viac klinickych
Studii. Zaujimali nas aj klinické $tadie vykonané s
hodnotenymi pripravkami, tie sme vSak neziskali
ani po kontaktovani vyrobcov. Referencie svojich
pripravkov odkazovalinardzne §tadie, ¢asto vykonané
s nesSpecifikovanymi kmenimi. Prave pre relevantnost’
vysledkov posobenia probiotickych kmetiov by bolo
vhodné, aby metaanalyzy zhromazd’ovali vysledky
studii Specifickych kmeiiov na konkrétnu indikéaciu.
kmena totiz
nemoézeme aplikovat’ na druh a rézne indikécie.

Vysledky posobenia konkrétneho

Z celkového poctu produktov s obsahom
vybranych kmenov bol identifikovany kmen v 46
% pripadoch. Bez tejto informacie je narocné overit’
vhodnost’ pouzitia probiotického produktu na danu
indikaciu. Pocet KTJ uvedeny na obale produktu
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by mal zaroven odrazat’ realny pocet na konci doby
trvanlivosti (Davidson, 2018). V nasom vyskume
uviedol vyrobca tto informaciu pri 6/20 produktov. Z
praktického hl'adiska by bolo vhodné, aby vyrobcovia
garantovali minimalny pocet KTJ na konci doby
exspiracie za dodrzania skladovych podmienok, resp.
ocakavany pocet KTJ, ktory sa realne dostane do
hrubého creva.

Spdsob uchovavania probiotik by mal vychadzat
z kriviek termostability pre dany kmen, tie vSak nie st
beznou sticastou produktov. Podl'a odborného ¢lanku
v snahe o Co najvyssSie zachovanie zivotaschopnosti
probiotik je vhodnejSie
chladnic¢kovej teplote (2 — 8 °C) (Kotlatova a kol.,
2011). V nasej analyze bolo uchovavanie v chladnicke

ich uchovavanie pri

odporacané v pripade 5/20 produktov. Ked'ze pre
probiotické mikroorganizmy zatial’ nebola stanovena
referenénd vyzivova hodnota denného prijmu,
kazdé davkovanie by malo vychadzat z klinickej
stidie daného kmena. Okrem toho, v nasej analyze
v 9/20 produktov boli pritomné aj iné probiotické
mikroorganizmy. Dokumentaciu o synergii sme
ziskali iba v pripade produktov Probio-fix. Nezavisle
od produktov vSak uz bolo vykonanych mnozstvo
klinickych $tadii potvrdzujticich synergiu niektorych
probiotickych kmenov. Bolo by vhodné, aby vyrobca
disponoval tymito tdajmi a boli by verejne dostupné.
Nazor respondentov na optimalnu dizku uZivania
probiotik v pripade GIT infekcii sa v 96 % zhodoval
s odbornou literatirou, a teda Ze v uzivani je
potrebné pokracovat’ minimalne tyzden po vymiznuti
klinickych priznakov (Stefanovi¢ a kol., 2007).
Takmer polovica opytanych uviedla, Ze denna
davka probiotik predstavuje 10 miliard KTJ, co
je logické, ked'ze sa s tymto Udajom respondenti
Casto stretavaju v praxi na etiketdch produktov.
Podla odbornych ¢lankov sa uznava, Ze probioticky
produkt ma obsahovat minimalne pocty zistené
ako ucinné v klinickych stidiach (Kechagia a kol.,
2013). Z vhodnych liekovych foriem uviedlo 29
% opytanych tablety, tie vSak z dévodu vysokych
teplot pri vyrobe vedd k usmrteniu probiotickych

mikroorganizmov, a preto nie st vhodnou vol'bou. K



faktorom ovplyvnujicim vitalitu probiotik priradilo
az 77 % opytanych aj prebiotika, ktoré su sice
zdrojom vyzivy pre probiotické mikroorganizmy,
nie vSak limitujucim faktorom ich Zivotnosti, na ¢o
poukazuje aj vedecky ¢lanok (Calinoiu a kol., 2016).
Vicsia Cast’ respondentov bola nazoru, ze probioticky
vyrobok sa nepovazuje za bezpecny, ak vyrobca nema
zdokumentovanu synergiu pouzitych kmenov. S tymto
nazorom sa stotoziiuje aj odborna literatira. Vyrobca
by mal deklarovat’ synergiu zvolenych kmenov, tak
isto by sa mala zdokumentovat’ aj informacia, ¢i moze
konzumacia inych potravin alebo liekov zvysit’ alebo
znizit’ uc¢inok vyrobku (Kotlarova a kol., 2011).

ZAVER

Z hladiska bezpecnosti je dolezité, aby pre
probiotika existovala podrobnejSia dokumentacia
na zaklade humannych klinickych stadii. Je dolezité
poznamenat’, ze ucinnost’ probiotik zistena v klinicke;j
stadii je Specificka pre dany kmen alebo kombinaciu
kmenov a pre konkrétnu indikaciu. Otazkou buducich
§tadii zostava optimalna davka probiotik, dizka liecby
a bezpec¢nost’ u imunokompromitovanych pacientov.
Hocisme do hodnotenia zahrnuli len pripravky s presne
identifikovanym kmenom, ani jeden z produktov
neobsahoval vsetky potrebné tidaje stanovené cielom
studie. Vyrobcovia by mali dbat’ na tplnost’ informacii
na obale produktov, aby bola dosiahnuta relevantna
dispenzacia zo strany farmaceutickych pracovnikov
a spokojnost zo strany pacientov. Z vysledkov
prieskumu vyplyva, Ze je potrebné zvysit’ povedomie
farmaceutickych pracovnikov najmid o zakladnej
terapii ¢revnych infekcii, resp. o skuto¢nosti, akym
latkam je potrebné sa v ramci terapie vyhnut’. Tak isto
je potrebné zvysit’ informovanost’ o moznych rizikach

spojenych s uzivanim probiotik.
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ABSTRAKT

Vys$§i prijem Kkapustovitej zeleniny bol v
mnohych pripadoch vinverznom vzt’ahu s rizikom
vzniku rakovinového ochorenia, pricom tato
asociacia bola vyraznejSia ako pri prijme zeleniny
a ovocia vo vSeobecnosti. Kapustovité rastliny sa
bohatym zdrojom glukozinolatov a unikatnych,
siru obsahujucich fytoalexinov. Cielom tejto
Studie bolo §tudium protinddorového potencialu
indolového fytoalexinu, homobrasininu. Jednym
zo zakladnych rysov karcinogenézy je schopnost’
rakovinovych buniek metastizovat’. Ked’Ze vas-
kularizacia nadoru je rozhodujica pre jeho
progresiu z malého, presne lokalizovaného tumoru

aZ k rozSirujucemu sa nadoru so schopnostou

metastazovania, potlacenie rastu krvnych ciev —
angiogenézy je v sucasnosti kPicovou stratégiou
v boji proti rakovinovym ochoreniam. Vplyv
fytoalexinu homobrasininu na vazoaktivitu a
angiogenézu bol skiumany tzv. CAM metédou,
ktorou sa sleduju irita¢né vplyvy a angiogenéza na
chorioalantoickej membrane kuracieho embrya.
Homobrasinin v naSom experimente nevykazoval
antiangiogénny 1c¢inok, naopak, priemerny
prirastok vetvenia ciev sa po 72 hodinach od jeho
aplikacie v zavislosti od koncentracie mierne
zvySoval. Vysledna iriticia homobrasininu
na cievy CAM (chorioalantoickda membrana)
bola v sulade s Klasifikaciou podla Luepke
(1985) vyhodnotena ako slaba. Vysledky Studie

naznacuju, Ze homobrasinin pravdepodobne nema
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schopnost’ ovplyviiovat’® proces angiogenézy v
prospech antikancerogénneho ucinku a jeho d’alsie
skiimanie v oblasti onkologickej problematiky by
bolo vhodnejsie zaloZit’ na odliSnom mechanizme
ucinku.
Klracové slova: angiogenéza; indolové
fytoalexiny; izotiokyanaty; kapustovité rastliny;

karcinogenéza

ABSTRACT

In many cases, an inverse relationship between
the intake of Brassica vegetable and the cancer
risk was confirmed and this association was found
to be stronger than association related to intake
of fruit and vegetable in general. Brassica plants
are rich sources of glucosinolates and the unique,
sulfur containing phytoalexins. The aim of this
study was to investigate antitumor potential of the
selected indole phytoalexin homobrassinin. The
ability to metastasize is one of the basic features
of cancer cells. Vascularization of a tumour is
crucial for its progression from a small, strictly
localized tumour to an expanding cancer with the
ability to metastasize. That is why suppression of
vessel growth is the key strategy to fight against
cancer disease. We studied the effect of the selected
phytoalexins on vasoactivity and angiogenesis by
the CAM assay. This method allows watching
an irritation potential and angiogenesis on
the chorioallantoic membrane. In our study,
homobrassinin did not show any antiangiogenic
effect. The average growth of vessel branching
was in contrast with our expectations. Application
of homobrassinin caused increase in the average
growth of vessel branching depending on its
concentration after 72 hours from its application.
According to Luepke classification (1985), the
resulting irritation of homobrassinin on the CAM
(chorioallantoic membrane) vessels was evaluated
as mild. Results of our study suggest that the
tested phytoalexin probably does not have any
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antiangiogenic potential and the following studies
of its anticancer potential should be based on
different mechanism of action.

Key words: angiogenesis; carcinogenesis;
cruciferous  plants; indole  phytoalexins;
isothiocyanates.

UVOD

Pocetné¢ vedecké Studie a prace poukazuju na
korelaciu medzi zvysenou konzumaciou kapustovitej
zeleniny a zniZzenou incidenciou nadorovych ochoreni
pl'ac (Lam a kol., 2009), prsnika (Minich a Bland,
2007), hrubého ¢reva (Tse a Eslick, 2014), zalidka
(Keck a Finley, 2004), prostaty (Kirsh a kol., 2007),
ovarii (Han a kol., 2014), non-Hodginského lymfomu
(Pham a kol., 2004) a mocového mechura (Tang a
Zhang, 2005).

Rovnako ako ostatnd zelenina, aj kapustovité
rastliny obsahuju mnozstvo zivin a fytochemikalii,
ktoré pdsobia priaznivo na zdravie cloveka,
no rastliny z celade Brassicaceae su jedine¢né
svojim bohatym zdrojom glukozinolatov, ¢o su z
chemického hladiska siru obsahujice zluceniny
zodpovedné sa Stiplava aromu, pikantnejSiu a
horkastti chut” tychto rastlin (Drewnowski a Gomez-
Carneros, 2000). Glukozinolaty sa zaraduju medzi
sekundarne metabolity rastlin, ktoré vSak samotné
nevykazuju vyznamnu biologickt aktivitu. Aktivne
st az produkty ich hydrolyzy (Higdon a kol., 2007).
Kapustovité rastliny st podla v§etkého jediné, ktoré
produkuju siru obsahujuce indolové fytoalexiny
(Mezencev a kol., 2003). Indolové fytoalexiny su
svojou Struktarou podobné glukozinolatom a niektoré
glukozinolaty su prekurzormi fytoalexinov (Kimber
a McGregor, 1995). Ako sekundarne antimikrobialne
metabolity su indolové fytoalexiny syntetizované de
novo v reakcii na bioticky ¢i abioticky stres (Pedras
a Yaya, 2010). Ich presny antikancerogénny tc¢inok
zatial nie je Uplne objasneny (Mezencev a kol., 2003).
Dokazany vsak bol ich priaznivy u¢inok na bunkovy
cyklus a apoptdézu v procese karcinogenézy (Izutani,



2012; Kim a kol., 2014; Pilatova a kol., 2013).
Hydrolytické
izotiokyanaty, maju okrem iného aj antiangiogénnu

produkty glukozinolatov,
aktivitu, ktora bola v mnohych stadiach pozorovana
aj Vv in vivo podmienkach. Tieto u¢inky boli dokonca
pozorované uz na urovni expresie proangiogénnych
faktorov. Ked’ze angiogenézou vzniknuté nové cievy
zasobuju nadorové bunky kyslikom a Zzivinami,
potlacenie rastu krvnych ciev je v sucasnosti
kluacovou stratégiou v boji proti rakovinovym
ochoreniam (Thejass a Kuttan, 2007; Xiao a Singh,
2007; Boreddy a kol., 2011).

MATERIAL A METODY

V nasej stadii sme testovali antiangiogénny efekt
homobrasininu. Syntéza tejto latky bola vykonana na
Katedre organickej chémie PF UPJS pod vedenim
Doc. RNDr. P. Kutschyho, CSc. Latka bola nésledne
rozpustend v dimetyl sulfoxide (DMSO), pricom
finalna koncentracia DMSO bola mensSia ako 0,2 % a
nevykazovala cytotoxicky uc¢inok.

Experiment sme realizovali v dvoch zhodne
prebichajucich cykloch za pouZzitia menovanej vzorky
fytoalexinu. Cyklus sme vykonavali pocas Siestich
dni s presne uréenymi ¢asovymi odstupmi.

V prvy den cyklu sme mali k dispozicii 30 kusov
oplodnenych slepacich vajic¢ok. Kazdé vajicko sme
vlozili do inkubac¢nej liahne s automatickym otacanim
(Incubator ET 49, AUTOMATIC River systems
SRL, Taliansko) ostrym koncom smerom nadol.
V inkubaénej liahni sme neustale zabezpecCovali
optimalnu vlhkost’ pre vyvin kuracich embryi (62,5
+ 7,5 %), teplota bola nastavena a udrziavana na
hodnote 38 °C, automatické otacanie inkubatora bolo
zapnuteé.

V praci sme pokracovali nasledujuci den. Na
kazdom vajicku sme na jeho tupom konci na mieste,
kde sa nachadza vzduchova bublina, v Skrupine
urobili maly otvor, cez ktory sme odobrali 2,0 ml
albuminu. Otvor v Skrupine sme zalepili lepiacou
paskou. Vajicka sme nechali takto inkubovat 48
hodin, pricom teplota a vlhkost v inkubatore boli

neustale sledované.

Na piaty den sme uz mohli pozorovat’ vyvijajici
sa cievny systétm vo vysoko vaskularizovanej
chorioalantoickej membrane embrya. Predtym sme
vSak pomocou noznic vystrihli otvor na ostrom konci
vajicok s priemerom priblizne 2 az 3 cm. Nasledne
sme opatrne stiahli papierovi blanu, ¢im sme obnazili
chorioalantoickiit membranu. Vystrihnuty otvor sme
¢o najskor prelepili a vajicka urychlene vlozili spit’ do
inkubatora, aby sme minimalizovali vplyv vonkajsich
stresovych podmienok. Vajicka sa takto inkubovali
d’alsich 48 hodin pri stanovenej teplote a dostatocne;j
vlhkosti, av§ak automatické otacanie inkubatora sme
po tomto kroku vypli.

Dalej sme pokracovali na osmy def, kedy sme
do kazdého vajicka cez vystrihnuty otvor vlozili dva
silikonové krazky. Do nasledujuceho dia sa kruzky
k membrane prichytili a pocas deviateho dia sme
mohli prejst’ k hlavnej Casti nasej Studie. Tento dei uz
bolo mozné vyhodnocovat’ vazoaktivitu po aplikacii
nasej ucinnej latky. Angiogenézu sme vyhodnocovali
po 72 hodinach, teda na dvanasty den.

Ako ucinnt latku sme pouzili homobrasinin, ktory
bol skladovany v mraziacom boxe v mikroskiimavke.
Koncentracia tejto latky bola 0,05 mol.I"', teda 50
uM. Homobrasinin sme po jeho rozmrazeni nariedili
pomocou fyziologického roztoku na koncentracie
30 uM, 100 uM a 300 uM. Vajicka sme rozdelili do
Styroch skupin. Prva skupina zodpovedala kontrole a
zvys$né tri skupiny prisluchali riedeniam. Jednotlivé
oblasti ciev nachadzajuce sa v krizkoch sme pred
aplikaciou homobrasininu najskor vyfotografovali.
Nasledne

20 pl latky do oblasti kruzkov. Po tejto aplikacii

sme pomocou mikropipiet aplikovali

sme oblasti ciev v kruzkoch vyfotografovali po
30 sekundach, 2 mindtach a 5 minatach, ¢o nam
umoznilo sledovat’ potencialne iritatné ucinky po
aplikacii homobrasininu. Kontrolni skupinu vajec
sme vyfotografovali po aplikacii 20 pl fyziologického
roztoku. Pre vys$Siu kvalitu vyslednych fotografii sme
pri foteni pouzili zvacSujuci softvér (Optika PRO 5
Digital camera, Taliansko).

Nasledujucich 72 hodin sa vajicka nadalej
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Obr. 1: Metoda stanovenia angiogenézy pocitanim
vetvenia ciev

Obr. 2: Irita¢ny ucinok homobrasininu s koncentraciou 30 pM v urcenych ¢asovych intervaloch:
(A) 0 min (B) 0,5 min (C) 2 min (D) 5 min. Pozorovana vazodilatacia v ¢ase 2 a 5 minut.

inkubovali pri nezmenenych podmienkach. Po tom-
to Casovom intervale sme jednotlivé krazky opat
vyfotografovali. Fotografie sme po ich uprave
vyhodnocovali v programe Imagel] (1.48v Wayne
Rasband National Institutes of Health, USA).

Stanovenie vazoaktivity ciev chorioalantoickej
membrany

Vazoaktivitu ciev chorioalantoickej membrany
(CAM) po aplikacii fytoalexinu sme skimali zdovodu
zistenia jeho potencidlneho iritacného efektu, ktory
by bol pri teoretickom vyuziti tychto latok v praxi
nepripustny. Pri stanoveni sme sa riadili metédou
podl'a N. P. Luepke (1985), pri ktorej sa vazoaktivita
vyhodnocuje po 30 sekundach a po 2 a 5 minttach od
aplikacie testovanej latky.

74

Stanovenie angiogenézy ciev chorioalantoickej
membrany

Angiogenézu sme stanovovali po 72 hodinach
od aplikécie testovanej latky do oblasti kruzku. Pre
ziskanie vysledkov tohto stanovenia sme sledovali a
pocitali kazdé miesto v kruzku, kde doslo k vetveniu
ciev. Dodlezité pre toto vyhodnotenie boli teda
fotografie kruzkov, ktoré sme vlozili do programu
Image J 1.48, umoziujuceho pocitanie jednotlivych
vetveni ciev (vid obr. 1).

VYSLEDKY

Stanovenie vazoaktivity

Pri koncentracii homobrasininu 30 pM bola
v 60 % vyhodnocovanych pripadov pozorovana
vel'mi mierna vazodilatacia s naslednou hyperémiou



Tab. 1: Sumarne vyhodnotenie priemerného prirastku vetvenia ciev chorioalantoickej membrany
po aplikacii homobrasininu

Priemerny prirastok
vetvenia ciev STDEV Max. Min.
[Yo]
Kontrola 55,34 30,26 89,13 21,62
Homobrasinin 30 pM 54,36 37,05 108,33 18,92
Homobrasinin 100 pM 65,39 38,84 92,86 37,93
Homobrasinin 300 pM 117,62 50,03 150,00 60,00

v Case 2 a/alebo 3 minat (vid’ obr. 2). Hyperémia
bola najlepSie pozorovatelnd na mensSich cievach,
ktoré sa po aplikacii homobrasininu zvyraznili. Po
aplikacii homobrasininu s koncentraciou 100 pM a
300 uM neboli na cievach CAM pozorované Ziadne
zmeny. Vysledny iritacny efekt homobrasininu bol

vyhodnoteny ako slaby (Luepke, 1985).

Stanovenie angiognézy

Vyhodnotenie angiogenézy ciev chorioalantoickej
membrany po 72 hodinach od aplikacie homobrasi-
ninu znazornuje tabul’ka 1.

Z tabulky vyplyva, Ze homobrasinin stimuluje
vetvenie ciev, t. j. angiogenézu v zavislosti od
koncentracie. Aj ked najnizSia koncentracia
sposobila takmer zhodny narast vetvenia ciev oproti
kontrole, s postupne sa zvySujucou koncentraciou
homobrasininu sa zvySoval aj priemerny prirastok

vetvenia ciev.

DISKUSIA

V nasom experimente sme sa venovali Studiu
antikancerogénneho potencialu
Konkrétne

zistovali vplyv tohto fytoalexinu na angiogenézu,

vybraného

fytoalexinu — homobrasininu. sme
ktora hra v progresii rakoviny déleziti ulohu, ked’ze
proliferacia a metastatické Sirenie rakovinovych
buniek zavisi od adekvatnej dodavky kyslika a zivin a
odstranovania odpadovych produktov. Prave urovne

expresie angiogénnym faktorom odrazaju agresivitu

nadorovych buniek, preto najdenie vhodnych
angiogénnych inhibitorov by malo byt klacovym
v boji proti rakovine (Nishida a kol., 2006). Vplyv
testovan¢ho fytoalexinu na angiogenetick aktivitu
sme sledovali prostrednictvom systému vysoko
vaskularizovanych chorioalantoickych membran na
modeli vyvijajucich sa kuracich embryi.

Samotny homobrasinin v naSom experimente
nevykazoval antiangiogénny uc¢inok. Naopak,
po 72 hodinach od aplikdcie homobrasininu na
cievy CAM sa priemerny prirastok vetvenia ciev v
zavislosti od koncentracie homobrasininu zvySoval,
¢o je v kontraste s u¢inkom, ktory sme ocakavali.
Izotiokyanaty, zliCeniny biogeneticky pribuzné
indolovym fytoalexinom, vykazovali antiangiogénny
ucinok na niektorych bunkovych liniach (HUVEC,
PC-3) (Xiao a Singh, 2007). Avsak okrem mnohych
pozitivne publikovanych

stadii o prospesnych

a antikancerogénnych tuc¢inkoch ITK, ro6znymi
vyskumnymi skupinami boli hldsené aj negativne
spravy o pdsobeni ITK, napr. fenetylizotiokyanat
V in vivo experimente na modeli potkana dokonca
indukoval proces karcinogenézy mocového mechura.
Mnoh¢ in vitro Stadie a nasledné in vivo experimenty
poukazali, ze tieto fytochemikalie mozu teda mat
priaznivé, ako aj skodlivé ucinky v zavislosti od casu
ich podavania ¢i podavaného mnozstva (Masutomi a
kol., 2001; Okazaki a kol., 2003; Agaki a kol., 2003;
Kumar a kol., 2015).

Aj ked homobrasinin podl'a nasho experimentu

nema schopnost’ inhibovat’ proces angiogenézy, iné
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studie poukazali na jeho antikancerogénny potencial,
ktory je vysledkom odlisného mechanizmu ucinku.
Po iba 24 hodinach inkubdcie s homobrasininom
bola zistena redistribicia obsahu buniek do G2/M.
Akumulacia buniek v G2/M naznaCuje moznl
interakciu tejto latky s tubulinom (Chripkova a kol.,
2014).

Indolové fytoalexiny predstavujii zaklad pre
syntézu niekol’kych substituovanych derivatov s
cielom najst ich vyraznejSie antiproliferativne a
chemopreventivne ucinky (Chripkova a kol., 2014).
Syntetizované a skimané boli viaceré derivaty
cyklobrasininu, ktoré vznikli nahradenim jeho SCH3
skupiny. Niekol'ko novych analégov preukazalo vyssi
antiproliferativny potencial ako prirodny fytoalexin
na niektorych rakovinovych bunkovych liniach
(bunky Jurkat, MCF-7, MDA-MB-23, HeLLa, CCRF-
CEM a A-549) (Budovska a kol., 2013).

Pred

na proces angiogenézy sme sa venovali nemenej

vyhodnotenim G¢inku  homobrasininu

dolezitému iritacnému potencidlu, ktory nam
poskytol informaciu o bezpecnosti pouzitia vybranej
latky z hladiska toxicity. Homobrasinin preukazal
potencidlne iritatné vlastnosti a jeho vysledna
iritdcia bola v sulade s klasifikdciou podl'a Luepke
(1985) vyhodnotena ako slaba. Toto pdsobenie
bolo pozorované po aplikacii homobrasininu s
najnizsou urc¢enou koncentraciou (30 pM), zatial’ o
koncentracie 100 uM a 300 uM nespdsobili na cievach
ziadne pozorovateI'né zmeny. Tato zmena moze uzko
suvisiet' so Struktirou homobrasininu. Fytoalexin
brasinin (teda aj homobrasinin) a Imetoxybrasinin
obsahuju ditiokarbamatovu skupinu (Takasugi a kol.,
1986), pricom prave ditiokarbamaty s pesticidmi a
herbicidmi (Pedras a Yaya, 2010). Ditiokarbamatové
fungicidy maju Siroké vyuzitie. Pozorované boli ich
nizke toxické ucinky na organizmus cicavcov, ich
dermalna toxicita je taktiez nizka, aj ked’ ich néhle
pouzitie sposobuje prilezitostné podrazdenie koze,
zapal spojiviek, bronchitidu a pod. (Matsuschita a
kol., 1976). Aj ked’ mierne hyperemické zmeny na
cievach CAM spdsobil homobrasinin s najnizSou

uréenou koncentraciou, pre jeho vyuzitie v praxi
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by bolo dalSie skumanie toxikologickych vlastnosti
tohto fytoalexinu nevyhnutné.

ZAVER

Vysledky stidie mozeme zhrnit do

nasledujucich bodov:

tejto

1. Iritany potencial homobrasininu, pozorovany
pri jeho najnizSej koncentracii (30 uM), bol
vysledne vyhodnoteny ako slaby, preto by bolo
potrebné¢ dalSie preskimanie jeho toxi-
kologickych vlastnosti.

2. Homobrasinin nepreukazal antiangiogénnu
aktivitu, naopak, priemerny narast vetvenia
ciev sa v zavislosti od koncentracie mierne

zvySoval.
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ABSTRAKT

Imunitnd odpoved’ kurc¢iat infikovanych
Campylobacter coli po preventivnej aplikacii
Lactobacillus  fermentum bola sledovana
hematologicky vySetrenim bieleho krvného
obrazu a prietokovou cytometriou stanovenim
imunokompetentnych buniek v krvi. Za tym-
to ucelom bolo celkovo 120 jednodiiovych
Campylobacter spp. negativnych kurciat
brojlerového plemena COBB 500 rozdelenych
do 4 skupin (n = 30). Kontrolna skupina
(K) bola kimena iba komerc¢nou diétou, Lf
skupine bol denne pocas prvych 7 dni pokusu

orialne individualne aplikovany Lactobacillus

fermentum Biocenol™ LF99 (CCM14). Skupina
Cc bola jednorazovo na 4. den aplikacie
probiotika peroralne infikovana Campylobacter
coli. Kombinovanej skupine L{f/Cc bol preventivne
aplikovany Lactobacillus fermentum ako Lf sku-
pine a Campylobacter coli ako Cc skupine.
Experiment trval celkovo 12 dni s odbermi
vykonanymina4.a7.dei po C. coli ¢elenZi. Hodno-
ty bieleho krvného obrazu (celkové leukocyty,
lymfocyty, heterofily, eozinofily, monocyty) na 4.
dent po infekcii (dpi) preukazali nesignifikantné
zvySenie v Lf a Lf/Cc skupinach v porovnani s K
a Cc skupinami. Na 7. dpi iba hodnoty heterofilov
v Lf/Cc skupine prevys§ili poéty v Cc skupine.
Prietokova cytometria periférnej krvi na 4. dpi
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preukazala stimulaciu CD8" a IgM* lymfocytov v
oboch probiotickych skupinach, Lf aj Lf/Cc. Na 7.
dpi dosiahla skupina Cc najvys$Sie pocty vSetkych
meranych lymfocytarnych subpopulacii (CD3,
CD4, CD8, IgM, IgA, CD45) v porovnani s Lf, Lf/
Cc a K skupinami so signifikanciou (P < 0.05) v
CD3" a CDS8* fenotypoch. Dosiahnuté vysledky
naznacuju, Ze pre zvladnutie infekcie je potrebna
aktivacia tak vrodenej, ako aj adaptivnej imunit-
nej odpovede. Napriek potencialu probiotického
kmena stimulovat’ leukocyty a imunokompetent-
né bunky v krvi nedoslo v priebehu pokusu k
inhibicii C. coli infekcie.

Kracové slova: Campylobacter spp.; imunita;
kur¢a; Lactobacillus spp.; prietokova cytometria

ABSTRACT

Immune response in chickens infected with
Campylobacter coli after preventive administration
of Lactobacillus fermentum was evaluated
hematologically by the examination of white
blood cell count and flow cytometry in order to
monitor immunocompetent cells in blood. For that
purpose, total 120 one-day-old Campylobacter spp.
negative chickens of COBB 500 broiler breed were
divided into 4 groups (n = 30). The control group
(K) was fed only commercial diet, the Lf group
was daily individually administrated Lactobacillus
fermentum CCM 7514 orally during 7 days of the
experiment. The Cc group was perorally challenged
by Campylobacter coli on the day 4. The combined
group was preventively administered Lactoba-
cillus fermentum and challenged by Campylobac-
ter coli identically with both Lf and Cc groups.
The experiment lasted 12 days and samplings were
done 4 and 7 days post C. coli infection (dpi). Va-
lues of white blood cells (total leukocytes,
lymphocytes, heterophils, eosinophils, monocytes)
on the 4th dpi showed no significant increase in
the Lf and Lf/Cc groups compared to the K and

Cc groups. At the seventh dpi only number of
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heterophils in the L{f/Cc group exceeded the values
of the Cc group. Flow cytometry of peripheral
blood at the 4th dpi demonstrated overstimula-
tion of CD8" and IgM"* in both probiotic groups,
the Lf and Lf/Cc. At the seventh dpi the highest
values of the Cc groups were observed in all
determined lymphocyte subpopulations (CD3,
CD4, CD8, IgM, IgA, CD45) in comparison with
the Lf, Lf/Cc and K groups with the significance
(P < 0.05) of CD3* and CD8* phenotypes. Current
results indicated that in spite of some potential
of probiotic strain to stimulate white blood cells
and immunocompetent cells in an early phase
of infection, in our experiment no prevention of
Campylobacter coli inhibition was observed.

Key words: Campylobacter spp.; chickens; flow
cytometry; immunity; Lactobacillus spp.

UVOD

Kontamindcia  maloobchodnych  produktov
hydiny patogénnou baktériou Campylobacter jejuni
bola rozpoznana ako signifikantny zdroj huméannych
gastrointestinalnych ochoreni. Campylobacter jejuni
je Casto nachadzany v obsahu ¢riev komerénych
brojlerovych kur¢iat v koncentraciach 10* — 10°KTJ
vo féces pred odporazenim (Grant a kol., 1980),
avSak bez Skodlivych ucinkov na ich zdravotny
stav. Pri spracovani kadaverov vysokou rychlostou
mechanizovanych vyrobnych prostriedkov fekalna
kontaminacia z C. jejuni kolonizovanych brojlerov
moéze viest ku krizovej kontaminacii
kadéverov. Niektoré Studie preukazali 48 — 70 %
kontaminaciu hydinovych produktov C. jejuni. Snahy

inych

eliminovat’ tuto kontamindciu pocas spracovania
boli neuspesné, o podporuje potrebu eliminacie
C. jejuni na produkénej rovni, t. j. pocas vykrmu.
Situdciu st'azuje aj nejasnost’ mechanizmov, ktorymi
C. jejuni infikuje hydinu, napriek predpokladanému
mnozstvu potencialnych zdrojov vratane vody,
hmyzu, farmového personalu a hlodavcov (Kazwala

a kol., 1990). Akonahle C. jejuni infikuje hydinu bez



ohladu na zdroj, rychlo a tcinne sa $iri, ¢asto so 100
% kontaminaciou krdl'a (Harris a kol., 1986).

Incidencia humannych infekcii sposobenych
Campylobacter jejuni a Campylobacter coli,
hlavnych  bakteridlnych agensov  izolovanych

pri kampylobakterioze z ¢revného traktu [Tudi
po nakazeni kontaminovanym mésom hydiny,
nadobuda v celosvetovom meradle stipajici trend.
Kampylobakteriéza je najbeznejSou infekciou
vyskytujucou sa pred spustenim Guillain-Barrého
syndromu, tazkej demyelinizacnej neuropatie,
postihujiicej 3 z 10 000 humannych pacientov
z celkového poctu diagnostikovanych pripadov
(Skallan a kol.,, 2015). V

kampylobakteriozou je uvadzany aj signifikantny

suvislosti s

narast inych poskodeni organizmu, akymi st
napriklad reaktivna artritida a chronicky syndrom
drazdivého creva (Mangen a kol., 2015).
Kolonizacia hydiny baktériami Campylobacter
spp. sa vyskytuje na Grovni fariem, kde je potrebné
zamerat sa na

zvySovanie biobezpecnosti a

realizovanie monitoringu. Zavedené intervencné
stratégie a monitorovacie programy V primarnom
retazci produkcie hydiny, povazovanej za hlavny
pramen ochorenia, sa ukazali ispeSnymi v znizovani
stupna kolonizacie brojlerov v niektorych severskych
europskych krajinach a na Novom Zélande.
Obmedzenie rizika infekcie je limitované zvySovanim
biobezpecnosti na farmach a vzdelavanim zakaznikov
(Skarp a kol., 2016).

Pouzitie probiotik u hydiny je povazované za
velmi slubna alternativu, ktora moéze redukovat
rozsah infekcie u brojlerovych kurciat infikovanych
Campylobacter spp. Napriek urcitému pokroku v
in vivo experimentoch do dnesnych dni neexistuje
ucelend $tudia, ktora by zhodnotila tento problém
v terénnych podmienkach. Boli vykonané studie s
jednym alebo aj viacerymi probiotickymi kmenmi
(Saint-Cyr a kol., 2017; Smialek a kol., 2018).
Ukéazalo sa, ze ich pridavanie do krmiva redukovalo
mnozstvo Campylobacter spp. v gastrointestinalnom
trakte

kontaminacie v halach, ¢im sa eventualne prispelo

kur¢iat a nasledne znizovalo hladinu

k zvyseniu hygienickych parametrov analyzovanych
hydinovych kadéaverov. Z tohto pohladu je pouzitie
probiotik jednou z alternativ, ktora moze byt 'ahko
implementovand na urovni primarnej produkcie a
prevencie.
Probiotika,
aditiv, predstavuju zivé mikroorganizmy, ktorych

jedny z najstarS§ich  kfmnych
suplementdcia v sprdvnom mnozstve modze mat
priaznivy ucinok na zdravie hostitel'a vo viacerych
smeroch: a) zaistenie priaznivej rovnovahy medzi
komenzalnymi a patogénnymi  mikrobiotami
v gastrointestindlnom trakte, b) zvySenie stra-
vitelnosti a latkovej vymeny, c) prejavenie sa
imunomodulacnych a imunostimula¢nych ucinkov
(Nemcova a kol., 2019). Pravidelnd suplementacia
hydiny probiotikami moéze minimalizovat’ riziko
infekcie a naslednej klinickej manifestacie u nej, ako
aj pokles rizika kontaminacie mésa takymi patogénmi
ako st Salmonella spp., Campylobacter spp., Listeria
monocytogenes a E. coli (Smialek a kol., 2018).

Délezitym ucinkom niektorych probiotik je
ich pozitivny vplyv na imunitny systém. Takymi
baktériami su rozne laktobacilové kmene pdsobiace
zvySovanim hladin sérovych cytokinov, protilatok
a fagocyt6zou makrofagmi (Brisbin a kol., 2015;
Haghighi a kol., 2006).

Laktobacily vykazuju vlastnosti probiotickych
mikroorganizmov, ktoré by mohli redukovat’ riziko
potravinovych infekcii sposobenymi patogénmi
¢revného traktu. Prikladom je Lactobacillus salivarius
SMCD51 prejavujuci niekol'ko probiotickych scho-
pnosti in vitro, vratane produkcie bakteriocinu a
modulacie imunitného systému (Messaoudi a kol.,
2012). Zvysenie poctov L. salivarius v céku na 1.107
KTlJ/g je povazované za nevyhnutni podmienku pre
modifikovanie mikrobioty a hostitel'skej imunitnej
odpovede.

V naSej Stadii sme sa zamerali na sledovanie
systémovej imunity monitorovanim bieleho krvného
obrazu a hlavnych subpopulacii T- a B- lymfocytov
u kurCiat preventivne oSetrenych probiotickym
kmenom Lactobacillus fermentum a infikovanych

Campylobacter coli.
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MATERIAL A METODY

Zvierata a schéma experimentu

Do experimentu, trvajiceho celkovo 12 dni, bolo
zaradenych 120 ks jednodnovych kurciat brojlerového
typu COBB 500 (Baromfi Coop KFT, Budapest,
Mad’arsko). Tieto boli rozdelené do 4 skupin (n =
30 ks) oznacenych nasledovne: K (kontrola), Lf
(Lactobacillus fermentum), Cc (Campylobacter coli)
a Lf/Cc (kombinovana skupina).

Kurcata boli umiestnené vo schvalenom zverinci
v 4 odchoviiovych izolatoroch s rozmermi 149 x 72 x
79 cm, s dodrziavanim pitného, kimneho, vetracicho
a teplotného rezimu zabezpecovaného zodpovednymi
pracovnikmi. Dno odchoviiovych izolatorov bolo
vystlané buniCitou vatou pokrytou filtraCnym
papierom. Tie boli menené 2 x denne pocas celého
experimentu. Klietky boli osvetlené nepretrzite.
Teplota bola udrziavand na hodnote pozadovanej
pre vek kurciat (32 °C v 1. tyzdni, zredukovana o
2 °C v 2. tyzdni). Vlhkost' v boxoch bola merana
vlhkomerom a udrziavand v hodnotach 58 — 60 %.
Voda a krmivo boli k dispozicii ad libitum. Kurcata
boli kimené komer¢nou kimnou zmesou Altromin
(GmbH & Co., Nemecko), pripravenou Specialne
pre tento experiment ako Startér bez probiotik,
antibiotik a antikokcidik. Pred zacatim experimentu
boli od kurciat odobraté kontrolné vzorky trusu na
mikrobiologické vysetrenie za ucelom vylucenia
kampylobaktériovej a salmonelovej infekcie. Zmesna
vzorka trusu bola odoberana z umelohmotnych misiek
vlozenych do boxu.

Experiment bol schvaleny Etickou komisiou
UVLF v Kogiciach a SVaPS SR pod &islom &. k. Ro-
863/17-221.

Od 1. do 7. dna experimentu bol kurcéatam Lf a
Ltf/Cc skupiny individudlne raz denne peroralne
Lactobacillus

aplikovany kmen

fermentum v davke 10° kolonie tvoriacich jednotiek

probioticky

(KTJ/ml). Na 4. den experimentu boli kurcata Cc a
Lt/Cc skupiny individualne jednorazovo peroralne
infikované Campylobacterom coli v davke 10® KTJ/
ml.
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Odbery krvi na hematologické vySetrenie a
prietokovu cytometriu boli vykonavané na 4. a 7. den
po infekcii C. coli od 6 ks kurciat z kazdej skupiny.
V ramci odberov boli kur¢atd humanne usmrtené

dekapitaciou a vykrvenim.

Bakterialne kmene

Preventivne bol pouzity probioticky bakteridlny
kmen Lactobacillus fermentum — Biocenol™ LF99
(CCM 7514), izolovany z traviaceho traktu kurciat
v Laboratériu gnotobiolégie, Ustav mikrobiologie
a gnotobiologie UVLF v KoSiciach. Za jeho
poskytnutie a kultivaciu patri nase pod’akovanie doc.
MVDr. Radomire Nemcovej, PhD.

L. fermentum bol kultivovany podl'a literarnych
udajov Strompfova a kol. (2005). Kultivacia kmena
v De Mann-Rogosa-Sharpe broth (MRS, Merck,
Nemecko) prebiehala 48 hod v anaerostate (BBL
GasPak™ Plus, USA) pri 37 °C. Nasledne bola
bujonova kultira centrifugovana pri 2268 g (4 °C)
pocas 45 minat. Sediment bol resuspendovany v
50 ml pufrovaného fyziologického roztoku (PBS; 1
L — deionizovana voda; 0,137 M NaCl; 0,0027 M
KCI; 0,01 M Na2HPO4; 0,0018 M 0,0018 M; pH
7,4), bolo vykonané desiatkové riedenie a konecna
koncentracia bola stanovend kultivacnou metédou
na agarovych platniach ur¢enim poctu kolonii (KTJ).
Pripravené probiotikum bolo uskladinované pri 4 °C
az do pouzitia.

Za Ucelom experimentalnej infekcie bol pouzity
malo invazivny kmen Campylobacter coli (izolat
z Crevného obsahu prasiat), ziskany zo Zbierky
(Brno,  Ceska
bol kultivovany podla
metodologie popisanej S¢erbovou a kol. (2016). Na

mikroorganizmov republika).

Campylobacter  coli
kultivaciu bol pouzity Campylobacter Blood-Free
Selective Agar Base CMO0739 suplementovany so
SRO155 [obsahujucim Cefoperazén a Amfotericin
B (Oxoid Ltd., Velka Britania)]. Samotna kultivacia
bola vykonana v anaerébnom prostredi (5 % O,, 10
% CO,, 85 % N,) (CampyGen, Oxoid Ltd., Velka
Britania). Inkubécia v termostate pri 42 °C trvala 2
dni. Kolonie boli resupendované v 50 ml PBS a bolo



Tab 1: Primarne monoklonové protilatky pouZité pre imunofenotypizaciu vybranych subpopulacii
imunokompetentnych buniek

Specificita Klén Izotyp Katéal’ls(:%ové 11\(/)[:1 Ei?lt;(l)(
CD3 PE CT-3 IgGx 8200-09 0,2 ug
CD4 PE CT-4 IgGx 8210-09 0,2 pg

CD8a FITC CT-8 IgG*x 8220-02 1 pg

CD45 PE LT 40 IgMx 8270-09 0,2 pg

IgM FITC M-1 IgG, x 8310-02 1 ug

IgA FITC A-1 IgG, x 8330-02 1pug

vykonané desiatkové riedenie. Nariedené baktérie
boli ihned’ aplikované kurc¢atam. Za kultivaciu patri
nase pod’akovanie MVDr. Jane Koscovej, PhD.

Hematologické vysetrenie

V ramci hematologického vySetrenia bol v
periférnej krvi stanoveny celkovy pocet leukocytov a
diferencialny krvny obraz.

Po odobrati krvi do Heparinu (50 IU.ml! v PBS,
Zentiva, CR) boli leukocyty nariedené bani¢kovou
metddou a pocitané v Blirkerovej komorke. Na rie-
denie bol pouzity Fried-Lukacovej roztok (475 ul
roztoku/25 pl krvi) a leukocyty boli spocitané v 100
malych stvorcoch.

Diferencialny krvny obraz bol hodnoteny na
krvnych nateroch ofarbenych Hemacolorom (Merck,
100  buniek/nater.
Vysledkom bolo relativne percento jednotlivych

Nemecko) po vyhodnoteni

podtypov bielych krviniek. Absolutne hodnoty
jednotlivych podtypov bielych krviniek (G.I") boli
stanovené prepoCtom: celkovy pocet leukocytov x
relativne % jednotlivého podtypu bielych krviniek
(DKO)/100.

Imunofenotypizacia lymfocytov metédou prie-
tokovej cytometrie

Lymfocyty z periférnej krvi boli izolované
metodou podl'a Boyuma (1987). Heparinizovana plna
krv bola nariedena v PBS v pomere 1:1. Nasledne bola
navrstvend na Histopaque-1077 (Sigma, Nemecko)
v pomere 1:2 a centrifugovana pri 400 g pocas 40

min. Izolované bunky boli opatrne odpipetované do
Cistej skumavky, trikrat premyté v 1 ml PBS (Sigma-
Aldrich, Nemecko) a centrifugované 5 min pri 110 g.
Zivotnost buniek stanovena trypanovou modrou (0,4
% roztok, Lonza, Nemecko) predstavovala viac ako
95 %.

Po separovani boli

komorke

lymfocyty spocitané v

Birkerovej nariedenim v Tiirkovom
roztoku a ich pocet bol upraveny na 1.10%/50 ul
PBS (Sigma, Nemecko). Imunofenotypizéacia bola
vykonand metdédou priamej imunofluorescencie
zna¢enymi monoklonovymi mysSacimi antikuracimi
protilatkami (Southern Biotechnology Associates,
Inc., Birmingham, USA) uvedenymi v tab. 1.
Po pridani protilatok k lymfocytom nasledovala
15 min inkubacia pri 22 °C v tme. Oznaclené
bunky boli premyt¢é v PBS 5 min centrifugaciou
pri 110 g a resuspendované v 0,2 ml PBS s 0,1 %
paraformaldehydom (Sigma, Nemecko), ¢o umoznuje
uskladnenie znacenych buniek v chladnicke pri 4 °C
az do merania prietokovym cytometrom.

Prietokovy cytometer FACSscan a Cell Quest
Nemecko) boli

pouzité na meranie a analyzu znacenych krvnych

Program (Becton Dickinson,

lymfocytov. Bunky boli zbierané do gejtu v pocte 10
000 a hodnotené dvojparametrovym dot-plotovym
histogramom. Vysledky vyjadrené ako relativne
percento pozitivnych subpopulacii lymfocytov pre
pouzité¢ S$pecifické protilatky boli prepocitané na
absolutne hodnoty (G.I""): absolutny pocet lymfocytov
x relativne percento danej subpopulacie/100.
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Tab. 2: Hodnoty bieleho krvného obrazu (G.I'') na 4. a 7. deii po infekcii (p. i.) C. coli

Parameter dni p. i. K Lf Ce Lf/Cc
Leukocv 4 5,54+ 1,70 6,11+ 1,89 424 +134 5.63+1,75
uioeyty 7 5,59 43,03 734282 11,30 + 9,65 7,64+ 430
Lemfoevt 4 3,80 £ 1,57 390+1,14 2,70 0,76 3.8+ 0,66
ymioeyty 7 3,34+ 1,54 392+ 1,73 6,33 = 4,70 458+1,74
Heterofil 4 1,62 + 0,60 1,88 = 0,96 135+ 0,61 2,09 + 0,95
y 7 1,85+ 1,34 2.93 2,00 3,83 + 3,00 428 +3,00
Eoginofil 4 0,11+ 0,08 0,12+ 0,08 0,08 £ 0,05 0,12+ 0,09
Zinonty 7 0,15+0,11 025+0,15 025+021 020+0,15
Monocvt 4 0,20 £ 0,07 0.21 +0,09 0,11+ 0,05 0,19+0,10
Yy 7 0,20 £ 0,13 0,19 = 0,08 0304021 0.21+0,14

Tab. 3: Absolitny pocet subpopulacii lymfocytov v periférnej krvi (G.1")

Fenotyp dni p. i. K Lf Ce Lf/Ce
D3 4 1,16 £ 0,86 1.06 £0.33 0,82 £0,21 0,82 +0,30
7 0,69 + 0,26 0,96 + 0,56 2,30 0,382 1,47 £0,40
b4 4 0,90 + 0,69 0,79 + 0,25 0,59 £ 0,16 0,64 +0,27
7 0,51 £0,19 0,77 + 0,44¢ 1,60 + 0,84 0,98 + 0,39
D8 4 0,28 + 0,14 0,37 0,16 0,22 +0,09 0.26 +0,10
7 0,18 +0,09¢ 0,27 +0,16¢ 0,70 0,472 0,42 +0,09°
LoM 4 021 +0,12 0,22 +0,07 0,13 0,06 0,17 0,09
g 7 0,19 0,10 0,27 +0,13¢ 0,50 0,22 0,34 +0,14
oA 4 0,15 +0,10 0,13 £ 0,08 0,07 £ 0,06 0,10 + 0,06
g 7 0,07 + 0,02 0,10  0,07¢ 0,20 £0,13 0,12 + 0,04
CDd5 4 241 +1,40 335 +0,82 2,62 40,78 2,50 0,37
7 3,16 + 1,05 441122 7,90 + 4,372 3,86 4+ 1,23

Specifické indexy v riadkoch vyjadruji signifikantné rozdiely: ®P < 0.05; *P < 0.01

Statisticka analyza

Statisticka analyza bola vykonana programom
GraphPad InStat version 3.1 (GraphPad Software, San
Diego, Kalifornia) jednosmernou analyzou (ANOVA)
a Bonferoniho post-hoc testom. Hodnoty st uvadzané
ako priemer + SD s najnizSou signifikanciou na
Statistickej hladine P < 0,05.

VYSLEDKY

Hematologické vySetrenie bieleho krvného
obrazu (vid’ tab. 2) viedlo k zaujimavému obrazu
predovsetkym v suvislosti s C. coli infekciou.
Zatial' ¢o na 4. den po infekcii hodnoty celkového
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poctu leukocytov, ako aj vSetkych ich subpopulacii,
preukazali v Cistej kampylobakterovej skupine
(Cc) nesignifikantne najniz§ie hodnoty v porovnani
s probiotickou aj kontrolnou skupinou, na 7. dpi
dosiahli naopak nesignifikantne najvysSie hodnoty
v ramci sledovanych skupin. V ¢istej probiotickej
skupine (Lf) sa na 4. dpi prejavila mierna stimulacia
dosiahnutim maximalnych hodnét sledovanych
subpopulécii v porovnani s ostatnymi skupinami,
avSak na 7. dpi bola jej aktivacia pozorovana iba
oproti kontrole. V kombinovanej Lf/Cc skupine
maximalne hodnoty prezentované pri heterofiloch
poukazovali na ich aktivaciu nielen na 4., ale aj 7.

dpi, pricom doslo k prevySeniu hodndt aj Cistej



kampylobakterovej skupiny (Cc).

Zastupenie jednotlivych subpopulacii lymfocytov
(vid’ tab. 3) na 4. dpi preukazalo v zavislosti od
stimulacie variabilné hodnoty medzi jednotlivymi
skupinami. Zhodne s obrazom v periférnej krvi, aj tu
¢o narast absolutnych poctov v oboch probiotickych
skupinach (Lf aj Lf/Cc) poukézal na stimulaciu CD8*
T- lymfocytov v porovnani s K a Cc skupinami a pri
IgM* v porovnani s K skupinou, najvyssie hodnoty
CD3*, CD4*" a IgA™ subpopulécii lymfocytov boli
zistené v kontrolnych skupinach. Na 7. dpi dosiahla
Cc skupina, podobne ako pri subpopulaciach
leukocytov v periférnej krvi, najvyssie pocty vsetkych
meranych lymfocytarnych subpopulacii (CD3, CD4,
CDS, IgM, IgA, CD45) v porovnani s Lf, L{f/Cc a
K skupinami so signifikanciou v CD3", CD45" (P <
0.05) a CD8* (P < 0.01) fenotypoch. Avsak hodnoty
v oboch probiotickych skupinach boli vyssie nez v
kontrolnych skupinach a kombinovana L{/Cc skupina
poukazala dosiahnutim maximalnych poctov na
vyssiu stimulaciu oproti Cistej Lt skupine.

DISKUSIA

Je zname, ze imunitny systém vyliahnutych kurciat
je nezrely a vnimavy na infekciu (Levkutova a kol.,
2017). Viaceré stadie poukazuji na narast odolnosti
voci infekcii C. jejuni so zvySujucim sa vekom
kurciat, ¢im dochadza k poklesu reakcie imunitného
systtmu na dana baktériu (Smith a kol., 2005;
Levkut a kol., 2018). Autori Herich a Levkut (2002)
vo svojej Studii poukazuju na fakt, ze probiotické
baktérie v¢itane Lactobacillus predstavuju pre
svojho hostitel'a skupinu prospesnych mikrobov
a vyznaCuju sa dobrymi imunomodula¢nymi
vlastnostami. Tieto schopnosti zahriuju aj stimulaciu
imunokompetentnych buniek, ktora reguluje vrodenti
a ziskan imunitni odpoved’ na pritomnost’ patogénu.

Pre interakciu probiotickej baktérie L. fermentum
a C. coli v experimente na kurCatich sme sa
rozhodli na zéklade predchadzajuceho in vitro

pokusu. StaSova a kol. (2015) v in vitro Stadii na

izolovanych periférnych lymfocytoch vyhodnotili
L. fermentum ako probioticku baktériu s najvyssou
imunomodulacnou aktivitou pri koinfekcii s C.
Jjejuni. Autori v pokuse pouzili probiotické baktérie
E. faecium EF55, E. faecium AL4L, E. faecium H31
a L. fermentum ADI. Hodnotenie bolo stanovené
meranim génovej expresie prozapalovych cytokinov
gRT-PCR a analyzou lymfocytarnych subpopulacii
prietokovou cytometriou (Revajova a kol., 2014).

okrem

Lactobacillus  fermentum  je inych

prospeSnych  vlastnosti
bakteriocinov (Strompfova a kol., 2005). Takéto

bakteriociny-produkujuce baktérie mozu konkurencne

znamy aj produkciou

osidl'ovat’ sliznicu a fungovat ako prirodzena bariéra
proti patogénom v ¢reve (Lin, 2009).

Z viacerych druhov kampylobaktérii dominuju C.
Jejuni a C. coli. Dalsie druhy ako C. lari a C. fetus
su izolované z traviaceho traktu hydiny zriedkavo
(Meunier a kol., 2015). V nasom experimente sme
sledovali vplyv Lactobacillus fermentum na malo
invazivny Campylobacter coli u novovyliahnutych
kurciat. Celkovy pocet leukocytov, lymfocytov
a monocytov v periférnej krvi kurCiat preukézal
nesignifikantné zvySenie tychto buniek v skupine
kur¢iat  infikovanych  kampylobaktériami, ¢o
poukazuje na mozné zapalové zmeny v traviacom
trakte kurciat tejto skupiny, predovsetkym na 7. den
po infekcii C. coli.

Bunky vrodenej imunity (neutrofily, monocyty,
makrogagy, NK bunky) su prvou obrannou liniou
v boji proti patogénom, ale nie si vel'mi Specifické
v schopnosti rozpoznavania ciela. Experimentalne
nalezy predpokladaju, Zze r6zne probiotické
druhy maji podobné ucinky na vrodenu imunitu
zdokonalovanim  mechanizmov  destruujucich
patogén. Na druhej strane, ich vplyv na adaptivny
imunitny systém je variabilny a ich imunomodula¢né
vlastnosti zavisia od Specificity baktérie aj okolitého
prostredia (Gourbeyre a kol., 2011). ZvySenie hodndt
heterofilov by v nasom pripade mohlo suvisiet' s
produkciou interkeukinu-8 (IL-8), ktory iniciuje
lokalnu zapalovi odpoved’ prezentovanu infiltraciou

neutrofilov, aktivaciou makrofagov a proliferaciou
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réznych T- a B- lymfocytov, ¢o mdze podporovat
elimindciu C. jejuni (Han a kol., 2016).

Uvedené naznaky zapalovych zmien sa prejavili
v periférnej krvi hostitel’a signifikantnym zvysenim
CD3* a CD8", aj nesignifikantnym narastom CD4"T-
lymfocytov kampylobaktériovej skupiny kurciat v
porovnani s ostatnymi skupinami. Zvysenie poctu
CD8* a CD4" buniek v kampylobaktériovej skupine
je mozné odovodnit’ aj tym, ze CD3 bunkovy
receptor pomaha aktivovat’ tak CD8", ako aj CD4" T-
lymfocyty. CD8* lymfocyty, nazyvané aj cytotoxické
T- lymfocyty, su vel'mi dblezité pre imunitni obranu
proti vnutrobunkovym patogénom, ¢i uz virusom
alebo baktériam. CD4" T bunky su okrem in¢ho
dolezité¢ aj pre tvorbu protektivnych pamétovych
CD8* T buniek po infekcii alebo imunizacii (Laidlaw
akol., 2016).

IgA" lymfocyty st vel'mi ddlezité pre udrziavanie
crevnej homeostdzy a zohravaji vyznamnu ulohu
pri imunite a v boji s infekciou (Husakova a kol.,
2015). B- lymfocyty st vlastne prvou obrannou liniou
slizni¢nej imunity proti ¢revnym infekciam, akou je
napriklad aj salmoneléza u hospodarskych zvierat
(Levkut a kol., 2012).

V naSom experimente narast IgA pozitivnych
krvi oboch
probiotickych skupin (Lf a Lf/Cc) v porovnani

lymfocytov v  periférne;j kurciat
s kontrolou na 7. den po infekcii poukazuje na
moznu aktivaciu tvorby IgA protilatok. V tom istom
pokuse sme v cekalnej sliznici zistili maximalny
pocet intraepitelovych aj lamina propria IgA+
lymfocytov v kombinovanej Lf/Cc skupine, co
poukazuje na imunomodulaénu aktivitu probiotickej
baktérie L. fermentum (Revajova a kol., 2017).
Maximalne hodnoty IgA* lymfocytov v periférnej
krvi Ccistej infikovanej skupiny (Cc) na 7. dpi
suvisia pravdepodobne so zvySenou produkciou
Specifickych IgA protilatok. Tento nas predpoklad
podporuju viaceré studie, v ktorych bolo publikované
signifikantné zvySenie IgA Specifickych protilatok v
creve a v sére po infekcii C. jejuni (Stern a kol., 1990;
Meunier a kol., 2015).
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ZAVER

Preventivna aplikacia probiotického kmena
L. fermentum pri infekcii C. coli stimulovala z
leukocytov iba heterofily na 7. dpi v kombinovanej L{/
Cc skupine. Determindacia subpopulacii lymfocytov v
periférnej krvi dosiahnutim vyssich hodnét v oboch
probiotickych skupinach v porovnanis kontrolami sice
preukazala imunomodula¢ny ucinok aplikovaného
probiotického kmena, avSak maximalne hodnoty
infikovanej Cc skupiny nesvedc¢ia o jeho inhibi¢nom
uc¢inku v nami sledovanom ¢asovom useku. Na
druhej strane signifikantny vzostup CD3* a CD8*
lymfocytov v infikovanej Cc skupine demonstruje
vznik systémovej imunitnej reakcie kurciat na
infekciu C. coli. Vysledky experimentu naznacuju,
ze pre zvladnutie infekcie je potrebna aktivacia tak
vrodenej ako aj adaptivnej imunitnej odpovede.
Komplexné studium imunitnych mechanizmov
a spravne davkovanie by mohli viest k redukcii
kampylobakterov u farmovych zvierat bez toho, aby
boli pouzité antibiotika, ¢o predstavuje ekologicku
cestu, ochranuje spotrebitel’a a v konecnom dosledku
prindsa financné benefity pre spoloc¢nost’.
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ABSTRAKT

Adjuvantna lie¢ba chronickych ochoreni s
poruchou imunity imunomodulaénymi latkami
naturalneho pévodu je vhodnym doplnenim
primarnej terapie. Dialyzovatelny leukocytiarny
extrakt (DLE) je zloZeny z vel’kého poctu latok s
molekulovou hmotnost’oudo 10 kDa s vyznamnymi
imunomodulaénymi vlastnost’ami pri ochoreniach
sréznou patologiou. CiePom studie bolo preskiimat’
koncentracne zavisly ucinok lieku Imuran s
ucinnou latkou azatioprin (AZA) a humanneho
dialyzovate'ného extraktu pripraveného z
leukocytov periférnej krvi zdravych darcov
IMMODIN-u (IMO) na metabolicku aktivitu a

proliferaciu mononukleiarnych leukocytov krvi

morcdiat. V MTT teste sa cytotoxicky ucinok AZA
na 1 x 10° leukocytov prejavil od koncentracie 0,62
pg. IMO mal neutralne uéinky az do objemu 50
pl, ktory vsak stimuloval metabolicka aktivitu
niz§ieho poctu buniek (2 x 10%. Proliferacia
konkanavalinom aktivovanych T lymfocytov
sa sledovala na ziklade inkoporacie BrdU do
jadier ELISA Kkolorimetrickym testom. AZA
vyznamne inhiboval proliferaciu T buniek
(1 x 10%) od koncentracie 1,25 pg (P < 0,01) a
signifikantné zniZenie proliferacie lymfocytov po
inkubdcii s IMO pocas 70 h sa zaznamenalo pri
objeme 50 a 100 pl. IMO neovplyvnil proliferaciu
nestimulovanych lymfocytov krvi a ciastocne
eliminoval supresoricky ufinok AZA (2,5pg/1 x
10° buniek) v koncentracnej zavislosti. Najvyssi
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ucinok na obnovenie proliferacie T lymfocytov pri
uvedenej koncentracii AZA sa prejavil pri objeme
50 pl IMO. Nase vysledky poukazuji, Ze leukocyty
krvi mordiat si vel’'mi citlivymi primarnymi
bunkami na overenie ucinkov cytotoxickych,
imunosupresivhych a imunomodulac¢nych latok,
kde bol v pripade AZA a IMO rozhodujtci
pomer koncentracie tychto latok a po¢tu buniek.
Humanny DLE C¢iastoéne obnovil azatioprinom
potlacenu proliferac¢nu kapacitu T lymfocytov, ¢o
poukazuje na jeho komplexny imunomodula¢ny a
cytoprotektivny tucinok.

Krlacové slova: azatioprin; IMMODIN;
mononuklearne leukocyty krvi; morcati; MTT

test; prolifera¢ny test

ABSTRACT

Adjuvant treatment of chronic diseases with
immune deficiency by immunomodulatory
substances of a natural origin is a suitable
complement to a primary therapy. The dialyzable
leukocyte extract (DLE) is composed of a large
number of substances with a molecular weight of
up to 10 kDa with significant immunomodulatory
properties in diseases with different pathologies.
The aim of this study was to investigate the
concentration-dependent effect of Imuran with the
active substance azathioprine (AZA) and human
dialysable extract prepared from the peripheral
blood leukocytes of healthy donors of IMMODIN
(IMO) on the metabolic activity and proliferation
of the guinea pig blood mononuclear leukocytes. In
the MTT assay, the cytotoxic effect of AZA on 1x 10°
leukocytes was manifested from the concentration
of 0,62 pg. IMO had neutral effects up to the
volume of 50 pl, which, however, stimulated the
metabolic activity of a lower number of cells (2
x 10%). Proliferation of concanavalin A-activated
T cells was monitored by BrdU incorporation
into the nuclei by the colorimetric ELISA assay.
AZA significantly inhibited T cell proliferation
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(1 x 10%) from the concentration of 1.25 ng (P <
0.01) and a significant decrease in lymphocyte
proliferation after incubation with IMO for
70 h was noted at 50 and 100 pl volumes. IMO
did not affect proliferation of the unstimulated
blood lymphocytes and partially eliminated the
suppressive effect of AZA (2,5 ng / 1 x 10° cells) in
concentration dependence. The highest effect on the
restoration of T cell proliferation at the indicated
concentration of AZA was demonstrated in the
volume of 50 pl IMO. Our results indicated that
the guinea pig blood leukocytes were very sensitive
primary cells to verify the effects of cytotoxic,
immunosuppressive and immunomodulatory
agents, where the decisive factor was the AZA or
IMO ratio to the number of cells. Human DLE
partially restored the azathioprine suppressed T
cell proliferative capacity, indicating its complex

immunomodulatory and cytoprotective effect.

Kye words: azathioprine; guinea pigs;
IMMODIN; mononuclear blood leukocytes; MTT
assay; proliferation assay

UvoD
Adjuvantna liecba chronickych ochoreni s
poruchou imunity imunomodulaénymi latkami

naturalneho pdvodu je vhodnym doplnenim primarnej
terapie chemoterapeutikami, pretoze ma pozitivne
ucinky na organizmus a v mnohych pripadoch
redukujeneziaduce vedlajsie i¢inky liekov. K takymto
pripravkom patri  dialyzovatel'ny leukocytarny
extrakt (DLE), pricom na Slovensku su dostupné dva
registrované preparaty. DLE izolovany z leukocytov
krvi prasiat (IMUNOR, CR) sa podava pacientom
per os a DLE izolovany z leukocytov periférnej krvi
zdravych darcov krvi (IMMODIN, ImunaPharm, SR;
SevaPharma, CR) je uréeny na intramuskularnu, resp.
intraperitonedlnu aplikdciu. Modulacia imunitného
systému je proces modifikacie imunitnej odpovede,
¢iuz v smere indukcie, stimulacie (imunopotenciacia,

imunostimulacia) alebo supresie (imunosupresia,



imunooptimalizacia) urcitych zloziek alebo fazy
imunitnej odpovede (Krejsek a Kopecky, 2004; Saroj
a kol., 2012).

Dialyzovatelny leukocytarny extrakt (DLE) je
komplex zlozeny z vel’kého poctu latok s molekulovou
hmotnostou do 10 kDa a ma imunomodulacné
vlastnosti, ktoré s najCastej$ie pripisované 3 — 5
kDa frakcii tohto extraktu, nazyvanej ako ,.transfer
faktor. DLE navySe obsahuje aj d’alSie zlozky ako su
peptidy, askorbat, prostaglandiny, histamin, serotonin,
bradykinin, thymosin, nikotinamid, cyklické
nukleotidy, niektoré aminokyseliny, purinové bazy,
chemokiny, ¢asti cytokinov a rozpustné receptory,
ktoré maju tiez rdzne biochemické a imunologické
vlastnosti a doplhajuo imunomodulaény &inok
transfer faktora (Arnaudov a Kostova, 2015;
Svoboda, 2014). Dalsie $tadie ukézali, ze hlavna
zlozka DLE so S$pecifickou aktivitou — transfer
faktor obsahuje malé peptidy s molekulovou
hmotnostou od 3,5 do 6,0 kDa, ku ktorym su
pripojené oligoribonukleotidy. Ak je extrakt ziskany
od zdravych darcov, méze alebo nemusi obsahovat
pozadovan(l antigénnu Specifickost’ a jeho ucinnost’
zavisi od stavu imunitného systému darcu a taktiez
aj prijemcu (Viza a kol., 2013). Délezitym faktorom
je aj podavana davka (Fabre a kol., 2004). Z hl'adiska
humannej aj veterinarnej mediciny je podstatné aj
to, ze prekracuje medzidruhové bariéry (Toman a
kol., 2009). DLE nie je imunogénny a neobsahuje
ziadne histokompatibilné antigény (Krishnaveni,
2013). Bernadi¢ (2014) uvadza, Ze ulohou transfer
faktora je normalizacia imunitného systému, resp.
reaktivacia znizenych imunitnych mechanizmov a
naopak supresia nadmernych reakcii. VSeobecne sa
predpoklada, ze DLE nema iba jediny samostatny
ucinok a obsahuje niekol’ko mensich frakcii s niekedy
opacnymi funkciami alebo ucinkom. Obsahuje
antigén-Specifickt, induktorovt, supresorovu alebo
regulacni  zlozku (Krishnaveni, 2013; Salazar-
Ramiro a kol., 2016; Arnaudov a Kostova, 2015).
IMMODIN sa podava pacientom s chronickymi pro-
zapalovymi ochoreniami ako su reumatoidna artritida

a lupus, u ktorych je liecba primarne zalozena na

dlhodobom podévani imunosupresivnych latok. K
nim patri liek Imuran, ktory obsahuje G¢innu latku
azatioprin (AZA) a je ur€eny na liecbu autoimtinnych
ochoreni, ale napriklad aj na vyvolanie imunosupresie
pri transplantacii organov. V organizme sa AZA
metabolizuje na merkaptopurin, ktory ma schopnost’
inhibovat’ enzym potrebny na syntézu DNA, preto
jeho supresivny ucinok je najvyraznejsi na deliace sa
bunky imunitného systému, ako st T a B lymfocyty,
ale aj d’al$ie typy proliferujicich buniek. V nasej stadii
sme sledovali koncentracne zévislé ucinky oboch
pripravkov na metabolicka aktivitu a proliferaciu
mononuklearnych leukocytov krvi zdravych morciat
za ucelom objasnenia uUcinkov IMO v pripade
chemicky vyvolanej supresie primarnych imunitnych
buniek.

MATERIAL A METODY

Odber krvi mor¢iat a izolicia mononukleiarnych
leukocytov

Krv bola ziskana od morciat (plemena TRIK) vo
veku 6 — 8 tyzdnov, ktoré boli chované v Standardnych
podmienkach vo zvieratniku IMUNA PHARM
a. s., Sariské Michalany. Zvieratim bola poskytnuta
pitnd voda obohatena o vitamin C v koncentracii
zabezpecujucej denny prijem 30 — 50 mg/kg z. hm.
a Standardizované peletované krmivo pre morcata
(Altromin, Nemecko) ad libitum. Svetelny rezim bol
prirodzeny. Odber krvi bol vykonany intrakardialnou
punkciou jednorazovou sterilnou ihlou a striekackou
obsahujucou antikoagulum heparin (50 Ul/ml krvi)
po bezprostrednej dezinfekcii miesta vpichu 70 %
izopropyl alkoholom. Izolovana krv bola nasledne
pouzitd na izolaciu mononuklearnych buniek
(Iymfocyty a monocyty) pomocou gradientovej
centrifugacie na roztoku Histopaque-1077 (Sigma
Aldrich, USA) v sterilnych podmienkach. Do
plastovych 15 ml skumaviek sa pridalo po 1 ml
roztoku a na povrch sa opatrne navrstvila krv (0,5 —
1 ml) jednotlivych mor¢iat. Centrifugacia prebiehala
pocas 30 min, 400 g a teplote 22 °C. Prstenec

mononuklearnych leukocytov bol odobraty do Cistych
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skamaviek a premyty sterilnym PBS 2-krat pri
otackach 250 g, 10 min. Bunky boli resuspendované
v RPMI médiu, do ktorého boli pridané nasledujuce
zlozky: 10 % inaktivovaného bovinného fetalneho
séra, 100 U/ml penicilinu, 100 pg.ml" streptomycinu,
10 pg.ml' gentamicinu a 2,5 pg.ml! amphotericinu
B. Izolované bunky krvi morciat (n =1 0) boli
poolované, spocitané a ich viabilita sa hodnotila na
zéklade absorpcie trypanovej modrej. Vo vsetkych
experimentoch bola viabilita buniek viac ako 98 %.

Priprava imunomodula¢nych preparatov
(AZA)
imunosupresivnom  pripravku
Australia) a jedna tableta obsahuje 50 mg AZA.
Zasobny roztok AZA s koncentraciou 10 mg.ml!

Azatioprin je cCinnou latkou v

Imuran  (Aspen,

sa pripravil rozpustenim tablety v 5 ml sterilnej
destilovanej vody. Nasledne sa pripravil pracovny
roztok s koncentraciou 2 mg.ml! v RPMI médiu a
objemy zodpovedajice koncentraciam AZA 10, 5,
2,5,1,25a0,62 pg/jamka boli pridané do jednotlivych
jamiek 96-jamkovej platnicky po pridani suspenzie
buniek. V in vitro testoch bol pouzity humanny DLE
— IMMODIN (IMO), ktorého pracovny roztok sa
pripravil rozpustenim jednej ampuly lyofilizovaného
DLE v 4 ml vody pre injekciu. Podl'a insStrukcii
vyrobcu jedna ampula obsahuje extrakt z 2 x 10%
leukocytov periférnej krvi zdravych darcov. Uvedeny
roztok sa priamo pridaval k bunkam v objemoch 5,
10, 25, 50 a 100ul/jamka. Celkovy objem bunkove;j
suspenzie bol doplneny do médiom do 200 pl.

Test metabolickej aktivity (MTT)

Mononuklearne leukocyty krvi (MLK) mordciat,
resuspendované v RPMI médiu, boli nariedené na
koncentraciu 1 x 10%1 ml a do jamiek sa pridali
objemy zodpovedajuce 1 x 10°, respektive 2 x 10*
buniek. Po pridani latok bol objem doplneny do 200
pl. Metabolicka aktivita buniek sa sledovala pomocou
MTT testu a G¢inok latok sa stanovil po 70 hodinach
inkubécie buniek pri 37 °C a 5 % CO, atmosfére.
Zasobny roztok MTT (4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazolium bromide) sa pripravil
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rozpustenim 5 mg v 1 ml PBS, filtroval a pridal 4
hodiny pred ukoncenim kultivacie v objeme 20ul/
jamka. Nasledne bola platnicka centrifugovand pri
340 g, 10 min, supernatant z jamiek bol odstraneny
a do jamiek sa pridal DMSO v objeme 100 pl. Po
rozpusteni kryStalov formazanu sa od¢itala absorbacia
pri vlnovej dizke 550 nm a 620 nm (referenény
filter). Experiment bol zopakovany 2-krat a hodnoty
(%) pre jednotlivé ovplyvnené skupiny buniek boli
prepocitané voci kontrole (bez ovplyvnenia), ktora
predstavovala hodnotu 100 %.

Test proliferacie lymfocytov
Proliferaciu lymfocytov Vo vzorkach
mononuklearnych leukocytov sme hodnotili pomo-
cou komer¢ne dostupného kitu — BrdU Cell
Proliferation ELISA Kit (Roche Diagnostics GmbH,
Nemecko). V in vitro experimentoch sme sledovali
ucinky AZA a IMO na nestimulované lymfocyty a
lymfocyty, ktoré sme stimulovali konkanavalinom
A (KoA, 3 pg.ml'). Tato latka stimuluje proliferaciu
T lymfocytov cez $pecifické receptory. Studoval
sa koncentra¢ne zavisly u¢inok oboch latok podla
rovnakej schémy ako bola pouzita v MTT teste.
Bunky boli nariedené na koncentraciu 1 x 1051 ml
v komplethom RPMI médiu a do jamiek sa pridavalo
po 100 pl suspenzie buniek (n = 4/skupina). Nasledne
boli pridané latky, objem bol doplneny médiom
do 200 pl a kultivacia trvala 70 hodin pri 37 °C v
5 % CO, atmosfére. BrdU sme pridali 18 hodin pred
ukoncenim kultivacie a platnicky sa centrifugovali pri
350 g pocas 10 min. Koncentracia inkorporované¢ho
BrdU v deliacich sa bunkach bola stanovena podla
inStrukcii vyrobcu kitu. Proliferaény index (PI) bol
vypocitany ako pomer absorbancie stimulovanych/
ovplyvnenych a nestimulovanych buniek (kontrola).
Experimenty boli zopakované 2-krat a hodnoty
indexu pre jednotlivé ovplyvnené skupiny buniek
boli prepocitané ako nasobok kontroly (bunky
stimulované KoA), ktora predstavovala hodnotu 1.

Statistické vyhodnotenie
Ziskané udaje sme vyjadrili ako priemer =+



Obr. 1A: Koncentra¢no-zavisly ucinok azatioprinu na
metabolicku aktivitu mononuklearnych leukocytov
krvi morciat

Obr. 1B: Koncentra¢no-zavisly ic¢inok IMMODIN-u
na metabolicku aktivitu mononuklearnych leukocytov
krvi morciat
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smerodajna odchylka (SD), Statistickd vyznamnost’
vysledkov bola hodnotena testom ,jednocestna
ANOVA* a rozdiely medzi skupinami boli nésledne
hodnotené Tukey porovnavacim testom v Statistickom
programe GraphPad Prism verzia 7.00. Statisticky
vyznamny rozdiel v porovnani s kontrolnou skupinou
alebo inymi hodnotenymi skupinami je zaznamenany
ako *P < 0,05; **P <0,01; ***P < 0,001.

VYSLEDKY

Metabolicka
kocytov krvi mor¢iat

aktivita mononuklearnych leu-
MTT test sa rutinne vyuziva na sledovanie
cytotoxického ucinku

netoxickych latok poukazuje aj na aktivitu enzymov

latok, ale v pripade
dehydrogenaz, ktoré redukuji MTT na formazan.
V tomto teste sme sledovali metabolickll aktivitu
spolu pre monocyty a lymfocyty krvi — na obr. 1A
je znazorneny koncentracne zavisly U¢inok AZA
vyjadreny ako percento kontroly (100 %). Statisticky
vyznamny cytotoxicky ucinok na 1 x 10° buniek
sa zistil od koncentracie 1,25 pg; zodpovedajicej
percentu metabolickej aktivity 53,59 + 8,6 %.
Supresivny Uc¢inok sa prehlboval so zvySujucou sa
koncentraciou AZA v médiu, ¢o pre koncentraciu
10 pg pre dany pocet buniek predstavovalo pokles
metabolickej aktivity na hodnotu 28,61 + 2,3 %.

V dalSom in vitro experimente sme sledovali

Obr. 1C: U¢inok azatioprinu a IMMODIN-u na
metabolicku aktivitu rézneho poctu buniek
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koncentra¢ne zavisly G¢inok IMMODIN-u (IMO)
na ten isty pocet buniek. Ako vidiet' na obr. 1B,
objemy IMO od 5 do 50 pl signifikantne neovplyvnili
metabolicku aktivitu buniek a narast bol pozorovany
az pri objeme 100 pl (142,5 £+ 3,5 %). Na overenie, ¢i
ucinky oboch preparatov na metabolickt aktivitu su
zavislé od pomeru buniek ku koncentracii latok, sme
v dalSom experimente porovnali ucinky hrani¢nej
koncentracie AZA (0,62 pg) a hrani¢nej koncentracie
IMO (50 pl), ktoré este signifikantne neovplyvnili
metabolickl aktivitu (vid’ obr. 1A, B).

Na obr. 1C st porovnané vysledky ucinku tych
istych koncentracii latok na dve koncentracie buniek,
a to 2 x 10* buniek a 1 x 10° buniek. Potvrdilo sa, ze
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Obr. 2A: Koncentra¢no-zavisly ucinok azatioprinu na
prolifera¢ny index lymfocytov

Obr. 2B: Koncentra¢no-zavisly ic¢inok IMMODIN-u
na prolifera¢ny index buniek
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Obr. 3A: Koncentra¢no-zavisly u¢inok IMMODIN-u
(IMO) na prolifera¢ny index buniek suprimovanych
davkou 2,5pug azatioprinu (AZA)

Obr. 3B: Utinok AZA (0,62ng) a IMO (50pl)
na proliferacny index nestimulovanych a KoA
stimulovanych lymfocytov
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rozhodujucim je pomer poctu buniek a koncentracie
latok, ked’ze IMO v tomto objeme signifikantne (P
< 0,001) stimuloval metabolicka aktivitu mensSicho
poctu buniek, ale neovplyvnil aktivitu vyssieho poctu
buniek (1 x 10°).

Test proliferacie T lymfocytov krvi morciat

V naSej stadii sme dalej sledovali proliferacnu
kapacitu buniek po aktivacii naivnych T lymfocytov
krvi KoA, ktora je vyjadrena ako proliferaény index
(PI). Kontrolna skupina (PI = 1) predstavuje KoA
stimulované lymfocyty. Koncentracne zavisly t¢inok
AZA na KoA stimulované T lymfocyty je zobrazeny
na obr. 2A. Signifikantné zniZenie deliacej schopnosti
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T lymfocytov sa zaznamenalo uz pri koncentracii 1,25
ug (PI=0,76 + 0,06 ) a pri koncentracii 10 pg bol PI
= 0,38 £ 0,032. Uginok zvysujicej sa koncentracie
IMO na mononukledrne bunky krvi je zobrazeny na
obr. 2B. Vyznamné zniZenie proliferacie bolo zistené
pri koncentracii 50 a 100 ul/1 x 10° buniek (PI = 0,80
+0,04 20,69 +0,1).

Ciel'om d’alsich in vitro experimentov bolo overit’
koncentrac¢ne zavisly uc¢inok IMO na proliferdciu T
lymfocytov, ktord bola vyznamne potlacena AZA v
koncentracii 2,5 ug (P < 0,001). IMO v objeme 25 a
50 pl eliminoval supresivny u¢inok AZA na delenie
stimulovanych T lymfocytov, pricom 100 pl IMO
neutralizovalo supresivny uc¢inok AZA len Ciastocne



(vid obr. 3A). V dalSej stadii (vid’ obr. 3B) sme
zistili, ze ani AZA v najnizsej testovanej koncentracii
(0,62 pg) a ani IMO v najucinnejSej koncentracii
(50 pl) neovplyvnili proliferdciu nestimulovanych
lymfocytov v porovnani s kontrolnou skupinou
buniek, pricom aj AZA aj IMO mierne potlacili
proliferaciu KoA stimulovanych T lymfocytov v
korelacii s obr. 2A, B.
DISKUSIA

Morc¢a ako laboratéorne zviera velmi citlivo
reaguje na protizapalové latky ako st kortikosteroidy,
napriklad dexametazon a latky vyvolavajice supresiu
proliferacie buniek na baze inhibicie enzymov ako
je azatioprin. Morcata senzibilizované na ovalbumin
su bezne pouzivany zvieraci model alergickej
astmy, pretoze vykazuju podobné imunopatologické
charakteristiky ako astmaticki pacienti, a preto sa
vyuzivaju na S$tidium imunomodula¢nych ucéinkov
roznych latok (Boskabady a kol.,, 2014; Murad
a Hasanin, 2014). V naSej in vitro Stadii sme
sledovali koncentra¢ne zavislé ucinky azatioprinu
a IMMODIN-u na mononuklearne leukocyty krvi
zdravych morciat. V MTT teste sme zistili, ze vplyv
oboch latok na metabolicku aktivitu buniek je zavisly
od pomeru koncentracie latok a poc¢tu buniek. AZA
vyznamne znizoval metabolizmus 1 x 10° buniek uz
od koncentracie 0,62 pg, co poukazuje na jeho silny
cytotoxicky uc¢inok. Tento ucinok bol dokazany aj
V in vivo $tadii na CD-1 mysSiach, kde opakované
podavanie AZA vyvolalo poskodenie buniek
kostnej drene procesom apoptézy a redukovalo
extramedularnu hematopoézu v slezine (Molyneux a
kol., 2008). Naopak, inkubacia s IMO neovplyvnila
metabolizmus buniek okrem jeho zvySenia pri
vysokom objeme, ktory pri odporti¢anych davkach
pri lieCbe zvierat a I'udi nie je mozné v krvi realne
dosiahnut. Pomocou MTT testu Cardoso a kol.
(2017) sledovali ucinok AZA a DLE pripraveného
z leukocytov zdravych darcov krvi na [ludskd
leukemicku liniu T lymfocytov ,,Jurkat* a mySaciu

leukemicku liniu B lymfocytov ,,A20“. Tito autori

zistili potlacenie proliferacie oboch typov buniek (bez
stimulacie KoA) po inkubacii s 2,5 pg.ml' AZA po
70 hodinach, ¢o zodpoveda koncentracii 0,5 ug/200
ul (jamka) v naSich experimentoch. V nasej stadii
tato nizka koncentracia nepotlacila delenie KoA
stimulovanych T lymfocytov krvi morciat vyznam-
ne, ¢o poukazuje na vyssiu citlivost nadorovych
linii na azatioprin. Inkubécia so samotnym IMO
(50 pl) len mierne znizila proliferaciu buniek oboch
leukemickych linii, o sme pozorovali aj v naSich in
vitro testoch. Nase vysledky poukazali aj na to, ze
pri vysSich koncentraciach pdsobi DLE supresivne
na delenie stimulovanych T lymfocytov, ale
neovplyviiuje naivné nestimulované bunky. Podob-
ne Zajicova a kol. (2014) zistili, ze DLE (IMO)
vo vyssich koncentraciach znizoval proliferaciu
stimulovanych T a B lymfocytov izolovanych
zo sleziny Balb/c myS$i in vitro a ovplyvnil aj
produkciu  cytokinov,

¢o poukazuje na jeho

potencidlny  protizdpalovy ucfinok. V  naSej
predchadzajucej Stadii na modelovej parazitarnej
infekcii  vyvolanej metacestodami  pasomnice
Mesocestoides vogae u mysi, ktora navodzuje
imunosupresiu s protizapalovymi  imunitnymi
reakciami, viedlo intraperitonealne podavanie DLE
(IMO) k stimulacii potlacenej proliferacie KoA
aktivovanych splenocytov ex vivo. Podobne, in vitro
Studia na izolovanych splenocytoch z infikovanych
neliecenych mysi ukazala, ze DLE stimuloval
potlatent proliferaéni aktivitu T Ilymfocytov a
CiastoCne eliminoval supresoricky ucinok antigénov
produkovanych parazitmi (Macdk KubaSkova a
kol., 2018). Aj v nasej sucasnej praci IMO c¢iastocne
eliminoval supresoricky u¢inok AZA (2,5ug /1 x 10°
buniek) v zavislosti od koncentracie. Na zaklade
toho predpokladame, ze jednotlivé zlozky pritomné v
DLE rozoznavaju patologicky zmenené funkcie
lymfocytov a pravdepodobne aj d’al§ich imunitnych
buniek a navodzuju ich normalizaciu smerom
Klinické stadie, v
ktorych sa DLE podaval pacientom s nerovnovahou

k fyziologickej rovnovahe.

imunitnych reakcii bud’ v smere nadmernej aktivacie

alebo supresie ukazali, ze liecba iniciovala proces
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normalizacie Specificky pre dany typ imunitnej
reakcie (Svoboda, 2014). Mechanizmus, akym DLE
redukuje cytotoxicky u€inok AZAnieje presne znamy,
ale predpoklada sa, Ze niektoré jeho zlozky maju
cytoprotektivny efekt sprostredkovany aktivaciou
endogénnych antioxidacnych mechanizmov. Vo svo-
jej studii autori Franco-Molina a kol. (2011) na
bunkovej linii makrofagov stimulovanych LPS
zistili, ze inkubacia buniek s DLE pripravenom
z bovinnych leukocytov zvysila intracelularnu
aktivitu antioxidacnych enzymov vratane katalazy,
glutationperoxidazy a superoxiddismutazy spolu so

znizujucou sa hladinou oxidantov a oxidu dusnatého.
ZAVER

V nasej Studii sme potvrdili, Ze mononuklearne
leukocyty krvi morciat st vhodnymi primarnymi
imunitnymi bunkami na overenie cytotoxického
ucinku azatioprinu a imunomodula¢ného ucinku
humanneho DLE (IMMODIN). Zistili sme, ze pri
ovplyvneni metabolizmu a proliferacie lymfocytov
v krvi je rozhodujucim parametrom pomer poctu
buniek a koncentracia latok, ktory urCuje, ¢i DLE
posobi stimulacne. Koncentra¢ne zavisly ucinok
DLE sa prejavil aj pri eliminacii cytotoxického
ucinku AZA, ¢o poukazuje na to, ze podavanie DLE
by mohlo normalizovat’ proliferaciu T lymfocytov
suprimovanu chemickymi latkami.
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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 Standardn( 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, © ITUPAC & 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 mézu 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 prislu$ny 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 dolezit¢ 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

vykonavanych na zvieratich sa uvadza, ¢i boli

aspekty. Pri popise experimentov

schvalené etickou komisiou a ¢i boli dodrzané
prislusné aktualne legislativne opatrenia, ktoré sa
vztahuji 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 povodnych
vysledkov overit  ich spravnost’.

STRUKTURA PRISPEVKOV

Kazdy prispevok ma byt tematicky kompletny.
Odporucany rozsah pre odborny ¢lanok (poévodnu
studiu) je 12 stran, pre prehladovy c¢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 —
550.

Kniha (editovana, needitovana):

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

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

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

Jones, B. E.. Pharmaceutical

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:

Isolation and
with

antagonistic acti-vity against Paenicibacillus larvae

Canganella, F., Balsamo, R.:

selection of probiotic microorganisms
and Paenicibacillus alvei. In Proceedings of the
International Probiotic Conference: Probiotics for
the 3rd Millenium, High Tatras, Slovakia, June 4 — 7,

2008, 28 - 29.

Online ¢asopis:

Simon, J. A., Hudes, E. S.: Relationship of
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.
Odporacana Struktara prehladovych clankov je
nasledovna:

NAZOV/AUTORI - nazov (aj v angliétine) 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 Gdajov.

Hlavna ¢ast’ prehlP’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 - uvadza 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



