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ABSTRAKT

Vyvoj a vyvin novych lieciv sa v poslednych
rokoch odklonil od Standardného vyvojového
postupu, teda od syntézy liefiva po predklinické
skiSanie, ale plne sa v tomto procese uplatiiuje
inovativny pristup, a to molekulové modelovanie
za vyuzitia dostupnych pocitacovych programov.
Tento technologicky vzostup zmenil celi koncep-
ciu hPadania novych potencialnych lieciv. KPico-
vi rolu vo vyvoji zohravaji metody pocitacom
podporovaného vyvoja lie€iv (computer-aided
drug design — CADD). Sl'ubnou cestou sa zda
byt hlPadanie novych biologickych ciel’'ov pre
virtualny skrining zaloZeny na Struktire, a
teda novych mechanizmov ucinku. Jedna z
problematickych oblasti novych lie¢iv je oblast’

vyveja a vyvinu novych skupin antimikrobial-
nych latok. Antimikrobiilna rezistencia je v
sucasnosti jednym z najnaliehavejSich problé-
mov svetového zdravotnictva. Rychlost’ jej Sire-
nia sa nedari pribrzdit’ ani napriek intenzivhemu
ktory posledné

vyvoju, dekady nepriniesol

Ziadnu novu skupinu liatok ucinnych proti
gramnegativnym baktériam. V pripade zotrva-
nia terajSieho trendu hrozi, Ze do roku 2050 sa
antimikrobialna rezistencia bude podielat’ na
10 milionoch umrtiach ro¢ne. Zapojenie ino-
vativneho pristupu k moZnému identifikovaniu
novych cielovych Struktir, s ciePom vyhnit sa
znamym mechanizmom rezistencie otvara nie-
len lacnejSiu, ale aj rychlejSiu a efektivnejSiu
podobu vyvoja lieciv.



KPacové slova: antimikrobialna rezistencia;
pocitatom podporovany vyvoj liefiv; virtualny
skrining; vyvej novych lie¢iv

ABSTRACT

The development of new drugs has deviated
in recent years from the standard development
procedure, i. e from drug synthesis to preclinical
testing, but the innovative approach of molecular
modeling using available computer programs is
fully applied in this process. This technological
advancement has changed the whole concept of
finding new potential drugs. Computer-aided
drug design (CADD) methods play a key role in
the development. The search for new biological
targets for structure-based virtual screening, and
thus new mechanisms of action, seems promising.
One of the problematic areas of new drugs is the
development of new groups of antimicrobials.
Antimicrobial resistance is currently one of
the most urging issues in global healthcare.
The speed of its spread is not slowing down,
despite the intensive development, which has not
brought any new groups of antimicrobials in the
recent decades. If the current trend continues,
antimicrobial resistance risks accounting for 10
million deaths per year by 2050. Involving an
innovative approach to the possible identification
of new target structures, in order to avoid the
known mechanism of resistance, opens up not
only a cheaper form of drug development, but also
faster and more efficient.

Key words: antimicrobial resistance; compu-
ter-aided drug design; new drugs development;

virtual screening
UvVoD
Tradicné metody vyvoja lieCiv st v stale vacsej

miere dopiiiané o techniky in silico a d4 sa o¢akavat’,

ze ich prinos sa v budicnosti bude eSte zvySovat.

Uplatiiuji sa najmd v prvych Stadiach procesu,
pri identifikacii biologickych cielov a potencialne
uc¢innych molekal. Takzvané metody pocitacom
podporovaného vyvoja lieCiv (computer-aided drug
design — CADD) zohravaju kla¢ovt ulohu v oblasti
farmaceutického vyskumu uz niekol'ko desiatok
rokov a neustale zvySuju efektivitu objavovania
lieiv. Nenahraditelni poziciu si drzia vdaka
vyraznému Setreniu finanénych prostriedkov, casu
a ekologizacii procesov. Za najvyznamnej$i nastroj
CADD sa povazuje virtudlne preverovanie, ktoré
automaticky vyhodnoti obrovské subory molekul
pri molekulovom modelovani a nasledne selektuje
kandidatov pre d’al$iu optimalizaciu a experimental-
ne sktsanie.

Virtudlny skrining (VS) je limitovany kvalitou,
Podrla
o biologickom cieli sa

kvantitou a diverzitou vstupnych dat.
dostupnosti  informaécii
rozliSuje VS zaloZeny na ligande (z angl. ligand-based
VS) a VS zalozeny na Strukture (z angl. structure-
based VS). Vystupom VS s vyuzitim molekulového
dokovania je predikcia orientacie ligandov po véz-
be na bielkovinu a ich vdzbovej afinity, ktora vypove-
da o stabilite vytvoreného komplexu. Uplatnenim
dalsich filtrov (rutinne Lipinského pravidla pia-
tich) sa modze vyber skriningovych ligandov este
zuzit na tie, ktoré disponuju vyhodnymi far-
makokinetickymi vlastnostami. V pripade Li-
pinského pravidla piatich ide konkrétne o hodnoty
molekulovej hmotnosti M [g.mol'] < 500, logarit-
mus rozdelovacieho koeficientu log P < 4,15; pocet
akceptorov vodikovych vézieb < 5 a pocet donorov
vodikovych vizieb < 10.

Metody CADD sa stali dominantnymi aj pri
hladani novych antiinfektiv. Odbornici veria, ze
sofistikované technolégie umoznia objavenie aj
takych novych mechanizmov tcinku, ktoré by obisli
uz zname mechanizmy rezistencie mikroorganiz-
mov. Siriaca sa rezistencia vo¢i antimikrobilnym
liecivam je najnalichavej$im problémom celo-
svetového zdravotnictva a narocny vyvoj novych
lie¢iv nestiha zamedzit’ tomuto nepriaznivému trendu

a nastupu post-antibiotickej éry.



Virtualny skrining

Definicia pojmu pocitatom podporovany vyvoj
lieciv (volny preklad z anglického zauzivaného
CADD) podla
IUPAC zahtia vsetky pocitacové metody aplikova-

computer-aided drug design -

né pri objavovani, vyvoji a optimalizovani biologic-
ky aktivnych zlucenin s predpokladanym uplatne-
nim ako lie¢iva (Gold, 2019). Aplikacia technolo-
gie CADD vo farmécii zvySuje efektivnost vyvo-
ja lieciv drastickym zniZzenim finan¢nych i ¢asovych
nakladov v porovnani s tradiénymi laboratornymi
experimentmi (Cerqueira a kol., 2015). Vyznam-
nou vyhodou je aj ekologizacia procesu (Chatter-
jee, 2020); vratane redukcie testovania na zviera-
tach (Kapetanovic, 2008). CADD zohrava vyznam-
nu rolu pri vyvoji lie€iv uz viac nez tri desatrocia.
Medzi schvalenymi lie¢ivami vyvinutymi pomocou
CADD su kaptopril, sachinavir, dorzolamid, indina-
vir, ritonavir, tirofiban, zanamivir, oseltamivir,
raltegravir ¢i aliskirén (Sliwoski a kol., 2014; Dar a
kol., 2018).

Aj toto st dovody, preco sa nastroje CADD
povazuju za klai¢ové pre vyvoj novych lieciv. Prudky
rozmach implifikdcie metod CADD do vyvoja
lie¢iv je mozny vdaka rychlemu napredovaniu
pocitacovych technologii. Okrem toho sa neustale
zvacSuje objem a sucasne zvysuje kvalita dostupnych
informacii o proteinoch a nukleovych kyselinach,
teda o zakladnych biologickych ciel'och (Cerqueira a
kol., 2015).

Mnohé zdroje jednotne uvadzaju, Ze naj-
vyznamnejSou z metdéd CADD je virtudlny skrining
(VS). Samotny vznik VS prirodzene vychadza z
potreby automatizacie procesu vyhodnocovania
vel'mi velkych kniznic zlucenin pri molekulovom
modelovani. Pri VS dochadza k prehl'addvaniu
komercnych, verejnych alebo vlastnych databaz
malych molekul (Kapetanovic, 2008) a selekcii
obmedzeného poctu slubnych kandidatov na d’alsi
vyvoj a optimalizaciu (Andricopulo a kol., 2008).
Cielom je vyfiltrovat molekuly s pozadovanymi
vlastnostami a naopak, vynechat z vyberu zltceni-

ny disponujiice neziaducimi vlastnostami ako je

inaktivita, toxicita, reaktivita, ¢i vo vSeobecnosti
nevyhovujice farmakokinetické parametre (Kape-
tanovic, 2008; Cerqueira a kol., 2015). Ak kandidati
prekonaju vsetky filtre, nasledne sa ich biologicka
aktivita moze preverit experimentalne (Gimeno a
kol., 2019). Samozrejme, nie vSetky takto vy-
hodnotené molekuly budu vykazovat biologicku
aktivitu aj v skutoc¢nosti, no pravdepodobnost’ ich
objavu touto cestou je vyrazne vysSia. Ak by aj
priamym vystupom z VS neboli hned silno G¢inné
latky, dolezitym vysledkom moéze byt napriklad
rozmanitost’ ich Struktar. Takéto informacie moézu
byt napomocné pre pochopenie pdvodu aktivity
ligandov na molekularnej Grovni a su smerodajné
pri ich naslednej optimalizacii (Gimeno a kol., 2019).
VS je

extrahovat’

Kritickym faktorom pri schopnost’

implementovanych technologii nové
poznatky z uz existujicich informacii vstupnych
dat. Preto je podmienujuca kvalita, kvantita a diver-
zita vstupnych dat (Sliwoski a kol., 2014). RozliSuje-
me VS zalozeny na ligande hladanej molekuly
a VS zalozeny na Strukture molekuly.

K VS zalozenému na ligande sa pristupuje v
pripade, ze nie je k dispozicii dostatok informacii
o Struktiure biologického ciela. Pri tomto type
VS sa vyuzivaju ligandy so znamou Struktirou, o
ktorych sa zarovenl vie, Ze na danom biologickom
cieli s neznamou Struktirou vykazuju, respektive
nevykazuju aktivitu. Na zaklade informacii, ktoré
poskytnt tieto ligandy, ako chemickd Struktira,
fyzikalno-chemické vlastnosti, vizbova afinita, je
mozné urcit’ pravdepodobnost’ s akou sa budi na
biologicky ciel’ viazat’ iné molekuly. Vychadza sa z
predpokladu, Ze spolo¢né znaky Struktury znamena-
ju podobny efekt na biologicky ciel’ (Gimeno a
kol., 2019). Pri VS zaloZenom na ligande dochadza
k vyfiltrovaniu zla¢enin vykazujicich podobnost
s referencnymi ligandami. Model receptoru sa po-
tom formuje vyhradne podla stavby ligandov.
Pomocou ,,tedrie zamky a kl'uca“ sa da VS zaloze-
ny na ligande ilustrativne opisat’ ako zistovanie tva-
ru zamky len prostrednictvom klIi¢ov, ktoré do nej
pasuju, respektive nepasuju (Cerqueira a kol., 2015).



Vyhodou VS zalozenom na ligande sii mensSie naro-
ky na vypoctové technologie vzhl'adom na to, ze vo
vypoctoch nie su zahrnuté obrovské makromoleku-
ly (Gimeno a kol., 2019). Nevyhodou, v porovnani
s VS zalozenom na Strukture, je tendencia k nizkej
diverzite novo selektovanych molekul, ked’ze tato
metoda Cerpa zo vztahov medzi Struktirou a aktivitou
(Danishuddin a Khan, 2015).

Napriek vseobecnej platnosti principu, Ze podob-
né zluceniny vykazuji podobny tc¢inok, mézu nastat’
situacie, kedy malé zmeny v Struktire molekuly ve-
du k vyraznej zmene alebo az Uiplnej strate aktivity.
S tym suvisi riziko chybnych predikcii a nasledné
inkompatibility medzi molekulami a biologickym
cielom. Tymto problémom sa da vyhnut zohl'adne-
nim Struktary makromolekuly, teda uplatnenim
druhého menovaného pristupu — VS zalozenom na
Struktare (Gimeno a kol., 2019). V kontraste k VS
zalozenom na ligande, pri tomto druhom type VS
s molekuly potencidlne kompatibilné s vdzobnym
miestom biologického ciel’a rozpoznavané na zaklade
informacie o jeho Struktare (Li, 2020). V tomto
pripade sa uplatiuje tedria, Ze moznost vyvolat
biologickti odpoved’ zavisi od schopnosti a ,,ochoty*
molekuly interagovat’ na vizbovom mieste (Sliwos-
ki a kol., 2014). VS zaloZeny na Struktare predstavuje
2008);
pri ktorom skrining prebicha dokovanim kazdej

molekulové  dokovanie (Kapetanovic,
molekuly v kniznici do vézbového miesta cielovej
Struktary (Kukol, 2011; Cerqueira a kol., 2015).
Molekulové dokovanie pozostava z dvoch
zasadnych krokov. Prvym krokom je vlastné
dokovanie, ¢ize vyhl'adavanie moznych energeticky
vyhodnych konformacii ligandu. Zaroven ligand
musi geometricky zapadnut' do vézbového miesta
zohl'adnujtc stérické vlastnosti a povrch molekuly
proteinu. Druhym krokom je potom tzv. skdrovanie,
¢ize hodnotenie interakcii ligandu s proteinom
v jednotlivych vézbovych modoch. Nakoniec su
ligandy zoradené podla ziskaného skore. Vystupom
VS je predpoved orientacie ligandu po vézbe na
protein a vézbova afinita, ktord vyjadruje mieru
kvality vdzby (Kukol, 2011; Cerqueira a kol., 2015;

Chen, 2015). Cim je hodnota viizbovej afinity niZia,
tym je komplex ligand-protein teoreticky stabilnejsi
(Kapetanovic, 2008; Ke a kol., 2014; Cerqueira a
kol., 2015; Danishuddin a Khan, 2015; Chen, 2015;
Gimeno a kol., 2019; Li a kol., 2020).

Na zuzenie vyberu zodpovedajicich zlucenin pri
VS sa mozu pouzit’ pre- alebo post-skriningoveé filtre.
Bezne sa napriklad z vyberu vyradzuju molekuly,
ktoré nespliiiaju Lipinského pravidlo piatich. Kon-
krétne ide o dodrzanie hodnot molekulovej hmot-
nosti M [g.mol'] < 500, logaritmus rozdel'ovacie-
ho koeficientu log P < 4,15; pocet akceptorov vo-
dikovych vizieb < 5 a pocet donorov vodikovych
vizieb < 10 (Lipinski a kol., 2001). Porusenim pra-
vidla Lipinského sa znizuje pravdepodobnost, ze
molekula bude mat dobrii schopnost absorpcie
a permeability (Lipinski a kol., 2001). Je to
najvyznamnejsi filter pri odhadovani potencialu
molekuly stat’ sa lieCivom po peroralnom podani
(Daina a kol., 2017).

VS zalozeny na Strukture je otvorenejSou metodou
nez VS zalozeny na ligande. Umozinuje objavenie
nielen novych Struktar vykazujucich podobné
interakcie ako uz zname ligandy, ale aj nové interak-
cie v inych castiach vdzbového miesta. Je povazova-
ny za uspesnejsiu metodu a je aj CastejSie pouzivany
(Danishuddin a Khan, 2015). Vyhodami st presnej-
Sie a spolahlivejSie vysledky a dostupnost’ stale
viacsieho poctu 3D Struktir cielovych proteinov,
ludskych aj patogénnych (Sliwoski a kol., 2014;
Cerqueira a kol., 2015). Podla Kokula (2011) je

vyhodou aj vyssia $pecifickost’ najdenych ligandov

zasluhou zohladnovania Struktary ¢i  dokonca
konkrétnej konformacie receptoru.
Antimikrobidlna rezistencia a vyvoj anti-

mikrobidlnych lie¢iv

Antimikrobialne liecivd st piliermi modernej
mediciny podmienujuce jej rozvoj (Dadgostar,
2019). Rezistencia vo¢i nim je jednym z naj-
palcivejsich problémov v zdravotnictve na celom
svete,

v rozvinutych 1 rozvojovych krajinach.

Spolupodiela sa na priblizne 700-tisic umrtiach



ro¢ne a ak nebudu prijaté efektivne opatrenia, toto
¢islo moze do roku 2050 narast’ az na 10 milidnov
(de la Fuente-Nunez a kol., 2017; Dadgostar, 2019;
Niu a Li, 2019; Torres a de la Fuente-Nunez, 2019).
Spomalit’ Sirenie rezistencie sa zatial nepodarilo
napriek najrozmanitejSim iniciativam (Dadgostar,
2019) a odbornici sa zhodujii na prudkom néastupe
tzv. post-antibiotickej éry. V snahe zvratit' tento
trend je nutné pochopit’ mechanizmus rezistencie
a vyvinut’ nové antimikrobialne lie¢iva (Niu a Li,
2019). Sirenie rezistencie postupuje rychlejsim
tempom nez zavadzanie novych lie¢iv do klinickej
praxe (Spellberg a Shlaes, 2014). Hoci aktivnych
zlucenin existuje vel'ky pocet, spektrum cielov, na
ktoré posobia, je obmedzené (Belete, 2019). Ug&i-
nok dosiahnuty prostrednictvom dosial malo
vyuzivanych cielov alebo postupmi vzdialenymi
od dnes beznych stratégii terapie by znamenal aj
obidenie zndmych mechanizmov rezistencie (Kim a
kol., 2011; Rana a kol., 2020).

Od druhej polovice 90. rokov prindsali nadej
pokroky v analyze mikrobidlneho genomu, vdaka
ktorym boli identifikované prave nové biologické
ciele, respektive nové prilezitosti pre vyskum me-
todou virtudlneho skriningu zalozenom na Strukti-
re. K Styrom ¢i piatim dovtedy vyuzivanym
mechanizmom tucinku pribudlo viac nez sto no-
vych potencidlnych mechanizmov (Moellering,
2011; Baker a kol., 2018; Belete, 2019). Znalost’
I'udského gendému, a teraz uz i mnohych bakterial-
nych genomov, umoziuje hl'adat’ zluceniny poso-
biace Specificky na bakteridlne Struktiry nevyskytu-
juce sa v l'udskom organizme (Moellering, 2011).
Viacsina patogénnych baktérii ma 4 000 az 5 000
génov a priblizne len 10 % z nich je esencialnych.
Deaktivacia esencidlnych génov by ohrozila zi-
votaschopnost’  patogénu. Po vlne genetického
vyskumu, kedy bolo mnozstvo patogénov plne
sekvenovanych, sa vel'ké farmaceutické spolo¢nos-
ti pustili do skriningu enzymov a do hladania ich
novych inhibitorov. Vysledky vSak boli ovela
mensim uspechom, nez sa ocakavalo (Datta, 2021).
Zaujem farmaceutickych firiem o vyvoj v tejto oblas-

ti klesa aj z dovodu nizkej navratnosti prostriedkov
kvoli kratkodobym liecebnym rezimom typickym
pre antiinfektiva (Spellberg a Shlaes, 2014). Waseem
a kol. (2020) uvadzaju, Ze poslednych 30 rokov
vyskum nepriniesol prakticky ziadny uspech pri
hladani novych antimikrobialnych lie¢iv. Ziadna
nova skupina latok uc¢innych proti gramnegativnym
baktériam nebola schvalena uz viac ako 45 rokov
(de la Fuente-Nunez a kol., 2017; Baker a kol.,
2018). Neuspokojivé ¢isla su dosledkom obt’aznosti
dosiahnutia ~ vyvazenych  farmakodynamickych
a farmakokinetickych vlastnosti a vyhovujicich
bezpecnostnych profilov, ¢o Castokrat predstavuje
vacsiu vyzvu neZz samotné nachadzanie zlicenin
vykazujucich ucinok (Baker a kol., 2018). Na konci
roku 2019 bolo v prvej, druhej alebo tretej faze
klinického skusania 41 antibiotik. Ak sa kandidat na
lie¢ivo dostane do prvej fazy, Sanca na jeho schvale-
nie je priblizne 20 % a v tretej faze sa pravdepodob-
nost’ zvysuje na 60 % (Antibiotics currently in global
clinical development/The Pew Charitable Trusts.
https://www.pewtrusts.org/en/research-and-analysis/
data-visualizations/2014/antibiotics-currently-in-
clinical-development).

Mnohé spolocnosti sa zameriavaji prednostne
na optimalizovanie zlicenin patriacich do uz
osvedcenych tried lieCiv, na ukor menej uspesného,
no potrebnejSieho hl'adania novych mechanizmov
ucinku (Baker a kol., 2018). Sucasne, Torres a
de la Fuente-Nunez (2019) predpokladaju, ze v
prirode sa nevyskytuje ovela viac velkych molekul
s antimikrobidlnou aktivitou nez tych, ktoré uz
boli objavené. A podobne skepticky aj Johnson a
Fung (2020) uvadzaji, ze odmlka v objavovani
novych antibiotik vedie k presvedceniu odbornikov
o vycerpani vSetkych T'ahSie dostupnych zdrojov.
Metody CADD sa tak
najsl'ubnejSou cestou aj vo vyvoji antibiotik. Torres a

stali dominantnou a
de la Fuente-Nunez (2019) navyse veria, Ze pokroci-
1¢é technoldgie mozu priniest’ vysledky v podobe latok

menej nachylnych na vznik rezistencie.



Enzym Fabl ako biologicky ciel’

Pritazlivym predmetom skimania je komplex
enzymov
mastnych kyselin, FAS-II (fatty acid synthesis-II)
(Rana a kol., 2020). Tento proces je fundamentalnou

zabezpecujliici  bakteridlnu  biosyntézu

sucastou metabolizmu bakteridlnych buniek (Kim
a kol., 2011). Je esencialny pre rast, integritu a
celkovu Zivotaschopnost’ buniek, ked’ze ich zasobuje
prekurzormi pre stavbu dal§ich komponentov
ako fosfolipidy, lipoproteiny, lipopolysacharidy a
mykolové kyseliny (Rana a kol., 2020).

FAS-II

atributmi, je relativne malo vyuZzivany v klinickej

disponuje  niekol’kymi  vyhodnymi
praxi, pricom teoreticky, kazdy z enzymov komple-
xu by sa mohol stat’ biologickym cielom chemo-
terapeutik (Kim a kol., 2015; Yao a Rock, 2016; Rana
a kol., 2020). Na druhej strane, G¢innost’ inhibicie
enzymov FAS-II je osved¢eny uspesnym dlhodobym
pouzivanim triklozanu a izoniazidu (Schiebel a
kol., 2012; Kim a kol., 2015); ¢o iniciovalo hl'adanie
pribuznych zlucenin (Belete, 2019). Bakteridlna
(protozoalna a rastlinnd) FAS-II sa vyrazne lisi od
FAS-I cicavéich (eukaryotickych) buniek (Schie-
bel a kol., 2012; Kim a kol., 2015; Rana a kol., 2020).

NajintenzivnejSie skumany z komplexu FAS-II
je klicovy a regulacny enzym Fabl (enoyl-[acyl-
carrier-protein] reduktdza, EC 1.3.1.9) (Kim a kol.,
2011; Schiebel a kol., 2012; Rana a kol., 2020).
Tento enzym, z rodiny dehydrogenaz/reduktaz Fabl,
v poslednom kroku kazdého cyklu elongéacie mast-
nej kyseliny katalyzuje stereoSpecificku redukciu
dvojitej vidzby v polohe 2 v trans-2-enoyl-ACP za
vzniku acyl-ACP v pritomnosti kofaktora NADH
(Kim a kol., 2010; 2011; Yao a Rock, 2016; Rana a
kol., 2020). Vyskytuje sa v podobe homo-tetramérov
a ako dimér bola zatial’ ndjdend u dvoch vynimiek
— Staphylococcus aureus a Bacillus cereus (Kim a
kol., 2017). U mykobaktérii sa vyskytuje ako homo-
logny enzym InhA. InhA je s Fabl identickd s vynim-
kou vel’kosti aktivneho miesta, ktoré ma rdézne varian-
ty v zavislosti od konkrétneho druhu mikroorganiz-
mu (Kalia a kol., 2019). Fabl bola prvykrat objave-
na v modelovom organizme Escherichia coli (Moe-
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llering, 2011). Dnes sa uz vie, Ze sa vyskytuje (vratane
izoforiem FabK, FabL, FabV a InhA) v mnohych
baktériach a zaroven vyznamnych patogénoch, z
ktorych niektoré su alebo sa stavaji multirezistent-
nymi (Rana a kol., 2020).

U novo objavenych inhibitorov sa ocakava
Sirokospektralny uc¢inok vzhladom na rozSirenost
enzymu (Rana a kol.,, 2020). Pochybnosti moéze
vyvolavat’ fakt, ze za ,,ispesSnejSie” sa povazuju tie
antibiotika (uzivané v monoterapii), ktoré disponuju
viacerymi mechanizmami u¢inku a pdsobia na viac
cielov. Voc¢i latkam s jednoduchym mechanizmom
ucinku si baktéria TlahSie vybuduje rezistenciu.
Inhibitory Fabl tiez posobia len na jeden osobitny,
aj ked rozhodujuci stupen metabolickej drahy.
Avsak vdaka skusenostiam s pouzivanim starSich
inhibitorov Fabl st v sucasnosti zndme niektoré
vlastnosti zlacenin, ktorych optimalizdciou sa
riziko nastupu rezistencie moze zredukovat (Yao
a Rock, 2016). V porovnani so Sirokospektralnymi
antibiotikami st vSak inhibitory Fabl zvyhodnené
Setrnostou voci ¢revnej mikroflore. Zda sa totiz, ze
v dolezitych druhoch ¢revnych baktérii je izoforma
Fabl nepritomna a prevlada v nich FabK (Yao a Rock,
2016; Johnson a Fung, 2020).

Jedinym inhibitorom Fabl v klinickom hodnoteni
je v sucasnosti latka afabicin (Debio-1452). Afabicin
sa dostal do fazy 2 v indikaciach infekcie kosti
a kibov a akutnych bakterialnych infekcii koze
a koznych Struktar
(prevazne Staphylococcus aureus, vratane MRSA).

Je aplikovany intravendzne, ale je dostupna aj jeho

sposobenych stafylokokmi

peroralna forma (Theuretzbacher a kol., 2020).

DISKUSIA

Metody CADD nie su len teoretickymi postupmi.
Napriklad farmaceutickd spolocnost’ GlaxoSmith-
Kline uskutocnila v roku 2011 obrovsky skrining 1,9
miliona molekul. 1,3,4-tiadiazolové derivaty boli pri
tomto skriningu identifikované prave ako potencialne
inhibitory enzymu Fabl. Tym bol odStartovany ich
intenzivny vyskum. Samozrejme, obdoba velkého



skriningu sa da zrealizovat’ aj v beznych laborator-
nych podmienkach v ramci Studentského vyskumu
farmaceutov. Demonstraciou uplatnenia vysSie
popisanych metod CADD, konkrétne virtualneho
skriningu s vyuzitim molekulového dokovania, je
napriklad hl'adanie potencialnych inhibitorov Fabl vo
vlastnej malej kniznici obsahujticich 486 navrhnutych
1,3,4-tiadiazolovych derivatov (Massarova, 2020).
Struktary dokovanych ligandov boli navrhnuté
niekol’kych

zvolenych v chemickom laboratériu (prihliadajtc

obmienanim zakladnych  skeletov,
na ich synteticki dostupnost’) na zaklade literarnej

reSerSe. Krystalova Struktura enzymu Fabl v
komplexe s jeho dlhodobo klinicky vyuzivanym
inhibitorom triklozdnom bola ziskand z databazy
RCSB PDB (Schiebel a kol., 2012). Triklozan bol z
komplexu vynaty a do jeho vdzbového miesta boli
dokované vSetky navrhnuté ligandy. Pre VS bol
vyuzity software PyRx (Dallakyan a Olson, 2015) vo
verzii 0.8, ktory na molekulové dokovanie pouziva
software AutoDock Vina (Trott a Olson, 2009).
Software je dostupny bezplatne a jeho obsluha nie je
zlozita.

V dokovacej stadii dosiahli molekuly hodnoty
vizbovej energie v rozmedzi —7,3 az —12,1 kcal.
mol-1, ¢o vo vSeobecnosti zodpoveda ich vysokej
afinite k biologickému cielu. Samotny triklozan
vo vlastnom vdzbovom mieste dosiahol hodnoty
vézbove] energie spravidla —8,9 kcal.mol!. Aby
mohli byt identifikovani kandidati na syntézu a
dral$ie in vitro skusanie, pre vSetky navrhnuté ligandy
boli stanovené farmakokinetické parametre, najmé
kvoli vyhodnoteniu poruSenia Lipinského pravidla
piatich. Vyber skriningovych ligandov sa tak zuzil
na 113, ktoré bez porusenia Lipinského pravidla
piatich dosiahli nizke hodnoty vézbovej energie <
-9,5 kcal.mol!. Tychto 113 molekal mozno povazo-
vat' za ,,najuspesnejsie” ligandy v skriningu, ktoré
by sa potencidlne mohli stat’” kandidatmi pre vyvoj
novych inhibitorov Fabl (Massarova, 2020).

ZAVER

Aj napriek snahe obmedzit pouZzivanie an-

tiinfektiv bez potvrdenej nutnosti, problémom
nad’alej ostava ich subterapeuticky prijem v strave
a pritomnost v zivotnom prostredi. Vyskum a
vyvoj novych antimikrobidlnych lie¢iv sa z malo
motivovanych farmaceutickych spoloc¢nosti presu-
va do akademického prostredia a menSich start-
upovych spolocnosti. Tu vSak zatial nedosahuje
také obrovské rozmery, hoci virtualny priestor by
to teoreticky umoznoval. Potreba aplikdcie metdd
CADD na vsetkych pracoviskach pri vyvoji lieciv
je zrejma a efektivnost’ vyskumu sa bude spolahlivo

zvySovat'.
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ABSTRAKCT

Hops is a plant that has a wide range of
applications in pharmacy due to its sedative,
antibacterial, and antioxidant qualities, thanks
to various structures and secondary metabolites.
Envirotoxicity, environmental pollution and
pollutants in the food chain are important
factors that threaten human health. The aim of
the presented study was to investigate the effect
of aqueous extracts of hops (Humulus lupulus
L.) on shrimp (Artemia francisana Kellogg). We
used aquaceous extracts in our experiments,
specifically aqueous extracts of fresh drug of
hops — Lupuli flos, dried drug of hops — Lupuli
flos, and hop powder in concentrations of 2.5
and 5 g.I''. Subsequently, we used a five-day biotest
to study the behaviour of the model organism
Artemia francisana Kellogg and observed lethali-
ty after 24, 48, 72, and 96 hours. Our findings
indicate that the toxicity of the tested aqueous

extracts increases with concentration; after 48,

72, and 96 hours we observed 100 % lethality
at all concentrations tested. When we compared
the lethality of Artemia francisana Kellogg after
exposure to extracts from fresh and dried plants,
we discovered no significant differences in toxicity.

Key words: hops;

pharmacy; phytophar-

maceuticals; shrimp

INTRODUCTION

Humulus lupulus L. is a plant that contains a
number of phytochemical compounds that are vital
for human health and can also be used to treat certain
disorders (Jurkova et al., 2011). Hops has long been
used to treat anorexia, cramps, menopause, and as a
diuretic in traditional medicine. Its sedative proper-
ties have long been used to treat insomnia, depression,
hysteria, and other nerve irritations. Hops have
been used to cleanse and regenerate the skin, as an
adjuvant to healing ointments, and for inflammation

of the urinary tract due to its antiseptic properties
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(Chadwick, Pauli, Farnsworth, 2006a).

Active substances of hops consist of a
combination of dimers, trimers, and antioxidants
derived from catechin and epicarechin (oligomeric
proanthocyanogens — OPC) and prenylated fla-
vonoids, with xanthohumol being the most common
(0.25 — 1.1 per cent by weight). All of the substances
described can help prevent the onset of certain
diseases and have a therapeutic effect on human
health (Jurkova et al., 2011). In the European
Pharmacopoeia 5 (2005), dried, whole female hop
strobiles are included. They are also mentioned in the
ESCOP monograph (2003). Therapeutic indications
are similar to those of valerian roots, e. g. tension,
restlessness and sleep disorders. Humulus lupulus
L. are included in the monograph in DAB 10 (Deuts-
ches Arzneibuch, 1991), PF 10 (Pharmacopée
Francaise, 1989) and the British Herbal Pharmaco-
poeia (1983) (EMA, 2020). It is usually combined
including Valeriana
officinalis L., Passiflora incarnata L. and Melissa

officinalis L. to treat sleep disorders. Hop extracts

with other sedative herbs

are also believed to be useful as antioxidants,

anti-inflammatory agents, antimicrobial agents
(antibacterial and antifungal agents), and cytotoxic
agents. The dried strobiles are pulverized and used in
tea blends or made into an infusion. Bath oils are made
with lipophilic extracts, while hydroalcoholic liquid
extracts are used as sedatives internally (Chadwick,

Pauli, Farnsworth, 2006b; EMA, 2014; EMA, 2020).

MATERIALS AND METHODS

In the experiments we used aqueous extracts from
fresh drug of Humulus lupulus L. (Lupuli flos), dried
drug Lupuli flos and so-called hop flour (lupulin).
The strobiles were dried in a drier immediately after
harvesting for 24 hours at a temperature of 50 — 60
°C. Hop flour was prepared by grinding to the desired
size. In our study, we used an extraction method of
a single step maceration at elevated temperature.
According to the European Medicines Agency,

only aqueous extract groups were considered when
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deciding the method of preparation and quantities
based on traditional techniques of preparation in
European Union countries, as ethanol and ether
extracts can have an adverse effect on shrimp. The
lowest specified concentration, 2.5 g.I"!, was chosen
(see Tab. 1). The hops used in our experiments
were from the cultivar Zatecky poloranny ervetiak,
which has o-bitter acid concentration of about 10 %.
The Agricultural Cooperative PD Vlara NemSova
provided us with fresh as well as dried plants.

Sample preparation:

Tab. 1: Sample preparation

Experimental | Concentration Preparation
group (gl method

i 25| ofarid swobiles
& i ot dred snabiles
P3 25| ot suobie
4 i of esh sl
R
po | s | e

K — control 0 -

In our experiment, Artemia franciscana cysts
hatched in seawater with the following composition:
NaCl 23.900 g.I'', MgCl, x 6H,0 10.830 g.I', CaCl,
x 6H,0 2.250 g.I'', KC1 0.680 g.I', Na,SO, x 10H,0
9.060 g.I'', NaHCO, 0.200 g.I"', SrCl,x 6H,0 0.040
gI',KBr0.099 g.I',H,BO,0.027 g.I'', pH - 8.31. The
hatching process took 24 hours. We used a vibrating
diaphragm compressor to achieve optimal conditions
for hatching.

10 freshly hatched nauplii were placed in
polystyrene Petri dishes with a diameter of 60 mm
and a total seawater volume of 10 ml (including the
sample). After disinfecting the thermostat, petri dishes
were placed at a temperature of 20 °C (KociSova,

2005). In the experiment, aqueous extracts from dried



Tab. 2: Lethality (%) of Artemia franciscana after the effect of aqueous extracts of hops

24 hrs 48 hrs 72 hrs 96 hrs
Experimental group

X n S X n S X n S X n S
P, 94* 5 4.3 | 100* 5 0 100* 5 0 100* 5 0
P, 98* 5 4.3 | 100* 5 0 100* 5 0 100* 5 0
P, 74* 5 12.9 | 100* 5 0 100* 5 0 100* 5 0
P, 96* 5 8.6 | 100* 5 0 100* 5 0 100* 5 0
P, 88* 5 8.6 | 100* 5 0 100* 5 0 100* 5 0
Ps 94* 5 4.3 | 100* 5 0 100* 5 0 100* 5 0
K 0 5 0 0 5 0 0 5 0 2 5 4.3

x —average lethality in %
n — number of groups tested
s — standard deviation

* statistical significance demonstrated with the control group (p = 0.05)

hops, fresh hops, and hop flour were used. Aqueous
extracts were prepared by boiling dried, fresh hops,
and hop flour for 5 minutes, followed by cooling to
room temperature and filtration.

During the test, we examined a total of 350
individual brine shrimps divided into seven groups,
each with 50 shrimps (5 petri dishes). For the
experiment, we counted the number of dead ones
after 24, 48, 72 and 96 hours and observed the
movement of the live ones and possible changes.
The observation was performed with the naked eye
against a dark background or with a magnifying glass
and lighting against a dark background.

As the presence of dead individuals does not
adversely affect the results, we did not remove these
individuals. We considered a dead brine shrimp to
be an individual in whom we did not observe any
movement for 10 seconds. We recorded the results
for the duration of the experiment and subsequently
we compared the results against the control group
and statistically evaluated them. We used the Dean-
Dixon test to exclude outliers (Dvorak, 1995). We
tested differences between groups using significant
differences in probability (Hayes, Laws, 2001).

Statistical analysis of results

The arithmetic mean of the 5 tested dishes
within one experimental group was calculated as the
mean mortality value in the individual groups. The
rate of variation was the standard deviation of one
measurement s, which is calculated according to the
formula, which is determined for a range of less than
8:

s=Rxk_

R — variation range (x
m

—-X )
ax min

kn — coefficient with a value of 0.430 for five dishes

Then we tested the differences between the
averages of the individual groups of experimental
objects using significant differences in probability
(Wayland, Hayes, 1991; Hayes, Laws, 2001).

RESULTS AND DISCUSSION

The effect of aqueous extracts from Humulus
lupulus L. on the model organism Artemia francisana
Kellogg is presented in this paper. The effects of
extracts from mashed dried drug, fresh drug, and
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Tab. 3: Lethality (%) of Artemia franciscana after the
effect of aqueous extracts prepared from fresh plants
at lower (P3) and higher (P4) concentrations

Experimental | 1 48 hrs | 72 hrs | 96 hrs
group
P, 74 100 100 100
P, 96 100 100 100

Tab. 4: Lethality (%) of Artemia franciscana after the
effect of macerates prepared from fresh (P3) plants,
dried plants (P1) and hop flour (P5) at a concentration

of 2.5 g.I!
Experimental 24 hrs | 48 hrs | 72 hrs | 96 hrs
group
P, 94 100 100 100
P, 74 100 100 100
P. 88 100 100 100

hop flour at 2.5 g.I'" and 5 g.I'! concentrations were
studied (see Tab. 2).

Lethality was statistically significantly higher in
groups P1, P2, P3, P4, P5, and P6, i. e. in all observed
groups, when compared to the control group (see
Tab. 2). Thus, we observed a statistically significant
increase in lethality in the groups containing aqueous
extract from dried hops at a lower 2.5 g.l!' (P1)
and higher 5 g.I"' (P2) concentration, in the groups
containing the extract fresh hop cones at a lower 2.5
g.I'" (P3) and a higher concentration of 5 g.I'' (P4),
and also for samples with the extract from hop flour
at a lower concentration of 2.5 g.I'! (P5) and a higher
concentration of 5 g.l! (P6) at all observed time
intervals, 1. e. after 24, 48, 72 and 96 hours.

In terms of movement, we noticed the following
differences compared to the control group. In groups
P2 (5 g.I'' concentration of extract from dried drug
Lupuli flos) and P6 (5 g.I"" concentration of hop flour
extract) the brine shrimps had a slightly slowed
motion, in group P3 (2.5 g.l' concentration of
extract from fresh drug Lupuli flos) we recorded that
the shrimps moved significantly slower and in the
group of fresh hops extract at a higher concentration
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(P4) some of them moved solely in one place, their
mobility was also significantly slowed down.

We observed a statistically significant increase
in lethality compared to P3 — a sample containing a
concentration of 2.5 g.I"! fresh drug extract — and P4
— a sample containing a concentration of 5 g.I"! fresh
drug extract after 24 hours when comparing the test
group of fresh drug extract with a lower concentration
of 2.5 g.I'" after 48 hours compared to the effect after
24 hours (see Tab. 3). When observing lower (P1 —
dried drug extract, P5 — hop flour extract) and higher
(P2 — dried drug extract, P6 — hop flour extract)
concentrations of samples with the extracts from
dried drug and hop flour, we did not find a statistically
significant increase in lethality.

When comparing the effect of fresh vs. dried drug
of Lupuli flos (see Tab. 4), statistically significant
increase in lethality was observed in group P1 — 2.5
g.I"! concentration of dried drug extract compared to
group P3 —2.5 g.I'! concentration of fresh drug extract
after 24 hours. There was no statistically significant
increase in lethality of fresh drug extract (samples P3,
P4) when compared to hop flour extract (samples P5,
P6), nor was there a significant increase in lethality of
the aqueous extract from dried drug (samples P1, P2)
when compared to hop flour extract (samples P5, P6).

The use of embryonic stages of fish is one of the
possible candidates for an alternative to acute toxicity
tests and biotests on adult fish; not only for this
reason it is necessary to deal with this experiments,
try to put it into practice and compare the results with
others. In 1995, a 5-day test for Artemia franciscana
was introduced, the experiment was terminated
by the death of control groups due to starvation
(Dvorak, 1995). In the last few years, all Artemia
franciscana tests have become extremely important
in pharmacology (Sklenat et al., 2006) and toxicology
(Sklenar et al., 2006; Novakova et al., 2007).

This study examined the effect of aqueous extracts
of Humulus lupulus L. dried drug, fresh drug, and
hop flour at 2.5 g.I'! and 5 g.I"' concentrations on the
model organism Artemia francisana Kellogg. We
observed statistically significant increase in lethality



in all experimental groups as compared to the control
group (see Tab. 2). After 24 hours, we observed
a statistically significant increase in lethality in
group P4 (5 g.1"") compared to group P3 (2.5 g.I!)
in samples containing the extracts from fresh hops,
in groups of dried hops and hop flour, samples with
lower concentrations of lower lethality as in the
experimental groups with higher concentrations, and
samples with lower concentrations of lower lethality
as well as in the experimental groups with higher
concentrations. Therefore, we can assume that the
release of a larger amount of active substances into
the macerate prepared at an elevated temperature also
increases the effect. We also compared the effect of the
drying, in Table 4 we can see a statistically significant
increase in lethality in the observation group P1 (2.5
g.I'") of dried hops extract compared to the group P3
(5 g.I'") of fresh hops extract after 24 hours, indicating
that the drying process also affects the effect and
lethality. Thus, not only the active substances
found in the extract from fresh hops, but also their
metabolic products may be responsible for the effect.
Hénsel et al. and later Wohlfart et al. investigated the
degradation product of bitter acids, humulons and
lupulons, the five carbon alcohol, 2‘-methyl-3-buten-
2-ol, which showed active depression of the central
nervous system after intraperitoneal administration
to mice at high doses (Hénsel, Wohlfart et al., 1983).
This alcohol is present in fresh hops only in small
amounts, it reaches a higher concentration by the
metabolism of bitter acids, the maximum after gentle
storage after two years at room temperature (EMA,
2014; Krofta et al., 2018). In the experimental groups
containing aqueous extracts from dried hops and hop
flour, we observed a slight slowdown in the movement
of gills, while in the groups containing fresh drug
extracts the movement was significantly slower and
at higher concentrations some shrimps moved only
in one place in a circle. We can therefore assume
that the sedative effect of hops is not only caused by
bitter acids, but also by their combination with other
substances and essential oils, which are present in the
fresh plant in larger quantities due to their volatility.

According to Hansel and Wohlfart (Hansel, Wohlfart
et al., 1983), in addition to 2‘-methyl-3-buten-2-ol (a
degradation product of bitter acids), silica myrcene
was responsible for the sedative effect of hops in
mice. Nevertheless, Benkherouf et al. demonstrate
humulone’s ability in modulating of GABAA receptor
function (Benkherouf et al., 2020). On the other hand,
Bravo et al. (EMA, 2014) described the attenuation of
laboratory mice after intraperitoneal administration
of three different hop extracts (aqueous, alcoholic and
etheric). This effect was observed only at high doses
of ether extract, which completely inhibited the motor
activity of the mice 20 minutes after injection. In the
aqueous extraction of hops, the effect was minimal,
so this study showed that the sedative effect of hops
significantly depended on the type of solvent used for
the extraction. In our experiment, we observed 100
% lethality after 48, 72 and 96 hours. As we used
the lowest concentrations for the preparation of the
sample groups described by the European Medicines
Agency for traditional use in Europe, we can assume
that this lethality may be due to the high content
of o, B-bitter acids in the variety used and their
antimicrobial, antibacterial and antifungal effect.

B-acids have a long-standing reputation as
antibacterial agents (especially against gram-positive
bacteria), which has led to some applications of
acid-rich hop products as preservatives. The three
prenyl groups present in lupulin appear to disrupt
the construction and functioning of bacterial cell
walls, leading to the escape of cellular contents.
Antimicrobial activity has been
Staphylococcus aureus and Bacilus subtilis, Listeria
monocytogenes, Helicobacter pylori, Clostridium
botulinum, Clostridium dificille, Enterococcusp. and
Mycobacterium tuberculosis (Kermanshahi et al.,
2009; Bartmanska et al., 2018). However, antifungal
activity has been documented for the genera
Trichophyton, Candida, Fusarium and Mucor (EMA,
2014; Bartmanska et al., 2018).

reported on
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CONCLUSION

This article was aimed at observing the effect of
aqueous extracts from Humulus lupulus L. on the
model organism Artemia francisana Kellogg (brine
shrimp) using a five-day biotest.

Our findings suggest that hops toxicity increases
with concentration. However, when we compared the
lethality of Artemia following exposure to extracts
from fresh and dried plants, we found no significant
differences in toxicity.

We observed slower movement in the experimen-
tal group compared to the control group. We saw
a modest slowdown in the groups with a higher
concentration (5 g.I"") of dried strobiles extracts and
hop flour extracts. At lower concentration (2.5 g.I')
and higher concentration (5 g.1"") of fresh drug extracts,
we observed a considerable slowing in movement.
Some shrimps only moved in one direction, and their

movement was noticeably restricted.
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ABSTRAKT

Urolitiaza je multifaktorialnym ochorenim,
ktoré

krementov v mocovom systéme. U vicSiny pa-

oznacuje pritomnost’ mocovych kon-
cientov je mozné ju definovat’ ako metabolické

ochorenie s wurologickymi prejavmi. Zistenie
pri€iny je nevyhnutné pre spravnu diagnostiku a
nasledné urcenie terapeutického postupu. Jedna
sa o0 ochorenie s tendenciou ¢astych recidiv, preto
liecba nekon¢i odstranenim konkrementu, ale je
potrebné pokracovat’ v prevencii recidiv. Vyber
liecby je individualny pre kazdého pacienta. V
stucasnosti je mozZné uspesne predchadzat’ recidi-
vam uZivanim dvoch pripravkov BLEMAREN N
a ROWATINEX, ktoré napomahaji rozpustat’
mocové konkrementy.

Cielom tejto Studie bolo poukazat’ na aktual-
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ne trendy v liecbe urolitidzy analyzou kazuistik
u troch vybranych pacientov. Prezentované
kazuistiky poukazuji na nevyhnutnost’ zmeny
Zivotospravy a zodpovednu spolupriacu pacienta
pocas liecby. U dlhodobo lie¢enych pacientov
doslo po absolvovani lie¢by a dodrziavani diétnych
opatreni k priaznivym zmendm zdravotného
stavu.

dochadzalo k

opakovanym bakteridlnym infekciam a liecbe

V pripade pacientky 1

antibiotikami. Podstapila extrakorporalnu li-
totripsiu, avSak potom odmietla spolupracovat’,
indikovani liecbu BLEMARE-
NOM N a nedostavila sa ani na kontrolné vy-

nedodrziavala

Setrenia. Po pretrvavajucich nefralgiach jej bo-
la endoskopicky vykonana nefroskopia a boli
odstranené mocové konkrementy. Pacient 2 pod-
stipil nefroskopiu a extrakorporalnu litotripsiu,



opakovane spontanne vymoc¢il pocetné kon-
krementy a dodrZziaval diétne opatrenia vzhPa-
dom na potvrdené metabolické poruchy, ktoré
vznik urolitiazy vyvolali. Uspe$na lie¢ba pacienta
sa dosiahla dlhodobym uZivanim ROWATINE-
XU. Pacientka 3 mala podobny priebeh ochorenia
ako pacient 2, podstipila operacné zakroky na
odstranenie konkrementov, opakovane spontanne
vymocila konkrementy. Kvoli pretrvavajiacim
bakterialnym infekciam jej boli indikované aj
antibiotika. Indikacia BLEMARENU N pomoh-
la pri rozpust’ani mocovych konkrementov.

Kracové slova: diagnostika; liecba; prevencia;
urolitiaza
ABSTRACT

Urolithiasis is a multifactorial disease that
confirms the presence of urinary stones in the
urinary system. In most patients, it can be
defined as a metabolic disease with urological
manifestations. Detection of cause is necessary for
the correct diagnosis and subsequently specify-
ing the therapeutic procedure. It is a disease with a
tendency for frequent recurrences, so its treatment
does not end with the removal of the stones,
but it is necessary to continue the prevention of
recurrences. The suitability of the treatment
is determined individually for each patient.
Currently, it is possible to successfully prevent
relapses by using two products, BLEMAREN N
and ROWATINEX, which help to dissolve urinary
stones.

The aim of the study was to point out current
trends in the treatment of urolithiasis by analyzing
case reports in three selected patients. The crea-
ted case reports also underlined the necessity of a
change in lifestyle and responsible cooperation of
the patient in the treatment. In long-term treated
patients, there were salutary changes in the health
status after treatment.

In the case of Patient 1 there were recurrent

bacterial infections and antibiotic treatment
was indicated. She underwent extracorporeal
lithotripsy, but then refused to cooperate, did not
follow the indicated treatment with BLEMAREN
N, and did not attend follow-up examinations.
After persistent nephralgias, she underwent
endoscopic nephroscopy and urinary calculi
were removed. Patient 2 underwent nephroscopy
and extracorporeal lithotripsy, repeatedly spon-
taneously urinated numerous stones, and follo-
wed dietary measures due to confirmed metabo-
lic disorders that induced urolithiasis. Successful
treatment of the patient was achieved with long-
term use of ROWATINEX. Patient 3 had a simi-
lar course of the disease as Patient 2, underwent
surgical procedures to remove stones, repeatedly
spontaneously urinated stones. Antibiotics have
also been indicated due to persistent bacterial
The indication of BLEMAREN N

helped to dissolve urinary stones.

infections.

Key words: diagnosis; prevention; treatment;
urolithiasis

UVOD

Urolitiaza postihuje v priebehu zivota priblizne
10 % populacie. Je relativne Casto sa vyskytujicim
ochorenim a len vo vynimocnych pripadoch sa
vyskytuje iba raz za zivot bez recidivy (Kiizek a
Sadilek, 1989).

Mocové konkrementy (kamene) samé o sebe nie
st ochorenim, st nasledkom celkového ochorenia
na podklade metabolickej poruchy, infekcie
mocovych ciest alebo morfologickych a funkénych
zmien uropoetického systému. V diagnostike a
lieCbe urolitiazy bol zaznamenany vyrazny pokrok,
ale aj napriek tomu stdle predstavuje vyznamny
medicinsky problém. K recidivam urolitidzy do-
chadza u pomerne vysokého percenta pacientov, ¢o
podstatne zvySuje morbiditu, a to moze potencialne
viest k vaznym chronickym oblickovym ochore-

niam. Racionalny postup pri diagnostike a liec-
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be umoznuje Co najefektivnejSie dosiahnutie te-
rapeutického ciela, a to zbavenie pacienta t'azkosti,
uvolnenie mocove] obstrukcie a odstranenie
konkrementov (Nagy, 2015).

V lieCbe urolitidzy su ako lieky prvej volby
pouzivané lieCiva na rozpustanie konkrementov
BLEMAREN N (Aristo Pharma GmbH, Nemec-
ko) a ROWATINEX (Rowa Pharmaceuticals Ltd.,
frsko). Uginnymi latkami v lieku BLEMAREN N su
citronan sodny, hydrogénuhlicitan draselny a bezvo-
da kyselina citronova. Obsahuje zasadité citraty,
ktoré znizuji kyslost mocu, ¢im zabezpecujl
rozpuStanie kamenov v mocovych cestach. Je
ureny aj na zabranenie novotvorby mocovych
konkrementov, ako adjuvans pri liecbe hyperuriké-
mie a mdze ucinne podporit’ liecbu alopurinolom
pri hyperurikémii (BLEMAREN N, www.adc.sk,
2021).

ROWATINEX patri medzi fytofarmaka a zarad’u-
je sa do skupiny diuretik a spazmolytik. Je indikova-
ny na lieCbu urolitidzy, nefrolitidzy, na podporu
rozpadu, rozpustenia a vyplavovania oblickovych
konkrementov. ZvysSuje sekréciu mocu, uvoltuje
spazmy mocovych ciest a tym podporuje vylucovanie
konkrementov. Posobi aj preventivne proti tvorbe
zvysky
konkrementov vznikajucich nasledkom litotripsie.

novych kamenov, pomaha eliminovat’
Ma aj hyperemicky ucinok a zmierniuje zéapaly. Je
ucinny aj na grampozitivne a gramnegativne baktérie.
Lieciva obsiahnuté v tomto pripravku st terpény:
alfa-pinén, beta-pinén, kamfén a d’alSie organické
zluceniny ako cineol, fenchén, borneol a anetol
(ROWATINEX, www.adc.sk, 2021).

Liecba urolitiizy nekon¢i odstranenim kon-
krementov, ani ich deStrukciou a naslednou eli-
minaciou. Vyznamnou je najmid prevencia (me-
tafylaxia), kedy vdaka jej doslednej realizacii sa
vyskyt recidiv vyrazne znizuje. Pri lieCbe a prevencii
recidiv urolitidzzy ma velky vyznam dosledné
zhodnotenie typu urolitidzy. NajdolezitejSim kro-
kom v diagnostike a lieCbe je vypracovanie kom-
plexného klinického obrazu, poznanie vsetkych
rizikovych faktorov, diagnostickych aj liecebnych
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metéd a postupov braniacich recidive ochorenia,
ktoré spocivaju v naro¢nej uprave metabolickych
poruch, ktoré spdsobili vznik konkrementov.

Této Stadia sa zaobera analyzou sucasnych tren-
dov v liecbe urolitiazy. Pri rieSeni danej problemati-
ky sme sa zamerali predovSetkym na porovnavanie
diagnostickych a terapeutickych postupov pouzitych
pri liecbe troch vybranych pacientov s roznym typom

urolitiazy.

MATERIAL A METODY

V spolupraci so sukromnou urologickou am-
bulanciou v Secovciach bola vykonana analyza
troch kazuistik na zéaklade zdravotnych zaznamov
pacientov, u ktorych bola diagnostikovana a dlhodo-
bo lieena urolitiaza. V ramci analyzy kazuistik sme
sa zamerali predovSetkym na priebeh ochorenia,
terapeutické postupy a porovnanie rdznych typov
urolitiaz. Pri ziskavani a spracovani dat zo zdravotnej
dokumentacie pacientov bol reSpektovany zakon o
ochrane osobnych udajov.

VYSLEDKY

e Kazustika 1

Anamnestické udaje: zena, narodena v roku
1962, u ktorej bola potvrdend diagnoéza podla
Medzinarodnej klasifikacie choréb 10 (MKCH 10)
N20.0 Konkrement oblicky. Okrem toho sa lie¢i na
arterialnu hypertenziu, srdcové ochorenia a chronic-

ki obstrukéna chorobu plitec.

Priebeh ochorenia a liecba:

V juli 2007 bola pacientka prijatd do urologickej
ambulancie po odporucani vSeobecného lekara za
ucelom odborného vysetrenia z dovodu zvysenej
hladiny erytrocytov v moc¢i. Bol jej vykonany odber
mocu cievkou, nasledne bola zistena a mikroskopicky
potvrdena hematiria a nefrolitidza. Pacientke bol
odporucany dostato¢ny prijem tekutin a diétne
opatrenia.

V novembri 2011 doslo k zhorSeniu zdravotného



Obr. 1: USG snimka obli¢ky s konkrementom u pacienta 1

Zdroj: Kicinko, 2018

stavu spojené¢ho s ¢astym mocenim, unikom mocu
a nokturiou, 2 — 4-krat za noc. Stav pacientky bol
uzavrety ako nestabilny hyperaktivny drazdivy
mocovy mechur (N31.0.) a neuromuskularna dys-
funkcia mo¢ového mechura (N31.8.). Indikovana jej
bola liecba lieckom trospiumchloridom (SPASMED
tbl. 5 mg), ktory uzivala 2 x denne (rdno a vecer).
Opétovne jej bolo doporuc¢ené dodrziavanie diétneho
a pitného rezimu.

Pri navsteve pacientky v urologickej ambulancii
v novembri 2015 vysledky vysetrenia mocu potvrdi-
li infekciu mocovej ststavy s pozitivnym ndlezom
baktérie Klebsiella pneumoniae. Pacientke bolo
indikované antibiotikum zo skupiny cefalosporinov:
cefixim (SUPRAX tbl. 400 mg), 1 tableta kazdych 24
hodin v trvani 7 dni.

Pri kontrolnom vysetreni v auguste 2016 bol
pacientke odobraty mo¢. Mikrobiologické vysetre-
nie mocu potvrdilo pritomnost baktérie Escheri-
chia coli, preto jej bola znovu nasadena antibioticka

liecba. Indikované jej bolo cefalosporinové an-

tibiotikum cefadroxil (CEDROX tbl. 1000 mg)
kazdych 12 hodin na 10 dni.

Zaciatkom roku 2018 bola pacientka hos-
pitalizovand na chirurgickom oddeleni, kde bola
prijatd s abdominalnou kolikou. Po podani liekov
bolesti ustupili. Vykonané bolo vySetrenie mocu a
USG. Na zéklade vySetreni bola stanovena diagnoéza
— neSpecifikovana hydronefréza (N13.3), vySetrenie
bolo potrebné doplnit’ RTG snimkou. Pacientke bo-
la vypisana ziadanka na CT vySetrenie s intravenoz-
nou vylu¢ovacou urografiou (IVU).

Vo februari 2018 pacientka prisla na kontrolné
vysetrenie s popisom z CT: prava oblicka je I'ahko
nad obvykll velkost’, na pyeloureteralnom prechode
je pritomny kontrastny konkrement v dizke 13,6 mm
a Sirke 6,4 mm. Ked'Zze bol potvrdeny konkrement
v oblickove] panvicke (pyelolitiaza), bola jej
doporucena konzulticia v konzilidrnej urologickej
ambulancii, za ucCelom odstranenia konkrementu
metddou extrakorporalna litotripsia (ESWL). Kvoli
pretrvavajicim kolikovitym bolestiam jej bol
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predpisany ALGIFEN NEO gto por (metamizol,
pitofenon), ktory mala uzivat’ v pripade potreby (25
kvapiek 3 x denne).

13.2.2018 pacientka podstupila ESWL, po ktorej
sa citila dobre, bez tazkosti. Pri CT vySetreni bol
objaveny konkrement vo velkosti 15 x 10 mm,
viditel'ny aj pri USG vysetreni (vid’ obr. 1) a zistena
hydronefréza. Doporucena bola ureterorenoskopia
(URS), dodrziavanie diétnych opatreni a liecba
BISEPTOLOM (sulfametoxazol, trimetoprim p.0.) 1
x 1 tbl.

23.9.2020 bola pacientka hospitalizovanad na
urologickom oddeleni za ucelom derivacie pravej
oblicky. CT wurografia preukdzala hydronefrézu
vpravo, ktorej pri¢inou bol velky hrbolaty
konkrement s priemerom 11 mm, ktory kompletne
obturoval ureter. Pacientka podstipila endoskopicky
nefroskopiu, ktorou jej boli odstranené oblickové
konkrementy.

Napriek opakovanym odporucaniam uzivanie
liekov na rozpustanie konkrementov (BLEMAREN
N alebo ROWATINEX) pacientka niekol'ko rokov

odmietala.

¢ Kazustika 2

Anamnestické udaje: muz, narodeny v roku
1984, ktorému bola potvrdena diagn6za podla MKCH
10 N20.0 Konkrement oblicky. Okrem toho sa lieci

na arterialnu hypertenziu.

Priebeh ochorenia a liecba:

V decembri 2007 bol pacient hospitalizovany
na urologickom oddeleni v KoSiciach, kde mu bola
diagnostikovana urolitidza v lavej oblasti, nasledne
pacientovi vykonali nefroskopiu cez dolny kalich. CT
vysetrenie v maji 2008 ukazalo, ze obidve oblicky
su bez loziskovych tumorotvornych zmien, potvrdila
sa nefrolitidzza v lavej oblasti a dilaticia Tlavej
oblickovej panvicky. K tstupu kolikovitych bolesti
doslo po intramuskularnom podani ANALGINU in;.
(metamizol, pitofenon, fenpiverin). Pacientovi bola
odportcana konzultacia na litiatickej ambulancii v

Kosiciach, kde bola predtym realizovana operacia,
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za ucCelom d’alSieho terapeutického postupu.

V marci v roku 2011 bol predlozeny nalez z
nefrologickej ambulancie, ktory potvrdil zvySenu
funkéntl glomeruldrnu filtraciu (GF) a chronické
ochorenie obliciek (CKD) 1. stadia. Pacient bol
nefroldgom pouceny o svojom zdravotnom stave,
bola mu odporacana zvysena diuréza a tiez nocné pi-
tie tekutin. Nefroldg mu indikoval liecbu alopurino-
lom (MILURIT tbl. 300 mg) % tbl. denne a znize-
nie purinov v strave. Vzhl'adom na obezitu pacienta
mu bola doporuc¢ena redukcia vahy, obmedzenie
prijmu kuchynskej soli a zvySend pohybova
aktivita. V urologickej ambulancii bolo pacientovi
vykonané USG vysetrenie, ktoré ukazalo pritomnost’
konkrementu (velkost 4 mm) v pravej oblicke na
rozhrani strednej a hornej tretiny. Pri USG vySetreni
bola zistend drobna parenchymova cysta v hornej
tretine pravej oblicky, preto mu bol indikovany
ANALGIN  inj.
pitofendn, fenpiverin). Bolo mu odporacané uzivanie
vyzivového doplnku ROWATINEX, 3 x denne
1 kapsulu a kontrolné vysetrenie u nefroléga na

intramuskularne (metamizol,

zhodnotenie metabolického stavu.

V septembri 2019 mu bolo vykonané laborator-
ne vySetrenie mocu a krvi, ktoré ukazalo vyrazné
zvySenie hladiny C-reaktivneho peptidu (CRP)
22,97 mg.l! (fyziologicka hodnota 0 — 5 mg.l?").
Chemicky rozbor potvrdil pritomnost’ konkrementov
typu: kalciumoxalat-dihydrat (weddellit) 40 %,
(whewellit) 30 %,
hydroxyapatit (apatit) 30 %. U pacienta bola zno-

kalciumoxalat-monohydrat

va potvrdena urolitidza oblicky (vid’ obr. 2), hypo-
citraturia a hypomagneziiria. Bol mu doporuceny
zvySeny prijem tekutin, znizenie prijmu soli a
zivociSnych bielkovin, dostatok pohybu a zvysenie
prijmu magnézia a citratov.

V septembri 2020 pacient podstupil extrakor-
poralnu litotripsiu, bol mu odstraneny konkrement s
velkostou 7 mm. Pri kontrolnom vysetreni v decemb-
ri 2020 pacient neuvadzal problémy a USG vysetre-
nie nepreukazalo pritomnost’ konkrementov. Nad’a-
lej mu bolo odporucané dodrziavat’ diétne opatrenia
a uzivat ROWATINEX 2 x 1 cps.



Obr. 2: USG snimka obli¢ky s konkrementom u pacienta 2

Zdroj: Kicinko, 2018

e Kazustika 3

Anamnestické tudaje: zena, narodend v roku
1974, ktorej bola potvrdend diagnéza podl'a MKCH
10 N20.0 Konkrement oblicky.

Priebeh ochorenia a liecba:

V oktébri 2001 bola pacientke diagnostikovana
nefrolitiaza. Kompletné metabolické vySetrenia
potvrdili pritomnost’ hypokaliémie a hypokalciémie.
V juni 2003 bola vysetrené v nefrologickej ambulan-
cii. USG vySetrenie obliciek ukazalo odliatkové
kamene koralovitého typu, bola jej doporucena
i.v. urografia. Urografia vSak nebola zrealizovana
pre nedostatok kontrastu a preto bola pacientka
odporacana k vykonaniu extrakorporalnej litotripsie.

V januari 2004 bola pacientka hospitalizovand v
nemocnici v KoSiciach, kde jej bola vykonand ESWL
v pravej oblickovej oblasti. Pacientke bol indikovany
lieck BLEMAREN N, 3x denne 1 Sumiva tableta a

odporacany pitny a diétny rezim.

Pacientka bola v juli 2004 prijata v pohotovostnej
ambulancii so silnou renalnou kolikou, podany jej bol
ANALGIN inj. (metamizol, pitofendn, fenpiverin).
Na urologicki ambulanciu prisla so silnymi
kolikovitymi bolestami v l'avej lumbalnej oblasti s
pridruzenou zvysenou teplotou do 38 °C a nauzeou.
Spontanne vymocila pocetné konkrementy, ktoré
boli odoslané na rozbor, obsahovali Mg, P, CaCO,.
Bola potvrdena znizend funkcia obliciek, tvarové
a velkostné rozdiely konkrementov. Navrh na
hospitalizaciu pacientka odmietla. Bol jej vykonany
odber mocu a krv a indikovany ALGIFEN NEO gto
por (metamizol, pitofendén) na uvolnenie bolesti a
kiéov. Opitovne jej lekar predpisal BLEMAREN
N, ktory mala uzivat 2 x denne podla pH mocu a
AMOKSIKLAV 375 mg tbl. (amoxicilin, kyselina
klavulanova) 4 8 hod. 1 tbl. a odporucil uzivat’ vhodné
probiotika.

Pacientka v maji 2005 prisla na vysetrenie kvoli
pobolievaniu v pravej oblickove]j oblasti a vymoce-
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Obr. 3: Dve USG snimKy obli¢iek s konkrementom u pacienta 3

ASUREMENT

Zdroj: Kicinko, 2018

niu pocetnych konkrementov (priblizne 12), rdznej
velkosti a tvaru. Vykonané laboratorne vysetrenie
preukazalo zvysené hodnoty glomerularnej filtracie,
Na*: 146 mmol.I" (fyziologickd hodnota 134 — 145
mmol.I'"), Ca?*: 7,52 mmol/defi (fyziologickd hodno-
ta 2,4 — 6,2 mmol.I""). Pacientke bol opakovane pocas
niekol’kych mesiacov podavany ambulantne i.m.
BUSCOPAN inj. (butylskopolamin) a indikova-ny
ALGIFEN NEO gto por (metamizol, pitofenon) kvoli
pretrvavajucim renalnym kolikam.

Od jina 2008 do maja 2009 pretrvavali u pa-
cientky silné renalne koliky, s naslednym spon-
Chemicka
analyza zachytenych konkrementov potvrdila stru-

tannym  vymocenim  konkrementov.
vitové mocové konkrementy. Pacientka mocila
mo¢ ruzového kontrastu, pridruzend bola nauzea,
palenie a rezanie poCas mikcie a bolestivost v
podbrusi. Diagnostikovana bola pretrvavajiica se-
kundédrna renalna tubularna acidéza (RTA) 1. typu
so sekundarnou hypokaliémiou a s rozvijajicim sa

rendlnym zlyhavanim. DalSie chemické analyzy
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potvrdili pritomnost konkrementov (vid obr. 3)
Brushit 54 % a Ca-oxalat 46 %. Indikované bolo
uzivanie drotaverinu (NO-SPA forte 80 mg tbl.) 1
tbl. (pri bolestiach) a antibiotikum ciprofloxacin
(MEDOCIPRIN tbl. 250 mg), kazdych 12 hod. 1 tbl.
po dobu 5 dni.

V novembri 2012 bola pacientka na kontrolnom
vySetreni po  niekol’kondsobnom  spontdnnom
vymoceni pocetnych konkrementov, priCom uvadza-
la siln¢ kolikové bolesti, ktoré¢ po uziti spazmolytik
a analgetik vymizli. Pacientka uzivala metamizol
(NOVALGIN tbl. 500 mg), 1 tbl. pri bolesti a
drotaverin (NO-SPA forte 80 mg tbl.), 1 tbl. na
uvolnenie kf¢ov. V obdobi rokov 2013 — 2019 bol
stav pacientky nezmeneny, vyskytovali sa opakujice
sa recidivy s liecbou podobnou v prechadzajicich
rokoch.

V novembri 2020 bolo vykonané kontrolné
vySetrenie s odberom mocu a krvi, ktoré nepotvrdilo
ziadnu infekciu alebo zapalové zmeny. Na USG

vysSetreni boli viditeI'né oblicky normalneho tvaru a



velkosti. Pacientke bol doporuc¢eny nad’alej diétny a
pitny rezim a uzivanie ROWATINEXU, 2 x 1 cps.

DISKUSIA

Vécsina pacientov, u ktorych je diagnostikovana
urolitidza, ma priaznivii prognoézu. Konkrementy
mensie ako 5 — 6 mm sa zvycajne vyplavia
spontanne moc¢om. Pri asymptomatickych alebo non-
struvitovych konkrementoch nie je potrebny akutny
zésah a je mozné ich potvrdit' rutinnymi USG a
RTG vySetreniami. Pripadné problémy a bolesti je
mozné zvladnut ambulantnou lekarskou starost-
livostou (spazmolytikd, analgetikd, antiemetika,
zvySeny prijem tekutin, diétny rezim). Pacienti,
u ktorych sa vyskytuji malé konkrementy, musia
byt dostatocne poucCeni o rizikovych faktoroch,
aby sa zabréanilo recidive ochorenia. VécSie kon-
krementy si vyzaduju Casto invazivne zakroky, ako
je extrakorporalna litotripsia (LERV), perkutanna
(PNL)
Pri  infekénych  konkrementoch je

nefrolitotomia alebo ich kombinicia.
potrebné
indikovat’ v€asnu liecbu antibiotikami, zabezpecit
hemodynamickt stabilizdciu a ¢o najskor konkre-
ment odstranit’ (Thakore a Liang, 2020).

Katsuhiro a kol. (2020) porovnavali vysledky
ureteroskopie (URS) a ESWL pri
konkrementoch s velkostou do 15 mm. Vyhodnotili
789 pacientov, ktori podstipili URS (n = 301) alebo

ESWL (n = 488), ako primarnu terapiu urolitiazy.

mocovych

Vysledky analyzy preukazali az 97,3 % uspesnost’
odstranenia konkrementov po vykonani URS a 93,9
% tspesnost’ po ESWL.

Epidemiologicka stadia vykonana v 7 krajinach
odhalila vyskyt urolitiazy u 114 — 720 na 100
000 0s0b a mieru prevalencie 1,7 — 14,8 %. Podla
udajov prieskumu National Health and Nutrition
Examination Survey (NHANES) sa prevalencia
oblickovych kamenov v Spojenych Statoch zvysila
takmer trojnasobne; z 3,2 % v rokoch 1976 — 1980
na 8,8 % v obdobi rokov 2007 — 2010. Prevalencia
oblickovych kamenov sa vo Velkej Britanii medzi
rokmi 2000 a 2010 zvysila 0 63 % (7,14 — 11,62 %).

Sklon k tvorbe konkrementov sa lisi v zavislosti na
pohlavi, veku, zemepisnej polohy a etnickom pdvode.
Aj ked vyskyt mocovych kameiiov bol v minulosti
3-krat Castejsi u muzov ako u zien, posledné idaje
naznacuju, ze sa tieto rozdiely vyrazne menia. V
Minnesote (USA) pomer vyskytu urolitiazy u muzov
a zien klesol medzi rokmi 1970 — 2000 z 3,1 % na 1,3
%. Na Floride analyza odhalila, Ze v rokoch 1998 —
2004 stupol vyskyt urolitidzy najmé u zien. Pri¢ina
narastu urolitidzy u Zien nie je presne znama, niektori
autori uvadzaju, Ze by to mohlo suvisiet' so zmenami
v zivotnom $tyle a stravovani, ktoré maju za nasledok
zvySeny vyskyt obezity u zien, €o je vyznamny
rizikovy faktor pre tvorbu konkrementov (Khan a
kol., 2016).

V retrospektivnej, randomizovanej Studii, ktora
sa uskutocnila na 87 pacientoch s ureterolitidzou,
bol hodnoteny ucinok pripravku Rowatinex na
liecbu urolitidzy. Rowatinexom bolo lieCenych 43
pacientov a placebom 44 pacientov. Celkova miera
vyplavenia mocovych kamenov bola vyrazne vyssia
(81 %) v skupine pacientov lieCenych Rowatine-
xom v porovnani so skupinou uzivajucou placebo.
Vys§$ia miera vyluCovania kamenov suvisi zrejme
s vymiznutim dilatacie mocovodu pred liecbou. Iba
sedem pacientov v skupine lie¢enej Rowatinexom
malo mierne az stredne zavazné gastrointestinal-
ne poruchy. Pocas liecby neboli v ziadnej skupine
zaznamenané dalSie vyznamné vedlajSie ucinky.
Autori Studie dospeli k zaveru, ze liecba Rowatine-
xom u pacientov s urolitidzou je vhodnou indika-
ciou pred nasadenim agresivnejSich opatreni (En-
gelstein a kol., 1992).

Napriek vel'kému poctu stadii a vyskumov, ktoré
sa venuju liecbe urolitidzy, stile neexistuje ucinna
liecba, ktora by natrvalo zabranila jej recidive.
Vyznamnu ulohu v terapii zohrava zodpovednost’
pacienta, pravidelné lekarske kontroly, dodrziavanie
odporucanych diétnych opatreni a uzivanie
predpisanych lieciv. Az 80 % pacientov liecenych na
urologickej ambulancii, s ktorou sme spolupracovali,

ma recidivujucu urolitidzu s ¢astymi komplikaciami.
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ZAVER

Vysledky tejto Stadie poukazujii na rozdiely
terapie urolitiazy v klinickej praxi, ktora ovplyviuji
rozne faktory. Ku kazdému pacientovi je potrebné
pristupovat’ individudlne, vzh'adom na jeho zdravot-
ny stav a pripadné komorbidity. Mocové konkre-
menty je potrebné podrobne identifikovat’ a nastavit
v ramci liecby spravne diétne opatrenia, aby sa v ¢o
najvicsej miere podarilo predist recidive ochorenia.

Cielom tejto Studie bolo analyzovat stcasné
trendy a dostupné moznosti liecby réznych typov
urolitidzy s odlisSnym priebehom ochorenia a
rozdielnou metddou liecby.

Liecba urolitidzy prebieha dlhodobo, pretoze
patri medzi ochorenia s velmi Castymi recidivami.
Z vysledkov kazuistik vyplyva, ze zodpovednost
pacienta je klucova pre dosiahnutie pozadovaného
vysledku  liecby. Pri  pravidelnom  uzivani
odporacanych lieCivych preparatov a dodrziavani
diétneho rezimu je mozné dosiahnut pozadovany

terapeuticky efekt.
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ABSTRAKT

Priaca sa zaobera skimanim extraktov
ziskanych z huby Cordyceps sinensis. V Cine je
tento druh nazyvany DongChongXiaCao (zim-
ny cerv, letna trava), nakol’ko je pripravok ¢o-
raz popularnejsi v laickej, ako aj vedeckej spo-
lo¢nosti. Z tejto huby — parazita bolo extrahova-
nych vela bioaktivnych zloZiek vratane nukleo-
zidov, polysacharidov, sterolov, proteinov, ami-
nokyselin a polypeptidov. V mnohych S$tadiach
si preukidzané pozitivne farmakologické ucin-
ky tychto zloZiek na Pudsky organizmus. Expe-
rimentalna cast’ Stidie sa venuje polysacharidom
izolovanym z Cordyceps sinensis, ktoré vyka-
zuju rozmanité biologické ucinky, ako su imu-
antivirusové a

nomodula¢né, protinadorové,

antioxida¢né. Zaobera sa aj extrakénymi meté-

dami, ktoré sa vyuZivaji pri izolacii chemickych
zlucenin. Zameriava sa na stanovenie antioxidac-
nej aktivity alkoholovych extraktov (najvyssia
antioxida¢na aktivita IC_, = 2,09 mg.ml' bola
zistena u vzorky 1, Cordyceps sinensis, kultivova-
ny na Orzya sativa var. japonica), kvalitativhu
analyzu obsahovych litok extraktov pomocou
'H NMR
D-manitolu, tyrozinu, polysacharidov, mastnych

spektroskopie (ddokaz pritomnosti
kyselin) a stanovenim antimikrobidlnej aktivity
na kmene baktérii Escherichia coli (najucinejSim
extraktom, ktory inhiboval rast baktérii bol
extract vzorky 2, P. hepiali, substrat Oryza sativa
var. indica) a Staphylococcus aureus.

KPucéové slova: antimikrobidlna aktivita;
antioxida¢na aktivita; Cordyceps sinensis, 1H
NMR spektroskopia
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ABSTRACT

The work deals with the study of the extracts
of the fungus Cordyceps sinensis. Cordyceps
sinensis, in China also called DongChongXiaCao
(winter worm, summer grass), is becoming more
and more popular as a preparation in lay as well
as scientific society. Many bioactive components
have been extracted from this fungus including
nucleosides, polysaccharides, sterols, proteins,
amino acids and polypeptides. Many studies ha-
ve shown positive pharmacological effects of the-
se components on the human body. The expe-
devoted to

polysaccharides isolated from Cordyceps sinen-

rimental part of the study is
sis, which exhibit a variety of biological effects
including immunomodulatory, antitumor, anti-
viral and antioxidant. It also deals with extrac-
tion methods. The study deals with the determi-
nation of the antioxidant activity of alcohol
extracts (the highest antioxidant activity IC,, =
2.09 mg.ml! was found in sample 1, Cordyceps
sinensis, cultivated on Orzya sativa var. japonica),
qualitative analyses of extracts by 1H NMR
spectroscopy (presence of D-mannitol, tyrosine,
polysaccharides, fatty acids) and determination
of antimicrobial activity on strains of Escherichia
coli (the most effective extract that inhibited
bacterial growth was extract of sample 2, P.
hepiali, substrate Oryza sativa var. indica) and

Staphylococcus aureus.

Key words: antioxidant activity; antimicrobial
activity; Cordyceps sinensis; 1HNMR spectroscopy

UVOD

Po tisice rokov je rod Cordyceps v Cine velmi
ceneny ako tonikum a bylinné liecivo. Doneddvna
bola tato huba dostupna iba v prirode, pretoze rastie
— parazituje v tele husenice. Tato huba bola vzacna
a velmi draha. Dnes sa silny kmen Cordyceps
oznacovany ako CS-4 pestuje v kvapalnom médiu za
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sterilnych podmienok, ¢o ho robi bezpe¢nym, ceno-
vo dostupnym a umozinuje jeho pouzitie ako vy-
zivového doplnku v rdmci terapie roéznych chordb
(Tang a kol., 2010). Cordyceps sinensis parazituje
na hubéch triedy Ascomycetes, ktoré sa nachadzaju
vo vysokych nadmorskych vyskach na Qinghai-
tibetskej nahornej plosine. Tato huba Zije primarne
Hepialus
armoricanus. V Cine sa uz dlhé staroGia pouziva

v larvach konkrétneho druhu moli,

ako bylinny liek a doplnok stravy. Novsie Stadie
poukazujt, ze Cordyceps vykazuje imunomodulac-
né, antiproliferativne, antifibrotické a proapoptické
ucinky (Zhang a kol., 2008).

Rovnako ako u inych liecivych hub, za pro-
tinadorové ucinky Cordyceps su zodpovedné
polysacharidy, steroly, lipidy, nukleozidy, a najmi
deoxynukleozidy. Mnoho vedeckych stadii preuka-
zalo schopnost’ tohto druhu stimulovat’ a modulo-
vat’ imunitny systém a zvySovat pocet Cervenych
krviniek. Z vedeckych $tadii uskuto¢nenych v Cine
vyplynulo, 7e Cordyceps ma protinadorovy uéinok
v pripade rakoviny plic pri mysiach a v ludskej
populacii. V. mnohych klinickych S$tadiach sa v
tradi¢nej Cinskej medicine ukazalo, ze Cordyceps
zlepsuje funkciu pecene, obliciek, kardiovaskularneho
a dychacieho systému (Yang a kol., 2010).

Cordyceps je druh lie¢ivych hub patriacich do
¢elade Clavicipitaceae. V ramci rodu Cordyceps
bolo doteraz opisanych viac ako 400 druhov, z
ktorych Cordyceps sinensis (C. sinensis), nazyvany
tiez ,,zimny cCerv, letna trava,” je uznavany ako
najzndmejsia tonickd bylina v Tradi¢nej cinskej
medicine (Ng a kol., 2005; Shrestha a kol., 2005).

Aj ked’ vsetky medicinsky aktivne zluceniny C.
sinensis stale nie si zname, najmenej dve chemické
zluceniny, kordycepin a kyselina kordycepova, boli
purifikované a identifikované ako medicinsky dolezité
ucinné latky. Kyselina kordycepova je v skutocnosti
D-manitol a kordycepin, teda 3-deoxyadenozin,
purinovy alkaloid (Zhou a kol., 2009).



MATERIAL A METODY

Vzorky hub

Vzorky 1, 2 a 3 boli kultivované na Technickej
univerzite vo Zvolene a upravené do konecnej
praskovej podoby nasledujicim spésobom: kmene
C. sinensis a P. hepiali boli 14 dni kultivované
pri 22 °C v tmavej miestnosti v Petriho miskach
obsahujucich médium zlozené z 20 g sladového
extraktu, 2 g kvasinkového extraktu a 20 g agaru na
liter destilovanej vody (Biolife Italiana s. r. 1., Talian-
sko). Ako substraty sa pouzili dva poddruhy ryze
Oryza sativa var. japonica a Oryza sativa var. in-
dica. 100 g ryZe sa najprv prevarilo, potom scen-
trifugovalo, ¢im sa ziskalo 180 g substratu, substraty
boli
obsahujuceho 3 g gluko-zy, 3 g sacharozy (Merck,

inokulované 3 ml inokula¢ného roztoku
Slovenskd republika), 1 g sdjového peptonu; 2.5
g kvasinkového extraktu (Biolife, Taliansko), 1 g
KH,PO,; 0,5 g MgSO, x 7TH,0; 0,5 g CaCl, x 2H,0;
0,01 g FeSO, x 7H,0; 1 mg CuSO, x 5H,0 (Merck,
Slovenska republika); 0,1 g tiamin hydrochloridu
(Sigma-Aldrich Co., St. Louis, Missouri) a 3 kus-
ky (4 x 4 mm) kmena C. sinensis alebo P. hepiali
zo spominanej kultiry v Petriho miske. Substrat,
bol

nasledne spracovany pri 120 rpm, 22 °C v 500

ktory obsahoval 200 ml zivného média,

ml Erlenmeyerovej banke, po dobu 7 dni. Potom
bol inkubovany pri teplote 22 °C 30 dni, pri
12-hodinovom striedani svetla a tmy. Nakoniec
boli vzorky vysusené v suSiarni APT Line (Binder
GmBH, Tuttlingen, Nemecko) a rozdrvené v mlyne
SM-100 (Retch Co., Haan, Nemecko). Vzorky sa
uskladnovali v chladnicke pri teplote 8 °C.

Vzorka ¢. 1: kmen C. sinensis, substrat Oryza sati-
va var. japonica

Vzorka ¢. 2: kmen Paecilomyces hepiali (P. hepia-
i), substrat Oryza sativa var. indica

Vzorka €. 3: kmen C. sinensis, substrat Oryza sati-
va var. japonica

Priprava extraktov

Vzorky 1, 2 a 3 boli kultivované na Technickej
univerzite vo Zvolene a upravené do konecnej
praskovej podoby nasledujucim sposobom: na di-
gitalnej véhe sa navazilo 5,000 g praskovych vzo-
rieck 1, 2 a 3. Navazené mnozstvo vzoriek 1, 2
a 3 sa vlozilo do varmych bank a pridalo sa 25 ml
etanolu a 25 ml destilovanej vody v pomere 1 : 1.
Po 5-hodinovom refluxe sa extrakty prefiltrovali a
odparili do sucha na rotacnej vakuovej odparke (IKA
RV 10 digital, Nemecko) a vypocitala sa percentual-

na vytaznost’ vzoriek.

DPPH metéda

Na stanovenie antioxidacnej aktivity sa vyuzila
DPPH (2,2-difenyl-1-pikrylhydrazylovy radikal)
metéda. DPPH vykazuje najvyssiu absorpciu pri
vlnovej dizke 517 nm. Pre vypocet antioxidadnej
aktivity je mnajCastejSie pouzivanou metddou
DPPH

radikalu meranim absorbancie pri 4 517 nm. Pre

percentudlna redukcia aktivity roztoku
vypocet antioxidacnej aktivity sa pouzil vztah (1)
definovany ako: I (%) = (A — A, /A) *x100, kde
I predstavuje inhibiciu aktivity radikdlu DPPH v
percentach (%), Ay je oznacCenie absorbancie slepé-
ho roztoku DPPH, A,, je namerana absorbancia
vzorky po 30-minttovej inkubacii v tme pri
laboratornej teplote od pridania roztoku DPPH
radikalu (Chen a kol., 2013). Vysledky merani st
kvoli lepSiemu porovnaniu uvadzané ako hodnoty
IC,,.
NMR analyza
NMR-nuklearna

spektralnou metodou, ktord na zaklade absorpcie

magnetickd rezonancia je
radiofrekvencného ziarenia vzorkou umiestnenou v
silovom magnetickom poli poskytuje informaciu o
Struktire skiimanej latky. Protonové spektra extraktov
1, 2 a 3 boli merané na 600 MHz spektrometri Varian
VNMR (Palo Alto, Kalifornia, USA). Extrakty
(25 mg) sa rozpustili v 0,6 ml deuterované¢ho
dimetylsulfoxidu DMSO-d,.
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Antimikrobialna aktivita

Na stanovenie antimikrobialnej aktivity extrak-
tov 1 — 3 bola pouzitd diskovo difizna metoda.
Vzorky boli testované na agarovych platniach v
Petriho miskach podla metodiky Rojasa (2006).
Testované baktérie — Staphylococus aureus (SA) a
Escherichia coli (EC) boli ziskané z Ceskej zbier-
ky mikroorganizmov, Brno. Baktérie boli kultivo-
vané v BHI bujone (Brain Heart Infusion broth,
Oxoid) pri 37 °C po dobu 20 hodin. Po kultivacii
boli baktérie nariedené vo fosfatovom fyziologickom
roztoku na koncentraciu 0,5 — 1,0 McFarlandove;j
zakalovej stupnice. Tato stupnica udava pocet
kolonie tvoriacich jednotiek (CFU) na 1 ml. Pri
koncentracii 0,5 az 1,0 sa v 1 ml suspenzie nachadza
cca 1,5 — 3 x 10® baktérii. 1 ml tejto suspenzie bol
inokulovany do 100 ml vytemperovaného tekutého
agaru (Standard plate count agar, Oxoid). Do Petri-
ho misiek s priemerom 9 cm bol vyliaty agar (20
ml). Po stuhnuti boli do agaru vyrezané jamky s
priemerom 0,5 cm a do nich bolo aplikovanych 50
pl vzorky 1 — 3. Ako pozitivna kontrola bol pouzity
vodny roztok 25 pg.ml! gentamicin-sulfatu a ako
negativna kontrola DMSO. Platne boli inkubované
pri 37 °C po dobu 24 hodin. Antibakterialny uc¢inok

extraktov bol prepocitany podla vzorca:

RIZD = 1ZDyzorka— IZDnegativna kontrola x 100 %

IZDpozitl’vna kontrola

RIZD = % priemernej relativnej inhibi¢nej zony

1ZD = priemer inhibi¢nej zony v mm

VYSLEDKY

Priprava extraktov

Najvyssia vytaznost bola zistend pri vzorke 2
(10,14 %); ktora bola kultivovana na ryzi Oryza sativa
(7,68 %); ktora bola kultivovana na ryzi Oryza sativa
var. japonica kmen C. sinensis, a to kombinaciou
rozpustadiel etanol a voda. Rozdiel medzi najvyssou
a najnizsou vytaznostou predstavuje 2,46 %.
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DPPH metoda

Absorbancie vzoriek boli merané trikrat (vid’
tab.
aktivit bol zostaveny graf (vid’ graf 1), zavislost

1). Z vypocitanych hodno6t antioxidaénych

antioxidacnej aktivity od hmotnostnej koncentracie
extraktu. U vzorky 1 bola vylucena koncentracia 10
mg.ml' a 5 mg.ml', pretoze vzorka bola pri tejto
koncentracii tazko rozpustna. Antioxidacna aktivita
vzorky 2 bola ur¢end rovnako ako pri vzorke 1.
Hodnoty nameranej absorbancie pri koncentracii
10 mg.ml"! boli tiez zanedbateI'né, pretoze pri tejto
koncentracii bol extrakt zle rozpusteny (rovnako ako
aj vzokra 3).

Z rovnice priamky pre graficki zavislost
antioxidacnej aktivity na hmotnostnej koncentracii
boli ur€ené hodnoty IC, pre jednotlivé vzorky.
Vzorka 1 (IC,; = 2,09 mg.ml"), vzorka 2 (IC,, = 2,89
mg.ml") a vzorka 3 (IC,, = 5,50 mg.ml").

NMR analyza

Analyzou 'H NMR spektier sa vo vSetkych
troch extraktoch v rovnakej oblasti 3,20 — 3,45 ppm
nachddzali pomerne zlozité multipletové signaly,
ktoré patria sacharidom, polysacharidom. Rovnako
sa pri vSetkych troch extraktoch nachadzaju aj dva
tripletové signaly leziace v oblasti 0,84 — 0,87 ppm,
ktoré patria CH, skupinam z dlhych retazcov €i uz
nasytenych, resp. nenasytenych mastnych kyselin.
Vo vsetkych troch vzorkach sa nachadza aj signal
pri 2,73 ppm typicky pre -CH,- skupinu viazani na
karboxylovu kyselinu. V oblasti 3,43 — 3,27 ppm sa
nachadzaju pri dvoch extraktoch (1 a 3) aj signaly
typické pre chemicku Strukturu D-manitolu. Vyrazny
rozdiel v chemickom zastiipeni je medzi extraktmi 1,
2 a 3. V extrakte 2 sa v aromatickej casti 8,50 — 6,10
ppm nachadza pomerne velky pocet singletovych,
dubletovych a multipletovych signalov.

Antimikrobidlna aktivita

Extrakty 1, 2 a 3 nevykazovali antimikrobidlnu
aktivitu (vid’ tab. 2) na kmen baktérii Staphylococ-
cus aureus. Na druhej strane extrakty 2 a 3 pri
testovani citlivosti na kmene baktérii Escherichia



Tab. 1: Antimikrobialna aktivita vzoriek 1 — 3

Koncentricia Priemerna absorbancia A vzoriek 1 -3 Antioxida¢na aktivita I (%) vzoriek 1 -3

(mg.ml) 1 2 3 1 2 3
10,000 - - -
5,000 — 0,195 + 0,007 | 0,442 + 0,007 — 72,7 38,2
2,500 0,309 + 0,010 | 0,327 £0,011 | 0,457 £0,010 56,8 54,3 36,1
1,250 0,456 + 0,011 | 0,472 +0,008 | 0,673 £ 0,007 36,3 47,2 24,8
0,625 0,604 + 0,007 | 0,707 £ 0,050 - 15,6 1,2 -
0,312 0,703 £ 0,010 - - 1,80 - -
0,156 - - - - - -

Graf 1: Zavislost’ antioxidac¢nej aktivity na hmotnostnej koncentracii pre vzorky 1 -3
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Tab. 2: Antimikrobialna aktivita vzoriek 1 — 3 testovana na kmene baktérii SA a EC

Vzorky Aktivita na SA | Aktivita na EC IZD (mm)? IZD (mm) % RIZD
1 _ _ _ _
2 — ano 10,0 5,0 35,7
3 - ano 7,0 2,0 14,3
Gentamicin ano ano 19,0 14,0 100,0
DMSO - - 0 0 0

®hodnota IZD v mm aj s pripoc€itanim dierky (5,0 mm)



coli vytvorili inhibi¢né zony. Priemer inhibi¢nej z6-
ny (IZD) pre vzorku 2 bol 10,0 mm a pre vzorku 3
bol 7,0 mm (od¢ita sa velkost’ dierky 5 mm). Pri
pozitivnej kontrole — gentamicine bola namerana
1ZD 14,0 mm (po od¢itani velkosti dierky v agare)
a negativna kontrola — DMSO neinhibovala rast
baktérii, ¢ize hodnota IDZ bola 0 mm. Hodnoty
1ZD sa nasledne dosadili do vzorca a vypocitala sa
hodnota % RIZD.

Najucinnejsim extraktom na kmen baktérii E. coli
sa ukazal extrakt 2, na zaklade ktorého bola stanove-

na hodnota ICSO.
DISKUSIA

Medzi obsahové latky pritomné v C. sinensis
patria nasledujice chemické zluceniny: kordycepin
(3°-deoxyadenozin) a jeho derivaty, ergosterol, po-
lysacharidy, glykoproteiny a peptidy. Tieto latky ma-
ju protinadorové, antimetastatické, imunomodulac-
né, antioxidacné, protizapalové, insekticidne, an-
timikrobidlne, hypolipidemické, hypoglykemické,
neuroprotektivne a renoprotektivne vlastnosti (Ng
a kol., 2005). V Cordyceps sa vyskytuje aj Siroka
Skala d’alSich latok vratane roznych druhov esencial-
nych aminokyselin (lyzin, kyselina glutimova,
prolin, treonin a iné), vitaminov (B1, B2, B12 a K),
stopovych prvkov, monosacharidov, oligosachari-
dov a nenasytenych mastnych kyselin (Tuli a kol.,
2014).

Vel'ké mnozstvo studii tykajtcich sa extraktov C.
sinensis zredukovalo vyber rozpustadiel na kritické
mnozstvo, ktoré sa ukazalo ako ucinné pri extrakcii
pozadovanych zlicenin. Z dovodu zvysenia polarity
su medzi najcastejSie pouzivanymi rozpustadlami
na extrakciu etylacetat, etanol, metanol a voda.
Polysacharid (CSP) bol extrahovany z prirodného
C. sinensis a ziskal sa extrakciou horticou vodou a
naslednym vyzrazanim etanolom (Wang a kol., 2017).

Extrahovali sa celkovo 3 vzorky z kmena C.
sinensis a jeden z P. hepiali. Oba boli kultivované
na dvoch roznych substratoch ryze Oryza sativa var.
japonica a Oryza sativa var. indica. Ako rozpustadlo

36

bola pouzitda zmes etanol/voda. Z vypocitanych
vytaznosti vyplyva, Ze najvys$Sia vytaznost bola
zaznamenana pri vzorke 2 pestovanej na Oryza
vytaznost’ bola zistena pri vzorke 1 kultivovanej na
Oryza sativa var. japonica, kmen C. sinensis. Roz-
diel medzi tymito dvoma vzorkami predstavuje
2,46 %. Vzorka 3 kultivovana na Oryza sativa var.
japonica, kmen C. sinensis vykazovala len minimal-
ny rozdiel od vzorky 1, rozdiel vo vytaznosti
predstavoval len 0,72 %. Rozdielna vytaznost’ mohla
byt’ spésobend v pestovani na réoznom substrate a v
rozdielnom druhu hub.

Niekolko stadii uvadza, ze vodné extrakty a
frakcie Cordyceps maju silné antioxida¢né aktivity
in vitro, zachytavaju radikaly, inhibuji peroxidaciu
lipidov a zabrafuji oxida¢nému poskodeniu v
bunkdch (Li a Tsim, 2004). Ako hlavné zlozky
vodnych extraktov boli identifikované polysacharidy
(Li a kol., 2003). Izolované extrakty 1 — 3 vykazovali
antioxida¢nu aktivitu. VSetky extrakty vychytavali
vol'né DPPH radikaly. Z nameranych hodnot vyply-
antioxida¢nt aktivitu mala vzorka 1. To znamena,
ze tato vzorka by mala obsahovat’ najviac latok s
antioxidaCnou aktivitou. NajvyS$Siu hodnotu IC,, a
la vzorka 3. Vzorka by mala obsahovat' najmenej
latok s antioxidacnou aktivitou. Li, Dong a Tsim
(2001) Studovali antioxidacnu aktivitu vodnych
extraktov z prirodnej C. sinensis a mycelialnej bio-
masy Cordyceps sinensis pomocou xantinoxidazy,
indukcie hemolyzy a peroxiddcie lipidov. Ich
vysledky preukézali silni antioxida¢nu aktivitu vo
vSetkych skimanych metdédach v ramci kultivova-
nej a prirodnej huby. Hlavnymi zlozkami v prirod-
nom a kultivovanom mycéliu druhu C. sinensis sa
uvadzaju kordycepin a manitol (Zhang a kol., 2015)
a najmi polysacharidy (Li a kol., 2002). D-manitol
obsahovali aj nami pripravené extrakty vo vzorkach
1 a 3. Stadie poukazujii na pritomnost manitolu
v extraktoch, ktory zvysSuje antioxidacnu aktivitu
(Adrees a kol., 2015). Antioxida¢na aktivita vodnych



extraktov z prirodnych a kultivovanych C. sinensis
bola testovana okrem DPPH metody aj FRAP meto-
dou a taktiez aj vyuzitim hydroxylového radikalu.
Z nasledovnych metéd sa DPPH metoda ukézala
ako pomerne rychla a spolahliva pre stanovenie
antioxidac¢nej aktivity in vitro (Chattopadhyay a kol.,
2010).

Antimikrobialna aktivita bola testovana in vitro
u latok izolovanych z Cordyceps, a to: kordycepinu,
ophiokordinu, adenozinovych derivatov a proteinu
CSAP (Zheng a kol., 2006). Podporou fagocytarnej
aktivity testovanej in vivo bolo zistené, ze extrakty
izolované z C. sinensis pdsobia antibakterialne.
Ako bolo zistené, za tuto podporu su zodpovedné
hlavne polysacharidy.
baktérii Clostridium paraputrificum a Clostridium
perfringens (Ahn a kol., 2000). Z mycélia C. sinensis
sa podarilo izolovat aj antibakteridlne podsobiaci

Kordycepin inhibuje rast

protein oznaceny ako CSAP. Ukazalo sa, ze tento
inhibuje rast grampozitivnych G* a gramnegativnych
G~ baktérii. Pri koncentracii 0,1 g.I"" vyrazne inhibuje
rast najma Proteus vulgaris, Slaphylococcus aureus
a Salmonella typhi, slabsie inhibuje rast Bacillus
subtilis a Escherichia coli (Zheng a kol., 2006).
Antimikrobialna aktivita extraktov bola stanovena na
grampozitivnom G* kmeni baktérii Staphylococcus
aureus a gramnegativnom kmeni baktérii Escherichia
coli. Z testovani extraktov 1 — 3 vyplynulo, Ze
extrakty 1, 2 a 3 nevykazovali ziadnu aktivitu na
grampozitivny kmen baktérii S. aureus a naopak
extrakty 2 a 3 vykazovali antimikrobidlnu aktivitu
na gramnegativny kmen baktérii E. coli. Naju¢innej-
$im extraktom bol extrakt vzorky 2 (kmen P. hepia-
li, substrat Oryza sativa var. indica) na kmen baktérii
E. coli s hodnotou 35,7 % RIZD. Po kultivacii sme
u vzorky 2 zaznamenali najvacSie inhibi¢né zony, v
priemere 10 mm. Antimikrobidlne testy poukazuju
na to, ze CSAP (Cordyceps sinensis antibakterial-
ny protein) mdze inhibovat’ rast grampozitivnych
G* a gramnegativnych G~ baktérii. Vykazoval silna
ucinnost’ proti baktériam kmena Staphylococcus
aureus. Avsak CSAP izolovany z Cordyceps sinensis
okrem

vykazoval antibakterialneho ucinku aj

bakteriostaticky ucinok, hlavne na gramnegativny
kmen E. coli (Zheng a kol., 2006). Bolo opisanych
mnozstvo bioaktivnych zloziek izolovanych z C.
sinensis, vratane niektorych antimikrobialnych
latok, ako st napr. kordycepin, ophiokordin, derivaty
adenozinu (Zheng a kol., 2006).

Nie a kol. (2013) vo svojej Stadii venovali
pozornost” hube Cordyceps sinensis, z ktorej izolova-
li a popisali bioaktivne polysacharidy. Na zaklade
NMR

vSetkych troch extraktoch sa nachadzaju sacharidy-

spektier modzeme skonstatovat, ze vo
polysacharidy, ¢o sa prejavilo aj antioxidatnym
uc¢inkom tychto extraktov. Taktiez sa podarilo
dokézat’ na zaklade NMR spektroskopie multiple-
tovy signal pri cca 2,15 — 2,17 ppm vo vSetkych troch
extraktoch, ktory dokazoval pritomnost mastnych
kyselin (nasytenych, resp. nenasytenych). V extrak-
te 2 a 3 sa nachadzal jeden takyto signal — jedna
mastna kyselina, na rozdiel od extraktu 1, kde boli
pritomné dva takéto triplety — dve mastné kyseliny. V
extrakte 2 sa nachadzal este aj tyrozin. V extraktoch
1 a 3 sa zistila pritomnost D-manitolu, vzorky
vykazovali antimikrobidlnu aktivitu. D-manitol,
tiez znamy ako kyselina kordycepova, je hlavnou
zlozkou Ophiocordyceps sinensis a predstavuje
viac ako 3.4 % (Li a kol., 2006) a dokonca az 8 % v
suSenej forme (Zhang a kol., 2015). V alkoholovych
extraktoch C. sinensis

spektroskopie identifikované mnoZzstvo aminokyse-

bolo pomocou NMR

lin (alanin, tyrozin, izoleucin, valin, fenylalanin)
a rovnako bola dokazanad aj pritomnost mastnych
kyselin, ako st kyselina linolova, olejova a laurova
(Zacharova a Ungvarska Malucka, 2020). Na zékla-
de 1D a 2D NMR analyzy a zrychlenych experimen-
tov bolo v extraktoch z prirodnych Cordyceps
identifikovanych 24 zloziek vratane aminokyselin,
organickych kyselin, glycerolu a nukleozidov
(Lu a kol., 2019). 14 druhov aminokyselin bolo
kvantifikovanych NMR spektroskopiou v extraktoch
Cordyceps.

kyselina fumarova, o/f-glukéza a glycerol neboli

prirodnych Kyselina  citronova,

v predchadzajucich Stadiach kvantifikované v

extraktoch prirodnych produktov Cordyceps. Uridin,
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adenozin a kordycepin boli pozorované NMR
spektroskopiou bez akejkol'vek separacie. Adeno-
zin je typicka chemicka zliCenina zastipena v
extraktoch C. sinensis (Basheer a kol., 2004).
Oficialne je C. sinensis v Cinskom lickopise
klasifikovany ako liek od roku 1964. Trhovy dopyt
po C. sinensis v mnohych krajinach prudko rastie
pre jeho farmakologické t¢inky (Dong a Yao, 2007).

ZAVER

Stadia zahfia komplexné informacie o druhu
Cordyceps sinensis, extrakénych metodach a venuje
sa identifikacii a biologickej aktivite polysachari-
dov. V studii boli analyzované tri vzorky hub:
vzorka 1: kmen C. sinensis, substrat Oryza sativa
var. japonica, vzorka 2: kmen P. hepiali, substrat
Oryza sativa var. indica, vzorka 3: kmen C. sinensis,
substrat Oryza sativa var. japonica. Z danych vzoriek
sarefluxovanim v zmesi etanol/voda pripravili extrak-
ty, z ktorych sa nasledne skimala ich antioxidacna
a antimikrobidlna aktivita. NajvysSiu vytaznost

po extrakcii ziskala vzorka 2 kultivovand na ryzi

vytaznost bola uvedena pri vzorke 1 kultivovanej
na ryzi Oryza sativa var. japonica kmen C. sinen-
sis. Pri alkoholovo/vodnych extraktoch sa stanovila
antioxidacna aktivita pomocou stabilného DPPH
radikadlu. Z nameranych vysledkov antioxidacnej
aktivity sa stanovili hodnoty 1C,; pre vzorky 1 — 3.
Ako vyplyva z vysledkov, najnizSiu hodnoty IC
(najvyssiu antioxidacnt aktivitu IC,, = 2,09 mg.ml™")
mala vzorka 1 a najvyssiu IC,; (najnizSiu antioxidac-
ni aktivitu IC,, = 5,50 mg.ml') mala vzorka 3.
Antimikrobialnu aktivitu na kmen baktérii S. au-
reus nevykazoval ani jednej z troch extraktov. Pri
vzorke 2 a 3 sa pozorovala antimikrobidlna aktivita
na kmen baktérii E. coli a stanovili sa hodnoty %
RIZD: vzorka 2 — 35,7 % a vzorka 3 — 14,3 %. Z
vysledkov vyplyva, Ze najucinnej§im extraktom,
ktory inhiboval rast baktérii kmena baktérii E.
coli, bol extrakt 2. Nasledne sa stanovila aj jeho
hodnota IC, , ktora bola 55,2 mg. Pomocou *H NMR

50°
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spektroskopie sa podarilo vo vsetkych vzorkach

extraktov identifikovat’ sacharidy-polysacharidy,
nasytené, resp. nenasytené mastné kyseliny a u
vzoriek 1 a 3 sa stanovila aj pritomnost’ D-manitolu.

Vo vzorke 2 sa zistila eSte pritomnost’ tyrozinu.

ZOZNAM LITERTURY

Adrees, M., Ali, S., Igbal, M., Bharwana, S.
A., Siddiqi, Z., Farid, M., Ali, Q., Saeed, R., Rizwan,
M.: Mannitol alleviates chromium toxicity in wheat
plants in relation to growth, yield, stimulation of anti-
oxidative enzymes, oxidative stress and Cr uptake in
sand and soil media. Ecotoxicol. Environ. Saf., 2015,
122, 1-8.

Ahn, Y. J., Park, S.J., Lee, S. G., Shin, S. C.,
Choi, D. H.: Cordycepin: selective growth inhibitor
derived from liquid culture of Cordyceps militaris
against Clostridium spp. J. Agr. Food Chem., 2000,
48 (7), 2744 — 2748.

Basheer, R., Strecker, R. E., Thakkar, M.
M., McCarley, R. W.: Adenosine and sleep-wake
regulation. Prog. Neurobiol., 2004, 73, 379 — 396.

Dong, C. H., Yao, Y. J.: In vitro evaluation of
antioxidant activities of aqueous extracts from natural
and cultured mycelia of Cordyceps sinensis. LWT,
Food Sci. Technol., 2007, 41 (4), 669 — 677.

Chattopadhyay, N., Ghosh, T., Sinha,
S., Chattopadhyay, K., Karmakar, P., Ray, B.:
Polysaccharides from Turbinaria conoides: structural
features and antioxidant capacity. Food Chem., 2010,
118 (3), 823 — 829.

Chen, Z., Bertin, R., Froldi, G.: EC50
estimation of antioxidant activity in DPPHe assay
using several statistical programs. Food Chemistry,
2013, 138 (1), 414 — 420.

Li, S. P, Yang, F. Q., Tsim, K. W.: Quality
control of Cordyceps sinensis, a valued traditional
Chinese medicine, J. Pharm. Biomed. Anal., 2006, 41
(5), 1571 — 1584.

Li, S. P, Zhao, K. J., Ji, Z. N., Song, Z. H.,
Dong, T. T. X., Lo, C. K., Cheung, J. K. H., Zhu, S.
Q., Tsim, K. W. K.: A polysaccharide isolated from



Cordyceps sinensis, a traditional Chinese medicine,
protects PC12 cells against hydrogen peroxide-
induced injury. Life Sci., 2003, 73, 2503 — 2513.

Li, S. P.: The nucleosides contents and their
variation in natural Cordyceps sinensis and cultured
Cordyceps mycelia. J. Chin. Pharm. Sci., 2001, 10,
175 - 179.

Li, S. P, Zhang, G. H., Zeng, Q.
Hypoglycemic activity of polysaccharide, with
antioxidation, isolated from cultured Cordyceps
mycelia. Phytomed., 2006, 13 (6), 428 —433.

Lu, Y., Zhi, Y., Miyakawa, T., Tanokura, M.:
Metabolic profiling of natural and cultured Cordyceps
by NMR spectroscopy. Sci. Rep., 2019, 9, 7735.

Ng, T. B., Wang, H. X.: Pharmacological
actions of Cordyceps, a prized folk medicine. J.
Pharm. Pharmacol., 2005, 57 (2), 1509 — 1519.

Nie, S. P, Cui, S. W., Xie, M., Phillips, A.
0., Phillips, G. O.: Bioactive polysaccharides from
Cordyceps sinensis: isolation, structure features and
bioactivities. Bioact. Carbohydr. Diet. Fibre, 2013, 1,
38 —52.

Shrestha, B., Sung J. M.: Notes on Cordy-
ceps species collected from the central region of
Nepal. Mycobiology, 2005, 33 (4), 235 — 239.

Tang, J., Tian, D., Liu, G.: Immunosuppres-
sive effect of Cordyceps CS-4 on human monocyte-
derived dendritic cells in vitro. Am. J. Chin. Med.,
2010, 38 (5), 961 —72.

Tuli, H. S., Sandhu, S. S., Sharma, A. K.:
Pharmacological and therapeutic potential of
Cordyceps with special reference to Cordycepin. 3
Biotech., 2014, 4 (1), 1 —12.

Wang, J., Nie, S., Cui, S., Wang, W., Phillips,
Z., Phillips, A. O., Glyn, O., Yajing, L., Mingyong, X.:
Structural characterization and immunostimulatory
422 activity of a glucan from natural Cordyceps
sinensis. Food Hydrocoll., 2017, 423 (67), 139 — 147.

Yang, F. Q., Li, D. Q., Feng, K., Hu, D. J.,
Li, S. P.: Determination of nucleotides, nucleosides
and their transformation products in Cordyceps by
ion-pairing reversed-phase liquid chromatography-
mass spectrometry. J. Chromatogr. A, 2010, 1217
(34), 5501 — 5510.

Zacharova, J., Ungvarska Malucka, L.
Biologically active substances in Cordyceps (Fr.)
Link medicinal mushrooms. Folia Pharmaceutica
Cassoviensia, 2020, 2 (2), 70 — 78.

Zhang, J., Zhong, X., Li, S., Zhang, G., Liu,
X.: Metabolic characterization of natural and cultured
Ophicordyceps sinensis from different origins by H-1
NMR spectroscopy. J. Pharm. Biomed. Anal., 2015,
115,395 - 401.

Zhang, W., Li, J., Qiu, S., Chen, J., Zheng,
Y.: Effects of the exopolysaccharide fraction (EPSF)
from a cultivated Cordyceps sinensis on immunocytes
of H22 tumor bearing mice. Fitoterapia, 2008, 79 (3),
168 — 173.

Zheng,

H., Maoqing, Y., Liqiu, X.

Wenjuan, T., Liang, L., Guolin, Z.: Purification and

2

characterization of an antibacterial protein from the
cultured mycelia of Cordyceps sinensis. Wuhan Univ.
J. Nat. Sci., 2006, 11, 709 — 714.

Zhou, X., Gong, Z., Su, Y., Lin, J., Tang, K.:
Cordyceps fungi: natural products, pharmacological
functions and developmental products. J. Pharm.
Pharmacol., 2009, 61 (3), 279 — 291.

39



FOLIA PHARMACEUTICA CASSOVIENSIA, IV, 1: 40 — 55, 2022

VPLYV BIOAKTIVNYCH LATOK Z TRIBULUS TERRESTRIS L.
NA HLADINU CHOLESTEROLU

THE EFFECT OF BIOACTIVE SUBSTANCES FROM TRIBULUS TERRESTRIS L.
ON CHOLESTEROL LEVEL

Semanova, Radoslava'; Eftimova, Jarmila’; Megyesy Eftimova, Zuzana’

Lekarenn VUSCH, Ondavska 8, 040 11 Kosice
*Katedra farmaceutickej technoldgie, farmakognozie a botaniky
Univerzita veterinarskeho lekarstva a farmécie v KoSiciach Komenského 73, 041 81 Kosice
3Stredna zdravotnicka $kola, Farskd 23, 950 50 Nitra
Slovenska republika

jarmila.eftimova@uvlf.sk

ABSTRAKT

Castym sprievodnym javom pri farma-
koterapii dyslipoproteinémii je vyskyt neZia-
ducich ucinkov, ktory moZe viest’ k preruSeniu
liecby a non-compliance zo strany pacienta.
Ciel’om komparacnej Studie bolo u pacientov s
dyslipoproteinémiou poc¢as 8 mesiacov sledovat’,
ako ovplyviiuje hladiny lipidového profilu
v skupine HYP a
pravidelné uZivanie zaparu z kotvi¢nika zemného
(Tribulus terrestris L.) v skupine KOT. Do §tidie

boli zaradeni 30 probandi, Klasifikovani ako

liecba hypolipidemikami

pacienti s nizkym kardiovaskularnym rizikom,
dispenzarizovani a lieCeni pre ochorenie Stitnej
ZPazy v sukromnej endokrinologickej a internej
ambulancii v KoSiciach. V kazdej skupine HYP
a KOT bolo 15 probandov (13 Zien a 2 muzi) s
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priemernym vekom 61 rokov. Probandom sa
raz mesacne stanovil celkovy a LDL cholesterol,
HDL cholesterol,
sa medzi skupinami navziajom porovnavali. Na

triacylglyceroly, a hodnoty
stanovenie jednotlivych parametrov boli pouZité
enzymatické farebné testy na kvantitativne
stanovenie cholesterolu, LDL cholesterolu, HDL
cholesterolu a triacylglycerolov v Tludskom
sére a plazme pomocou analyzatora Beckamb
Coulter AU-analysinstrument. V skupine HYP
doSlo u pacientov liecenych hypolipidemikami
k poklesu hladin celkového cholesterolu o 20,87
% LDL cholesterolu o 25,9 %; HDL cholesterolu
o 0,23 % a triacylglycerolov o 24,94 %. Z 15
pacientov sme iba u 8 zaznamenali zvySenie
hladin antiaterogenného HDL cholesterolu o
15,75 %. V skupine probandov KOT, ktori uzivali
zapar z Kkotviénika zemného, poklesli hodnoty



priemernych hladin celkového cholesterolu o 9,09
% ; LDL cholesterolu o 11,05 %; HDL cholesterolu
0 3,04 % a triacylglycerolov o 18,97 %. Pokles
hodnot celkového a LDL cholesterolu, TG moéZeme
hodnotit’ pozitivne a poukazuje na pozitivny
ucinok zaparu z kotviénika zemného na faktory,
ktoré ovplyviiuju hypercholesterémiu. Naopak,
pokles priemernej hladiny HDL cholesterolu nie
je pre pacienta Ziaduci. Z hPadiska aterogenity
mozZeme u 6 pacientov v skupine pozitivne hodnotit’
narast priemernych hladin HDL cholesterolu
0o 8,39 %; aj ked’ porovnavanim so skupinou
HYP nie je narast vyrazny. Prave narast HDL
cholesterolu ma vyznamnu tlohu pri inhibicii
procesov aterogenézy, pri reverznom transporte
cholesterolu z periférnych buniek do pecene a
ochranuje cievy. Aj napriek tomu, Ze v nasej Stadii
iSlo len o maly subor pacientov, su dosiahnuté
vysledky s ohPadom na vyuZitie rastliny Tribulus
terrestris povzbudivé. Doélezité je zistenie, Ze u
pacientov sme nezaznamenali neZiaduce ucinky.
Vyuzitie c¢ajoviny, extraktu alebo vyZivového
doplnku z Kkotviénika zemného ako adjuvans
moZe byt vhodnou vol’bou v kombinacii k liecbe
statinmi a fibratmi.

KPlucové slova: dyslipoproteinémia; celkovy
cholesterol; HDL cholesterol; LDL cholesterol;
triacylglycerol; Tribulus terrestris

ABSTRACT

A frequent concomitant of dyslipoproteinemia
pharmacotherapy is the occurrence of adverse
effects, which can lead to discontinuation of
therapy and non-compliance by the patient. The
aim of the comparative study was to observe in
patients with dyslipoproteinaemia for 8 months
how the treatment with hypolipidaemic drugs
in the HYP group and regular use of Tribulus
terrestris L. in the KOT group affects lipid profile
levels. The study included 30 probands, classified
as patients with low cardiovascular risk, dispensed

and treated for thyroid disease in a private
endocrinology and internal medicine outpatient
clinic in KoSice. There were 15 probands in each
HYP and KOT group (13 women and 2 men)
with an average age of 61 years. Total and LDL
cholesterol, HDL cholesterol, and triacylglycerols
were determined to each proband once a month,
and the values were compared between the
groups. Enzymatic colour assays were used to
quantify individual parameters using a Beckamb
Coulter AU-analyzer to quantify cholesterol, LDL
cholesterol, HDL cholesterol and triacylglycerols
in human serum and plasma. In the HYP group,
patients treated with hypolipidemics experienced
a decrease in total cholesterol, LDL cholesterol,
HDL cholesterol and triacylglycerol levels by
20.87 %, 25.9%, 0.23% and 24.94%, respectively.
Out of 15 patients, only 8 patients showed an
increase in antiatherogenic HDL cholesterol
levels by 15.75 %. In the group of KOT probands
taking anemone bitterroot infusion, the mean to-
tal cholesterol, LDL cholesterol, HDL cholesterol
and triacylglycerol levels decreased by 9.09 %,
11.05 %, 3.04 % and 18.97 %, respectively. The
decrease in the values of total and LDL choles-
terol, TG can be evaluated positively and indica-
tes the positive effect of the ground anemone in-
the that affect
cholesterolemia. On the contrary, the decrease in

fusion on factors hyper-
the mean HDL cholesterol level is not desirable
for the patient. From the point of view of
atherogenicity, we can positively evaluate the
increase in mean HDL cholesterol levels by 8.39
% in 6 patients in the group, although comparing
with the HYP group the increase is not significant.
It is the increase in HDL cholesterol that has
an important role in inhibiting the processes of
aterogenesis, in the reverse transport of cholesterol
from the peripheral cells to the liver, and in the
protection of the blood vessels. Even though our
study involved only a small set of patients, the
results obtained are encouraging with regard
to the use of Tribulus terrestris. An important
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finding is that we did not observe adverse effects
in the patients. The use of a tea plant, extract
or nutritional supplement of St. John’s wort as
an adjuvant may be an appropriate choice in
combination with statin and fibrate therapy.

Key words: dyslipoproteinemia;  total
cholesterol; HDL cholesterol; LDL cholesterol;
triacylglycerol; Tribulus terrestris

UvVOD

V sprave o zdravotnom stave obyvatel'stva
Slovenska za roky 2015 — 2020 sa ako najCastejSie
pri¢iny smrti uvadzaju choroby obehovej sustavy,
nadorové ochorenia, choroby dychacej sustavy,
vonkajsie priciny chorobnosti, imrtnosti a choroby
traviacej sustavy. Miera revidovanej Standardizovanej
umrtnosti na choroby obehovej sustavy v roku
2019 dosiahla u muzov hodnotu 434,9 na 100 000
obyvatelov a u zien hodnotu 488,6 na 100 000
obyvatel'ov (URL1, 2021).

V rozvinutych $tatoch sveta patria kardiovasku-
larne ochorenia (KVO) k hlavnym pri¢indm umrt-
nosti. Jednym z najdolezitejSich rizikovych fakto-
rov KVO je dlhodoby vysoky prijem cholesterolu
prostrednictvom potravin (Kolari¢, Simko, 2021).
Nadmerna akumuladcia cholesterolu v rdznych
tkanivach a organoch zohrava rozhodujucu tlohu
aj v patogenéze cukrovky, chronického ochorenia
obli¢iek, chordb pecene, Alzheimerovej choroby,
osteoporozy, osteoartritidy, dysfunkcie hypofyzy a
Stitnej zl'azy, poruchy imunity a COVID-19 (Song a
kol., 2021).

Celosvetovy narast epidémie obezity je
sprevadzany vyraznym narastom aterosklerotickych
kardiovaskularnych ochoreni. K hlavnym rizikovym
faktorom  kardiovaskularnych  ochoreni  patri
hypercholesterolémia. Rozhodujicu tlohu vo vyvoji
a progresii aterosklerdzy maji poruchy metabolizmu
lipidov, oxida¢ny stres, chronicky zapal a endotelial-
na dysfunkcia (Rong a kol., 2017).

Lipoproteiny v plazme transportuji lipidy do
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tkaniv na vyuzitie ako zdroja energie, produkciu
steroidnych hormonov a tvorbu Zl¢ovych kyselin. V
plazme je Sest’ hlavnych lipoproteinov: chylomikrony,
lipoproteiny s velmi nizkou hustotou (VLDL),
lipoproteiny so strednou hustotou (IDL), LDL,
Lp(a) a HDL. V Kklinickej praxi sa v Standardnom
sérovom lipidovom profile meria koncentracia TC a
HDL-C, ako aj TG. Na zaklade tychto hodnét mozno
odhadnut’ koncentraciu LDL-C (Smernice ESC/EAS
2019; Mach a kol., 2020).

KIacova ulohu pri aterogenéze zohrava retencia
cholesterolu s nizkou hustotou (LDL), cholesterolu
(LDL-C) a

cholesterol (Apo)B v arterialnej stene (Ference a

inych lipoproteinov bohatych na
kol., 2017). Najvyssia koncentracia LDL-receptorov
sa nachadza v peceni, nadoblickach a gonadach,
kde je metabolizmus cholesterolu najintenzivne;jsi.
cholesterol sa

Nadbyto¢ny, neutilizovany

transportuje  HDL, za spolup6sobenia proteinu
transportujiiceho estery cholesterolu (CETP) spat
do pecene. Porucha LDL-receptorov vedie k
poruche regulacie metabolizmu cholesterolu a jeho
hromadeniu v plazme a zohrava kl'ucova ulohu v
procese aterogenézy. Lp(a) Ciastocne sutazi s LDL
o vizbu na LDL-receptory, ¢im brani katabolizmu
LDL-receptorovou cestou a zvySuje ich aterogenitu
ako rizikového faktora v plazme (Oravec, 2011).

Z mnohych klinickych studii vyplynulo, Ze ¢im su
nizsie hodnoty LDL-C, tym sa znizuje riziko buducich
kardiovaskularnych (KV) prihod. Zvysené hodnoty
LDL-C su kauzalne spojené s aterosklerotickou
kardiovaskuldrnou chorobou (ASCVD). Najviac
znizuje KV prihody znizovanie LDL castic a
inych lipoproteinov obsahujucich ApoB. U Tludi
s vysokou hladinou TG, Diabetes mellitus (DM),
obezitou, metabolickym syndrémom a vel'mi nizkou
hladinou LDL-C sa na posudenie rizika odporuca
analyza ApoB. Plazmaticka koncentracia TG odraza
koncentracie cirkulujucich lipoproteinov bohatych
na TG obsahujucich ApoB (ESC/EAS 2019; Mach a
kol., 2020).

Ludia s vyssimi koncentrdciami lipoproteinov

obsahujucich ApoB v plazme zadrziavaji viac Castic



a rychlejSie hromadia lipidy, ¢o méd za nasledok
rychlejsi rast a progresiu aterosklerotickych plakov
(Boren, Williams, 2016).

HDL je protektivny faktor, ktory brani rozvoju
koronarnej insuficiencie, degenerativnemu atero-
sklerotickému poskodeniu ciev a antagonizuje ucin-
ky aterogénnych lipoproteinov LDL, B-VLDL,
VLDL a Lp(a). HDL tvori sucast transportného
systému s CETP pre transport EC z periférie (bunky
arterialnej steny, lipoproteinové membrany) do
pecene ako reverzny transport cholesterolu (Oravec,
2011).

Pravidelnd pohybova aktivita zvySuje hladinu
HDL cholesterolu a stéasne znizuje koncentraciu
celkového cholesterolu a triacylglycerolov. Z
diétnych opatreni sa odporuca obmedzit celkovy
prijem tukov, menej ako 300 mg cholesterolu denne,
sacharidov, zvysit’ dennu spotrebu vldkniny na 25 —
40 g, alkoholu 20 — 30 g u muzov a 10 — 20 g u zien
(Soucek, 2016).

Na hodnotenie celkového kardiovaskularneho
systtm SCORE

(Systematic Coronary Risk Estimation), ktory je

rizika sa odporuca pouzivat
zalozeny na velkych, reprezentativnych eurdpskych
kohortach a suboroch udajov, a pretoze je relativne
jednoduché ho rekalibrovat’ na pouzitie v rdéznych
populaciach tpravou o sekularne zmeny v tmrtnosti
na KVO a prevalencie rizikovych faktorov. Systém
odhadu rizik SCORE méze pomdct pri prijimani
logickych manazérskych rozhodnuti a moéze pomoct’
vyhnit' sa nedostato¢nej alebo nadmernej liecbe
(URL2, 2021).

Aterosklerézu dokdzeme ovplyvnit medika-
mentéznou liecbou, hlavne hypolipidemicka liecba
vedie k nizSiemu poctu klinickych prihod u pacien-
tov uz s rozvinutou ateroskler6zou (Townsend a
kol., 2015). Najcastejsie
cholesterolémie pouzivaju lieky zo skupiny statinov,

sa na liecbu hyper-

ktoré vykazuju vysokt UCinnost’ pri znizovani
sérovej koncentracie celkového a LDL cholesterolu.
Statiny st pacientami dobre tolerované, s nizkym
vyskytom klinicky zavaznych neziaducich ucinkov.

Riziko interakcii a zavaznych neziaducich ucinkov

(poskodenie pecene a periférna neuropatia) vznika u
pacientov polymorbidnych, starSich, s metabolickym
syndromom, diabetom a hepatdlnym poskodenim
(Lasanova a kol., 2007).
Vzhl'adom k tomu,
dyslipoproteinémii sa vyskytuju neziaduce ucinky,

ze pri farmakoterapii
hladaju sa alternativne sposoby adjuvantnej terapie
pomocou lieCivych rastlin. V experimentalnej $tadii
sme si ako modelov lie€ivi rastlinu vybrali kotvicnik
zemny (Tribulus terrestris L.) (Zygophyllaceae),
jednoroénu plaziva bylinu rasticu v Cine, Indii,
Japonsku a Koérei. Obsahuje saponiny, alkaloidy a
flavonoidy (Zheng, 2017; Tian a kol., 2019; 2021).
Z rastliny bolo izolovanych 108 druhov steroidnych
saponinov (Zhu a kol., 2017). Tribulus terrestris L.
sa pouziva na liecbu zapalov, kardiovaskularnych a
cerebrovaskularnych ochoreni, rakoviny, oxidacného
stresu, hormonalnej nerovnovahy, poskodenia svalov
a inych ochoreni (Tian a kol., 2019; 2021).

Cielom komparacnej sStadie bolo sledovat’ vplyv
pravidelného uzivania zaparu z kotvi¢nika zemného
(Tribulus terrestris L.) na hladinu celkového
cholesterolu, LDL cholesterolu, HDL cholesterolu a
triacylglycerolov u pacientov s dyslipoproteinémiou
a porovnat ich so skupinou pacientov, ktori boli

lieCeni hypolipidemikami.
MATERIAL A METODY

Do komparacnej Stadie sme zaradili 30 pacientov,
ktori boli dispenzarizovani a lieCeni pre ochorenie
Stitnej zl'azy v sukromnej endokrinologickej a interne;j
ambulancii v KoSiciach. Na zdklade vstupného
vySetrenia internistom boli pacienti klasifikovani
ako pacienti s nizkym kardiovaskularnym rizikom.
U jedincov s nizkym rizikom sa moze zvazit' ciel'o-
va hodnota LDL-C < 3,0 mmol.I"" (< 116 mg.dl).
U nefajciarov ma byt celkovy cholesterol (TC) < 4
mmol.I'" (<_155mg.dl"), tlak< 120 mmHg (Smernice
ESC/EAS 2019; Mach a kol., 2020). Vsetci probandi
mali celkovy cholesterol vyssi ako 5 mmol.l"! a boli
rozdeleni do dvoch skupin. Do $tadie sme nezaradili
tehotné Zzeny, doj¢iace matky, pacientov s hepatalnou
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insuficienciou a pacientov s tazkymi metabolickymi
ochoreniami. Pocas sledovaného obdobia (oktober
2017 az maj 2018) probandi nezmenili stravovacie
navyky a ani zivotny $tyl.

Prvu skupinu ,,HYP* tvorilo 15 pacientov vo veku
od 45 — 68 rokov, ktori boli lie¢eni hypolipidemikami
fibratmi

celkového poctu probandov bolo 13 Zien a 2 muzi a

(statinmi, resp. ich kombinaciou). Z
ich priemerny vek bol 61 rokov.

Druht skupinu ,,KOT* tvorili 15 probandi vo veku
47 — 76 rokov, ktori nesuhlasili s farmakologickou
liecbou  hyperlipoproteinémie  a  preferovali
nefarmakologicky postup. Z celkového poctu bolo
13 Zien a 2 muzi a ich priemerny vek bol 61 rokov.
Z navrhovanych alternativnych moZznosti (Arterin,
hliva ustricovita, omega 3-mastné kyseliny, kotvicnik
zemny a iné) si probanti zvolili uzivanie zaparu (Caju)
z kotvi¢nika zemného (,,Kotvi¢nik* vyrobca SOLIA,
spol. s. 1. 0., Ceska republika) po dobu 8 mesiacov.
Podla odportcani uvadzanych v pribalovom letdku
uzivali probandi 1x denne zapar pripraveny z 1g
drogy zaliatej 250 ml vriacej vody a vylthovany 10

minut.

Odber krvi a priprava séra

Odber zilovej krvi sa vykondval raz mesacne v
obdobi oktdber 2017 azmaj 2018 v endokrinologicke;j
ainternej ambulancii v Kosiciach. Odber sa realizoval
vzdy rano nala¢no za Standardnych podmienok (deni
pred odberom lahka strava s vylacenim prijmu
zivocisnych tukov a odportcalo sa 12 az 14-hodino-
vé la¢nenie). Pacienti mohli uzit' iba vodu alebo
bezkalorické tekutiny. Zilova krv sa odoberala z
kubitalnej jamky pomocou ihly v mnozstve 10 ml do
sterilnych vacutainerovych skimaviek. Krvné vzorky
sa nasledne pri izbovej teplote centrifugovali. Sérum
sa oddelilo od sedimentu a nasledne sa analyzovalo.

V ramci hodnotenych laboratornych parametrov
sa stanovoval celkovy cholesterol, HDL cholesterol,
LDL cholesterol a triacylglyceroly. Na stanovenie
jednotlivych parametrov boli pouzité enzymatické
kvantitativne  stanovenie

farebné testy na

cholesterolu, LDL cholesterolu, HDL cholesterolu a
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triacylglycerolov v 'udskom sére a plazme pomocou
analyzatora Beckamb Coulter AU-analysinstrument.

Pomocou tabulkového procesora Microsoft
Excel 2003 sme vypocitali priemerny vek pacientov,
priemerné hladiny celkového cholesterolu, LDL
cholesterolu, HDL cholesterolu a triacylglycerolov

pri vstupnom a vystupnom vysetreni.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Vysledky ziskané z osemmesacnej komparacnej
Studie, ktora sa vykonavala na 30 dispenzarizovanych
pacientoch, liecenych pre ochorenie Stitnej zlazy v
sukromnej endokrinologickej a internej ambulancii
v Kosiciach uvaddzame v tabulkach (vid’ tab. 1 —
2) a grafoch (vid' graf 1 — 4). Hladiny celkového
cholesterolu, LDL cholesterolu, HDL cholesterolu a
triacylglycerolov vyjadrené v mmol.l"!, pred lie¢bou
a po liecbe hypolipidemikami v skupine pacientov
HYP uvadzame v tabulke 1.

Z tabulky 1 vyplynulo, Ze po lieCbe hypo-
lipidemikami poklesli priemerne hodnoty hladin
celkového a LDL cholesterolu, triacylglycerolov.
Hodnoty hladin HDL cholesterolu zostali nezmene-
né (1,48 mmol.l"). Pri hodnoteni vystupnych hod-
ndt jednotlivych ukazovatel'ov pacientov jednotlivo
sme zistili, ze v dvoch pripadoch doslo k narastu
hodnét celkového a LDL cholesterolu. V dvoch
pripadoch doslo k narastu hodnét iba triacylglycero-
lov. V siedmych pripadoch doslo k poklesu hodnot
HDL, ¢o je z hladiska uspesnosti liecby neziaduce.
Naopak, u oOsmich pacientov doslo k zvySeniu
hladin HDL cholesterolu z 1,46 na 1,62 mmol.l"", ¢o
predstavuje narast o 15,75 %. Ked’ze HDL inhibuje
procesy aterogenézy, mézeme jeho narast hodnotit
pozitivne.

Hladiny celkového a LDL cholesterolu, HDL
cholesterolu a triacylglycerolov v skupine KOT pred
a po uzivani zaparu z kotvi¢nika zemného uvadzame
v tabul’ke (vid’ tab. 2).

V skupine pacientov KOT doslo k poklesu
priemernych hodnét hladiny celkového choles-
terolu, LDL cholesterolu, HDL cholesterolu a



Tab. 1: Hladiny cholesterolov a triacylglycerolov v skupine HYP

CELKOVY LDL HDL TRIACYL -
CHOLESTEROL* | CHOLESTEROL* | CHOLESTEROL* GLYCEROLY*
PACIENT (mmol.I'") (mmol.I'") (mmol.I'") (mmol.I'")
vstupné | vystupné | vstupné | vystupné | vstupné | vystupné | vstupné | vystupné
vySetr. vySetr. vySetr. vySetr. vySetr. vySetr. vySetr. vySetr.
Zena, 52 rokov 711 | 439 | 455 | 2,29 136 | *093 | 29 | 258
(Simvastatin)
Zena, 64 rokov 7,04 46 4,18 2,48 2,10 18 0,99 07
(Atorvastatin)
Zena, 68 rokov 704 | 535 | 436 | 286 196 | *199 | 159 | 1,09
(Atorvastatin)
Zena, 59 ro!(ov 7.51 4.89 523 316 133 *1 34 2,1 0,86
(Atorvastatin)
Muz, 64 rokov 6,58 4,49 4,24 2,68 1,62 1,48 1,59 0,72
(Atorvastatin)
Muz, 5‘.' 1’,01.““’ 5,79 4,97 3,44 2,57 1,65 **2,13 1,55 1,25
(kombinacia)
Zena, 58 rollﬁov 5.3 4.9 38 34 113 **1 18 0,85 0,79
(Atorvastatin)
Zena, 61 rokov 6,1 *6,3 4,4 *45 098 | **127 | 156 1,42
(Atorvastatin)
Zena, 66 rokov 7,2 5,2 4,8 3,2 161 | **1,79 | 158 1,37
(Atorvastatin)
Zena, 64 rokov
(fenofibrét) 63 4,7 4,4 3.2 1,17 1,05 2,09 2,32
Zena, 45 rokov 6,6 42 43 25 157 142 161 0,84
(Atorvastatin)
Zena, 61 rokov 70 68 49 47 146 141 | 138 | 140
(Atorvastatin)
Zena, 66 ro!(ov 5.8 47 3,9 33 1,24 1,19 2,94 1,28
(Atorvastatin)
Zena, 68 ro!(ov 72 5.45 442 242 185 *%1 93 1,88 1,61
(Atorvastatin)
PRIEMERNA
HLADINA 6,52 5,16 4,31 3,20 1,48 **1,48 1,75 1,31
POKLES
V % 20,87 25,90 0,23 24,94
PRIEMERNA e
HLADINA 1,46 1,62
NARAST e
v % 15,75

*  gervenou su zvyraznené hodnoty vo vsetkych hodnotenych parametroch po liecbe hypolipidemikami, ktoré vykazuji

zhorSenie

** modrou st zvyraznené hodnoty HDLcholesterolu po lie¢be hypolipidemikami, ktoré vykazuji zlepSenie
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Tab. 2: Hladiny cholesterolov a triacylglycerolov v skupine KOT

CELKOVY LDL HDL TRIACYL -
CHOLESTEROL* | CHOLESTEROL* | CHOLESTEROL* GLYCEROLY*
PACIENT (mmol.I"") (mmol.I'") (mmol.I'") (mmol.I'")
vstupné | vystupné | vstupné | vystupné | vstupné | vystupné | vstupné | vystupné
vySetr. vySetr. vySetr. vySetr. vySetr. vySetr. vySetr. vySetr.
Muz, 63 rokov 4,4 10,3 2,7 838 0,7 *0,92 7,95 *19,7
Muz, 76 rokov 7,1 59 54 43 1,22 1,02 2,06 2,06
Zena, 47 rokov 7,3 6,9 4,6 4,3 1,63 *%1,87 3,42 2,95
Zena, 64 rokov 6,3 4.3 4,5 2,7 1,42 *%1,42 0,84 1,05
Zena, 52 rokov 6,9 8,2 53 6,1 1,25 *%1,32 1,90 1,51
Zena, 60 rokov 6,8 6,9 4,6 4,8 1,73 1,60 1,29 1,12
Zena, 61 rokov 6,2 6,8 4,2 4,7 1,32 **1,41 1,72 1,40
Zena, 61 rokov 6,1 6,1 4,1 41 1,59 **1,47 1,56 1,83
Zena, 74 rokov 6,3 6,4 4.4 4,6 1,37 **1,43 1,40 1,10
Zena, 69 rokov 8,0 53 54 3,3 1,88 1,61 2,61 1,10
Zena, 66 rokov 6,5 5,9 4,5 3,8 1,49 1,38 2,73 2,00
Zena, 58 rokov 6,8 7,1 4,9 52 1,36 1,35 1,93 1,57
Zena, 63 rokov 7,2 51 5,0 3,0 1,83 1,73 1,82 1,41
Zena, 49 rokov 5,48 5,50 2,76 3,2 1,59 *%1,82 2,48 1,65
Zena, 47 rokov 6,19 4,30 3,59 2,16 2,02 1,61 1,28 1,16
PIIIJIEXIDEI:EIZA 6,66 6,05 4,52 4,02 1,55 1,50 1,93 1,57
PO\E( :/:)ES 9,09 11,05 3,04 18,97
PRIEMERNA Las | s
NARAST 839

* Cervenou su zvyraznené vysledky po uzivani zaparu, ktoré v porovnani s vysledkami pred liecCbou vykazuju

zhorSenie

X pacient po uzivani ¢aju nebol zahrnuty do hodnotenia kvoli vyraznému zvySeniu hladin sledovanych faktorov
** modrou su zvyraznené vysledky pred a po uzivani Caju, ktoré v porovnani s vysledkami pred lieCbou vykazuji

zlepSenie

triacylglycerolov (vid’ tab. 2). Z hladiska uspesnosti
lieCby dyslipoproteinémie nie je pokles hladiny
antiaterogenného HDL u pacienta ziaduci. Ak
hodnotime vstupné a vystupné hodnoty sledovanych
ukazovatelov pacientov samostatne, potom u
niektorych pacientov doslo k narastu niektorych

hodnét. Do hodnotenia sme nezahrnuli probanda,
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u ktorého doslo k vyraznému zvySeniu hladin
celkového a LDL cholesterolu, HDL cholesterolu
a triacylglycerolov. V Siestich pripadoch doslo k
zvySeniu priemernych hladin HDL cholesterolu z
1,43 mmol.I"! na 1,55 mmol.l", ¢o je narast o 8,39
%. Z hladiska inhibicie procesu aterogenézy mozeme

narast HDL cholesterolu hodnotit’ pozitivne.




Graf 1: Priemerné hladiny celkového cholesterolu u oboch sledovanych skupin

Bl Priemerna hladina pred liegbou alebo uZivanim zaparu

B Priemerna hladina po lie¢be alebo uZzivanim zéparu
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Graf 2: Priemerné hladiny HDL cholesterolu u oboch sledovanych skupin
B Priemerna hladina pred lie¢bou alebo uZivanim zaparu
B Priemerna hladina po lie¢be alebo uZivanim zéparu
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Komparacia hodndt laboratéornych parametrov
medzi skupinami HYP a KOT

Sérova hladina celkového cholesterolu

Sérova hladina celkového cholesterolu je podla
referenéného rozmedzia laboratoria v rozmedzi
2,8 mmol.I"' — 5,2 mmol.I''. V skupine HYP bola

priemernd hladina celkového cholesterolu pred
lie¢bou 6,52 mmol.I"! a po liecbe hypolipidemikami
doslo k poklesu hodnoty na 5,16 mmol.l"!, ¢o je
pokles 0 22,87 %. V skupine KOT sme zaznamenali
priemernu hladinu celkového cholesterolu pred
uzivanim zaparu z kotvi¢nika zemného 6,66 mmol.l!

a po pravidelnom uzivani 6,05 mmol.l!, ¢o je pokles
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Graf 3: Priemerné hladiny LDL cholesterolu u oboch sledovanych skupin

Bl Priemerna hladina pred liegbou alebo uZivanim zaparu

B Priemerna hladina po lie¢be alebo uZzivanim zéparu
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Graf 4: Priemerné hladiny triacylglycerolov u oboch sledovanych skupin

B Priemerna hladina pred liegbou alebo uZivanim zaparu

B Priemerna hladina po lie¢be alebo uzivanim zéparu
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0 9,09 % (vid graf 1). Ak porovnavame pokles
priemernej hladiny celkového cholesterolu medzi
skupinami HYP a KOT, potom vyraznejsi pokles
nastal v skupine HYP.
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Sérova hladina HDL cholesterolu

Podla referen¢ného rozmedzia laboratdria je
sérova hladina HDL cholesterolu vac¢sia ako 1,04
mmol.I". V skupine HYP bola priemerna hladina
HDL cholesterolu pred liecbou 1,48 mmol.I'! a po
liecbe hypolipidemikami poklesla na 1,47 mmol.l";



¢o je pokles 0 0,23 %. V skupine KOT bola priemerna
hladina HDL cholesterolu pred uzivanim zaparu
z drogy kotviénika zemného 1,55 mmol.l' a po
ukonceni $tudie bola 1,50 mmol.l"}; ¢o je pokles o
3,04 % a predstavuje zdravotné riziko pre pacienta
(vid* graf 2). Ak porovnavame pokles priemernej
hladiny HDL cholesterolu medzi skupinami HYP a
KOT, potom vyraznejsi pokles nastal v skupine KOT.

Sérova hladina LDL cholesterolu

Sérova hladina LDL cholesterolu je podla
referenéného rozmedzia laboratoria < 3,0 mmol.l".
V skupine HYP bola priemernd hladina LDL
cholesterolu pred lie¢bou 4,31 mmol.I"! a po liecbe
hypolipidemikami doSlo k poklesu hodndt na 3,2
mmol.I"! ; ¢o znamena pokles o 25,9 %. V skupine
KOT bola vstupna priemerna hladina LDL choleste-
rolu pred uzivanim zdparu z kotvi¢nika zemného
4,52 mmol.I"" a po ukonceni $tidie bola priemerna
hladina LDLcholesterolu4,02 mmol.I''; ¢o predstavuje
pokles o 11,05 % (vid’ graf 3). Pri porovnavani
hodnot priemernej hladiny LDL cholesterolu medzi
skupinami HYP a KOT sme zaznamenali vyraznejsi

pokles v skupine HYP.

Sérova hladina triacylglycerolov

Sérova hladina triacylglycerolov je podla
referencného rozmedzia laboratoria mensSia ako
< 1,7 mmol.I'". V skupine HYP bola priemerna
hladina TAG pred liecbou 1,75 mmol.I"" a po liecbe
hypolipidemikami 1,31 mmol.I''; ¢o predstavuje
pokles 0 24,94 %. V skupine KOT bola priemerna
hladina TAG pred uzivanim zéparu z kotvi¢nika
zemného 1,93 mmol.I' a po ukonceni $tudie bola
priemerna hladina TAG v tejto skupine 1,57 mmol.1"';
¢o je pokles o 18,97 % (vid’ graf 4). Pri porovnavani
hodnét priemernej hladiny TAG medzi skupinami
HYP a KOT sme zaznamenali vyraznejsi pokles v
skupine HYP.

Ak  porovnavame  navzajom  UspeSnost
farmakologickej liecby v skupine HYP a adjuvantne;j
liecby v
hladiny celkového a LDL cholesterolu, TAG, potom

skupine KOT, poklesom priemernej

vysledky nasved¢uju tomu, ze v skupine HYP doslo
k ich vyraznému poklesu. V skupine KOT oproti
skupine HYP doslo k vyraznejSiemu poklesu hodnot
priemernej hladiny HDL cholesterolu, ¢o z hl'adiska
inhibicie procesov aterogenézy nie je ziaduce (vid’
tab.1 a grafy 1 —4).

Hodnoty celkového a HDL cholesterolu, LDL
cholesterolu a triacylglycerolov su ovplyvilované
rizikovymi faktormi. Vek, pohlavie a niektoré

genetické faktory su neovplyvnitelné faktory.
Vyrazny vplyv na hodnoty cholesterolu maja
ovplyvnitelné faktory ako hyperlipoproteinémia
(hypercholesterolémia,  hypertriacylglycerolémia),
fajcenie a arterialna hypertenzia (Oravec, 2011).

tabul’ka
rizika pre eurdpske populacie s vysokym rizikom
(SCORE)

desatro¢né riziko smrtelnych kardiovaskuldrnych

Systematicka odhadu koronarneho

kardiovaskuldrnych  ochoreni udava
ochoreni v populacii na zaklade rizikovych faktorov:
vek, pohlavie, fajCenie, systolicky krvny tlak a
celkovy cholesterol. Najsilnejsim faktorom celkového
KV rizika je vek, ktory mozno povazovat za ,.Cas
vystavenia“ rizikovym faktorom. Zarovein plati, Ze u
'udi, ktori prestanu faj¢it’, sa kumulativne riziko znizi
na polovicu za relativne kratky cas (Smernice ESC/
EAS 2019; Mach a kol., 2020).

Z probandov sme vytvorili dve skupiny HYP a
KOT tak, aby sme ¢iasto¢ne eliminovali pohlavie a
vek. V kazdej skupine bolo pol5 pacientov (13 Zien
a 2 muzi) s priemernym vekom 61 rokov. V skupine
HYP boli pacienti vo veku 45 — 68 rokov a KOT boli
vo veku 47 — 76 rokov. Aj ked” vekovy priemer bol
v oboch skupinach rovnaky, v druhej skupine boli
dvaja probandi viac ako 70-ro¢ni.

HYP v
laboratérnych parametrov doslo u pacientov lieCenych

V  skupine ramci  hodnotenych
hypolipidemikami k poklesu hladin celkového
cholesterolu o 20,87 %; LDL cholesterolu o 25,9
%; HDL cholesterolu o 0,23 % a triacylglycerolov
0 24,94 % (vid tab. 1 a grafy 1 — 4). V sucasnosti
existuje dostatoéné mnozstvo stadii, ktoré potvrdzuju
pozitivny vplyv hypolipidemik na celé spektrum
lipidov, a preto sme tento pokles hladin ocakavali.
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Z 15 pacientov sme iba u 8 pacientov znamenali
zvySenie hladin antiaterogenného HDL cholesterolu
0 15,75 % (vid’ tab. 1).

Prave HDL cholesterol ma vyznamnu tlohu pri
inhibicii procesov aterogenézy a zohrava hlavnu
ulohu pri reverznom transporte cholesterolu z
periférnych buniek do pecCene. Ochranuje cievy
pred presytenim cholesterolom za pomoci CETP
a LCAT (lecitin :
ktorymi vytvara funkéné komplexy. Vyznamny

cholesterol acyltransferazy), s
je vplyv HDL na endotelovii bunku, tvorbu
vazoaktivnych hormoénov, hlavne prostaglandinov.
Stimuluje tvorbu prostcyklinu (PGI2), ktory svojim
vazodilataénym, antiagregaénym a antiaterogennym
vplyvom zabezpeCuje homeostdzu v cieve. Tlmi
proces aterosklerdzy, uvolniovania tromboxanu A2
z endotelovych buniek, ktory ma vasokonstrikéné,
tromboagregacné a aterogenné ucinky (Oravec,
2011).

V klinickej praxi sa v primarnej a sekundarnej
prevencii kardiovaskularnych ochoreni najcastejsie
pouzivaju statiny. Vyznacuju sa vysokou ucinnostou
pri znizovani sérovej hladiny celkového a LDL
HDL,
antiflogistick¢é ucinky a priaznivo

cholesterolu, zvySuju hladiny vykazuju
pleiotropné,
ovplyviiuju endotelova dysfunkciu (Lasanova a kol.,
2005).

Statiny znizuju syntézu cholesterolu v peceni
tym, Zze inhibuju enzym HMG-CoA reduktazu,
ktora obmedzuje rychlost’ biosyntézy cholesterolu.
ZnizZenie intracelularneho cholesterolu podporuje
zvySenu expresiu LDL receptora na povrchu
hepatocytov, ¢o vedie k zvySenému prijmu LDL z
krvi a znizeniu plazmatickych koncentracii LDL a
inych lipoproteinov obsahujucich ApoB, vratane
lipoproteinov bohatych na TG castic (Smernice ESC/
EAS, 2019; Mach a kol., 2020).

Klinické stadie a post hoc analyzy potvrdili
znizenie hladiny cholesterolu a zapalu po liecbe
statinmi (Bohula a kol., 2015).

Z metaanalyzy randomizovanych $tadii vyplynu-
lo, ze Ucinky liecby statinmi zavisia od absolutneho
znizenia LDL-C, od vychodiskového rizika ASCVD
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a su nezavislé od vsetkych znamych rizikovych
faktorov vratane veku. Liecba statinmi sa odporuca
na primarnu prevenciu podl'a miery rizika u starSich
Pudi vo veku menej ako 75 rokov. U pacientov s T2
DM s velmi vysokym rizikom sa odporti¢a znizenie
LDL-C o > 50 % oproti vychodiskovej hodnote a
cielova hodnota LDL-C < 1,4 mmol.I"' (< 55 mg.dl").
U pacientov s T2 DM s vysokym rizikom sa odporu-
¢a znizenie LDL-C o > 50 % oproti vychodiskove;j
hodnote a cielova hodnota LDL-C < 1,8 mmol.]"!
(< 70 mg.dl'"). Statiny sa odportéaji u pacientov s
T1 DM s vysokym alebo vel'mi vysokym rizikom.
Ak sa ciel nedosiahne, mala by sa zvazit' kombinacia
statinu s ezetimibom. U jedincov s vysokou hladinou
TG by sa mal ApoB vzdy povazovat’ za alternativny
rizikovy marker. U jedincov s nizkym rizikom sa
moze zvazit’ cielova hodnota LDL-C < 3,0 mmol.l"!
(< 116 mg.dl'") (Smernice ESC/EAS 2019; Mach a
kol.,2020).

Statiny su urc¢ené na dlhodobu lieCbu pacienta,
preto sa musi zohl'adilovat’ otazka liekovej bezpecnos-
ti a tolerancie. NajCastejSie neziaduce ucinky su
bolesti hlavy, brucha anespavost’. Niekedy sa objavuje
zvysSena aktivita transaminaz bez poSkodenia pece-
ne. Casty je vzostup hladiny kreatinkinazy, spre-
vadzany myoziotidou. U pacientov s diabetom
moéze dojst k znizeniu inzulinovej senzitivity a
prodiabetogénnemu efektu (Olearova, 2015).

Fibraty st agonistami peroxizémovych proli-
feratorom aktivovanych receptorov (PPAR-a, ktoré
posobia prostrednictvom transkripénych faktorov
regulujucich okrem iného rézne kroky v metaboliz-
me lipidov a lipoproteinov. V doésledku ¢oho maju
fibraty dobru ucinnost’ pri znizovani hladin TG
nalacno, ako aj postprandidlnych TG a zvyskov
lipoproteinov bohatych na TG (TRL) ¢astic (Smernice
ESC/EAS 2019; Mach a kol., 2020).

Fibraty znizuju triacylglyceroly (TAG) o 20 —
30 % (podstatnejsia redukcia u pacientov s vysSou
TAG pred liecbou), postprandialne TAG remnantné
lipoproteinové Castice a zvySuju koncentraciu HDL
cholesterolu o 5 — 10 %. Fenofibrat znizuje hladinu
LDL cholesterolu, vedie k redukcii malych denznych



LDL-¢astic 0 50 % (Krahulec a kol., 2013).

Ezetimib inhibuje ¢revnu absorpciu cholesterolu
z potravy a bilidrneho cholesterolu na urovni okraja
creva [interakciou s proteinom podobnym Niemann-
Pickovmu C1 1 (NPCIL1)], bez ovplyvnenia ab-
sorpcie zivin rozpustnych v tukoch. Inhibiciou
absorpcie cholesterolu ezetimib znizuje mnozstvo
cholesterolu dodéavaného do pecene. Ako odpoved
na znizenu dodavku cholesterolu reaguje peceil
zvySenym vyluCovanim LDL z krvi (Smernice ESC/
EAS 2019; Mach a kol.,2020).

Ezetimib pridany k prebiehajtcej liecbe statinom
znizuje hladinu LDL-C o d’alsich 21 — 27 % v porov-
nani s placebom u pacientov s hypercholesterolé-
miou s alebo bez zistenej CHD (Coronary heart
disease). U pacientov s kombinovanou lieCbou
statinu s ezetimibom doslo k priblizne 15 % vicSiemu
znizeniu LDL-C v porovnani s rovnakymi statinmi a
davkami v monoterapii (Morrone a kol., 2012).

Ezetimib sa ukdzal ako u¢inny u pacientov s
DM, pri¢om relativne znizenie rizika bolo o 15 % a
absolutne riziko zniZzenim o 5,5 % (Gliugliano a kol.,
2018).

Pomerné znizenie rizika ASCVD dosiahnuté
znizenim LDL-C (napr. statinom, ezetimibom
alebo inhibitorom PCSK9) zavisi od absolutneho
znizenia LDL-C, pri¢om kazdé znizenie o 1 mmol.1"!
zodpoveda znizeniu ASCVD priblizne o jednu péti-
nu. Nie si zname ziadne neziaduce ucinky velmi
nizkych koncentracii LDL-C [napr. < 1 mmol.I"" (40
mg.dl")] (Smernice ESC/EAS 2019; Mach a kol.,
2020).

Okrem manazmentu farmakologickej lieCby
dyslipidémii st pre pacienta dolezité odporucania
ohl'adom zavedenia zdravého zivotného stylu — ako
moéze zlepsit hladiny lipidov v plazme znizenim
mnozstva nasytenych mastnych kyselin, ako zvysit
mnozstvo funkénych potravin, rastlinnych sterolov a
rozpustnej vldkniny (Berry a kol., 2012).

V skupine pacientov, ktori si zvolili uzivanie
zéparu z kotviénika zemného (KOT), poklesli
hodnoty priemernych hladin celkového cholesterolu
o 9,09 %; LDL cholesterolu o 11,05 %; HDL

cholesterolu o 3,04 % a triacylglycerolov o 18,97
%. Pokles hodnot celkového a LDL cholesterolu,
TG moézeme hodnotit’ pozitivne a poukazuje na to,
ze zapar z kotvicnika zemného pozitivne posobil
na faktory, ktoré ovplyviuji hypercholesteromiu.
Naopak, pokles priemernej hladiny HDL cholesterolu
predstavuje riziko pre pacienta (vid tab. 2 a grafy 1
— 4). Z hladiska aterogenity je vyznamné zistenie,
ze u 6 pacientov v skupine KOT do$lo k narastu
priemernych hladin HDL cholesterolu o 8,39 %; aj
ked’ porovnanim so skupinou HYP nie je narast tak
vyrazny (vid’ tab. 2).

Za G¢inné obsahové latky v  kotvicniku
zemnom sU povazované steroidné saponiny, hlavne
diosgenin, ktory ma dodlezita tlohu pri zlepSovani
aterosklerotickej progresie v srdci a potlacani
zapalovych medidtorov v peceni a mozgu potkana
Wistar upregulaciou TNF-a, COX-2 a NF-kBp65.
Flavonoidy maju antioxidacny, antibakterialny,
analgeticky, kardiovaskularny ucinok (Tian a kol.,
2021).

Chhatre a kol. (2014) uvadzaju, ze vodny extrakt
z plodov kotviénika zemného v davke 580 g.kg!
znizuje hladinu cholesterolu, triacylglycerolov, LDL
cholesterolu, znizuje aterogénny index a zvySuje
hladinu HDL cholesterolu v krvi.

Klinickymi S$tadiami u 265 zien s DM sa
potvrdilo, Ze podavanie kapsul obsahujucich 500
mg praskového extraktu z rastliny Tribulus terrestris
L. viedlo k zniZeniu glukézy v krvi a k poklesu
celkového cholesterolu a HDL cholesterolu. Zaroven
nebol zisteny signifikantny rozdiel v hladinach HDL
cholesterolu a triacylglycerolov (Samani a kol.,
2016).

Kotvi¢nik zemny zabraiiuje rozvoju aterosklerozy
a ma vyrazny vplyv na kardiovaskuldrny systém.
Spomal’uje srdcovi cinnost, predlzuje diastolu,
zlepSuje krvnu vymenu, rozsiruje cievy a zniZuje
krvny tlak. M4 antikoagula¢né vlastnosti, spomal’uje
zrazanie krvi a znizuje antitrombinovy index.
Stimulaciou sekrécie zalidoCnych stiav zlepSuje
peristaltiku ¢riev a vylu€ovanie zZl¢e a znizuje obsah

cholesterolu v krvi. Na zaklade experimentov bolo
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potvrdené, ze extrakt z kotvi¢nika znizuje aktivitu
angiotenzin konvertujuceho enzymu v aorte, srdci,
pltcach a v oblickach a sposobuje znizenie krvného
tlaku. Kotvi¢nik zemny zvySuje uvolnovanie oxidu
dusnatého (NO) z endotelialnych buniek a nervovych
zakonceni a uvoliuje hladkt svalovinu ciev, ¢o vedie
k zniZzeniu krvného tlaku (Navratilova a Patocka,
2013).

Metanolovy extrakt Tribulus terrestris L. bol
ucinny proti srdcovej ischémii u potkanov, o bolo
potvrdené EKG a analyzami roznych srdcovych
Extrakt
mitogénom aktivovanej signalnej drahy veducej k

biomarkerov. pOsobi  prostrednictvom
prevencii apoptozy pocas ischemického poskodenia
(Reshma a kol., 2019).

U citlivejSich o0sd6b moéze kotvicnik zemny
vyvolat’ problémy s dychanim, pocit tazoby a bolest’
na hrudniku, kozné vyrazky, svrbenie, sCervenanie a
palenie koze, pokles krvného tlaku (Kost'alova a kol.,
2012).

V skupine pacientov HYP dosiahlo 9 pacientov
po liecbe ciel'ové hladiny celkového cholesterolu, ¢o
predstavuje 60 % lieCenych pacientov a 7 pacientov
po liecbe cielové hladiny LDL cholesterolu, co
predstavuje takmer 47 % odliecenych pacientov.

V skupine pacientov KOT dosiahli 2 pacienti po
liecbe cielové hladiny celkového cholesterolu, o
predstavuje 14 % lieCenych pacientov a 3 pacientov
po liecbe cielové hladiny LDL cholesterolu, co
predstavuje takmer 21% lieCenych pacientov. V
porovnani s uzivanim hypolipidemik nie st poklesy
jednotlivych parametrov az také vyrazné, ale nie su
ani zanedbateI'né. Na druhej strane, zaznamenali sme
aj narast hodnot hladin HDL, co je pozitivne zistenie.

Z vysledkov nasej komparacnej studie vyplynulo,
ze pri vSetkych sledovanych faktoroch doslo k
poklesu vstupnych parametrov a zaroven doslo aj k
zvyseniu HDL. Aj napriek tomu, Ze v nasej $tadii islo
len o maly subor pacientov, st dosiahnuté vysledky s
ohl'adom na budticnost’ pouzivania Tribulus terrestris
povzbudivé. Délezité je zistenie, Ze u pacientov sme
nezaznamenali neziaduce ucinky. Vyuzitie ¢ajoviny,

extraktu alebo vyzivového doplnku z kotvicnika
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zemného ako adjuvans mdze byt vhodnou volbou
v kombindcii s lieCbou statinmi a fibratmi. V zavere
je potrebné podotknut’, ze pri celkovom znizeni KV
rizika musime brat’ do ivahy existujtiicu individualnu
variabilitu pacientov na diétnu, medikament6znu
lie¢bu ako aj na uzivanie fytofarmak. Preto je dolezité
uplatiovat’ individudlny pristup k liecbe na zaklade

komunikacie medzi lekarom a pacientom.

ZAVER

Poruchy metabolizmu lipidov su jednym z
najdolezitejsich a ovplyvnitelnych faktorov ich
vzniku. Farmakologicka lieCba hyperlipoproteinémie
je v sucasnosti velmi dobre prepracovand a na
vysokej urovni. Napriek tomu vel'a pacientov stale
CastejSie preferuje nefarmakologické pristupy. Z
nasSich vysledkov vyplynulo, ze d’alSou modalitou
v lie¢be portch metabolizmu lipidov by mohol byt’
aj kotvicnik zemny ako adjuvans k liecbe statinmi
a fibratmi. Okrem vplyvu na hladiny lipidov
(pokles celkového cholesterolu, LDL cholesterolu,
triacylglycerolov a vzostup HDL cholesterolu) sa
nezanedbatelny javi aj vplyv na hladinu glukdzy
(sposobuje jej pokles) a jeho pleiotropné ucinky.
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ABSTRAKT

Uzkostné stavy a poruchy spanku patria
medzi zavazné ochorenia, ktorych prevalencia v
poslednych rokoch ¢oraz viac narasta. V sicasnej
dobe existuju nové terapeutické postupy v liecbe
uzkostnych stavov a poriuch spanku, ktoré sa
vyznacuju vysSou efektivnost’ou, niZSim vysky-
tom neZiaducich ucinkov a celkovo pozitivnejSou
odozvou na terapiu. Cielom predlozenej Studie
bolo vyhodnotit’ preskripciu lie¢ivych preparatov
pouzivanych v terapii uzkostnych ochoreni v 4
lekariiach Karlovarského kraja za referencné
obdobie dvanast’ mesiacov. Z analyzy vyplyva,
Ze najcastejSie predpisovanym lieCivom bol
alprazolam (36,64 %); ktory patri do skupiny
%). V
terapii uzkostnych ochoreni sa najviac vyskytovali

benzodiazepinovych anxiolytik (41,91

diagnozy F41.1 Generalizovana tzkostna po-
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rucha a F40.9 Foébicka uzkostna porucha. V
terapii poruch spanku mali najvysSie zastupenie
preparaty s obsahom lieCiva zolpidemi tartras
(85,72 %). VEasna diagnoza, spravne stanovena
liecba a dodrzZiavanie terapeutického reZimu
st zdkladnymi faktormi urcujicimi uspe$nost’
terapie. V budiucnosti je nevyhnutné hPadat
stale novSie a perspektivnejsie liecebné postupy v
terapii pacientov so spominanymi ochoreniami v
kaZdodennej klinickej praxi.

KPucové slova: poruchy spanku; preskripcia;
tuzkostné stavy; Z-latky; zolpidemi tartras

ABSTRACT
Anxiety and sleeping disorders belong among

serious diseases, the prevalence of which has been
increasing in recent years. Currently, there are



new therapeutic approaches in the treatment
of anxiety and sleeping disorders, which are
characterized by higher efficacy, lower incidence
of side effects and an overall more positive respon-
se to the therapy. The objective of the study was to
evaluate the prescription of medical preparations
used in the therapy of anxiety diseases in 4
pharmacies in the Karlove Vary region for the
reference period of twelve months. The analysis
showed the most frequently prescribed active
substance was alprazolam (36.64 %), which
belongs to the group of benzodiazepine anxiolytics
(41.91 %). In the treatment of anxiety disorders,
the most frequently recorded diagnoses were
F41.1 Generalized Anxiety Disorder and F40.9
Phobic Anxiety Disorder. In the treatment of
sleeping disorders the highest representation had
the preparations containing the active substance
zolpidem tartrate (85,72 %). An early diagnosis,
well-established treatment and adherence to a
therapeutic regimen are the essential factors
determining the success of the therapy. In the
future, it is necessary to look for ever newer and
more promising treatments in the therapy of
patients with these diseases in every day clinical
practice.
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UVOD

V stcasnej dobe trpi uzkostnymi stavmi a
poruchami spanku Coraz vic¢sie percento populacie.
Hlavnou pric¢inou stupajicej tendencie je najmi
stresujuci a nezdravy zivotny Styl. Vznik tizkostnych
stavov a portch spanku sposobuje viacero faktorov,
ako s vrodena predispozicia, psychicka a socidlna
zéataz, neustaly stres, telesné ochorenia, ¢i hormonal-
na nerovnovaha (Pompeli a kol., 2016).

Pre uzkostné poruchy je typicky vyskyt nad-
merného strachu a nasledné vyhybanie sa nadmerne

stresovym situaciam, ktoré sa viazu na urcity objekt

alebo dianie. Uzkostné poruchy mézu mat’ réznu
intenzitu, od miernej nepokojnosti az po rdzne
stavy paniky. Pokial sa ich vyskyt prejavi necakane,
hovorime o spontannej uzkosti, ¢i o spontannej
panike. V inom pripade je mozné ich predvidat, a
vtedy hovorime o situa¢nej alebo fobickej uzkosti, ¢i
panike. Prevalencia uzkostnych poruch sa pohybuje
na urovni dvanast mesiacov, no moze mat aj
celozivotné trvanie (Kessler a kol., 2010).
Primarnym cielom farmakoterapie Uzkostnych
ochoreni je snaha eliminovat uzkostni symp-
tomatolégiu, teda zameranie sa na psychické a
somatické zlozky tuzkosti. Prvym krokom liecby
je zahajenie psychoterapie, tzv. kognitivne-beha-
viordlnej terapie, ktora sa vyuziva u pacientov v
dospelosti, ale aj v detskom veku. V pripadoch, kedy
nedochadza k zlepSeniu priznakov ani zdravotného
stavu pacienta po tejto terapii, byva ¢asto kombino-
vana s farmakoterapiou. Z fyziologického hl'adiska
vedie k priznakom tzkosti a nastupu uzkostnych
stavov nadmernd aktivita serotoninergného a

noradrenergného systému. Naopak, stimulaciou
GABA-ergného systému dochadza k znizeniu stupiia
uzkosti (Kosova a kol., 2010; Kulhan a kol., 2012).

Po spravnom urceni diagnézy su lieCivom prvej
volby inhibitory spédtného vychytavania serotoni-
nu SSRI (3. generacia antidepresiv). Farmakotera-
pia tymito liec¢ivami vykazuje vysoku ucinnost’ pri
liecbe uzkostnych portch a bezpecnost’ z hladiska
zéavislosti. Pri zacati terapie sa javi dolezitd postupna
titrdcia davky, aby sa eliminovalo riziko vyskytu
neziaducich ucinkov. Titracia by mala prebiehat
priblizne do dvoch tyzdinov, kedy déjde k dosiahnutiu
odportcanej terapeutickej davky. Terapeuticky 0ci-
nok medikacie by sa mal zacat’ prejavovat’ niekedy
v obdobi Styroch az Siestich tyzdiiov. Pri nadmer-
nom vyskyte nepriaznivych vedlajSich ucinkov
alebo pri nezaznamenani U¢inku je moznost’ zmeny
medikacie (Williams a kol., 2017).

Po dosiahnuti remisie sa odporica nadvédzovat
na zavedenu liecbu d’alSich 12 az 18 mesiacov od
jej aplikacie. Pri neuspokojivej odpovedi na liecbu
je potrebné v pdvodnej terapii pokraovat’ zvySenim

57



maximalnej odporucanej davky lie¢iva. V pripade
neuspesnej medikacie sa voli moznost” vymenit' da-
né antidepresivum za iné¢ (Prasko a kol., 2008; Ko-
sova a kol., 2010).

V niektorych pripadoch, pri nedostato¢nej alebo
chybajucej odozve, sa zavadza kombinacia lieCiv tej
istej alebo inej kategorie (tricyklické antidepresiva,
benzodiazepiny, thymostabilizatory, betablokatory)
s cielom zosilnenia terapeutického ucinku, ¢i
eliminovania neziaducich u¢inkov (Williams a kol.,
2017).

Poruchy spanku st désledkom nedostatocného
alebo naopak prehnaného mnozstva spanku. Na
rozvoj portich ma vplyv aj dlhodobo nedostato¢na
kvalita spanku (Pisko a kol., 2012). Spéanok tvoria
dva zakladné typy, a to REM spanok (Rapid Eye
Movement ) a non-REM spanok. Fyziologicky
pocas spanku prebieha najprv non-REM faza, po
nej nasleduje REM faza, ktora za fyziologickych
podmienok tvori 25 % vyslednej doby spanku.
Vyznacuje sa aktivitou porovnatelnou bdelému
stavu, zivymi snami, rychlymi pohybmi oc¢i a
sporadickymi zasklbmi urcitych svalovych skupin.
REM faza spanku ma velky vyznam pre fixaciu
informacii do dlhodobej pamidte. Non-REM faza
spanku sa podla jej intenzity a hibky zarad’uje do
Styroch s§tadii (Plchova a kol., 2012; Sebela a kol.,
2019).

V sucasnej praxi sa na terapiu poruch spanku
vyuzivaju tri zakladné metody. Prva sa zaoberd
edukaciou o spankovom cykle, relaxa¢nymi
metddami, upravou spankového rezimu a celkovou
psychickou a spankovou hygienou. Tieto metody sa
pouzivaju bud’ samostatne alebo stGi¢asne s druhou
metddou zameranou na psychoterapiu. Pri netispechu
oboch metéd dochddza k vyuzitiu samotnej
farmakoterapie, ktora zavisi predovsetkym od typu
a zavaznosti insomnie alebo iného spankového
ochorenia (Neubauer a kol., 2018).

V ramci farmakoterapie sa najCastejSie indikuja
hypnotika. Zaklad tspesnej terapie predpoklada
precizne urCenie anamnézy. Pri terapii hypnotikami

je potrebné zvazit dolezitost vyberu spravneho
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lieCiva. V sucasnej dobe zatried'ujeme hypnotika
do troch generacii. Do prvej generacie patria
predovsetkym  barbiturdty a niektoré dalSie
hypnotika z inych farmakoterapeutickych skupin.
Druhu generaciu predstavuju benzodiazepiny a tretiu
generaciu zastupuju tzv. Z-hypnotikd (Vasutova,
2009; Neubauer a kol., 2018). V poslednych rokoch
sa od wuzivania hypnotik prvej generacie dost
odstupilo, z dovodu vyskytu rady neziaducich
ucinkov, intoxikacie, ¢i psychickej a fyzickej za-
vislosti. Indikuju sa uz len pri torpidnej nespavosti,
najmé u pacientov trpiacich nadorovym ochorenim,
alebo pri niektorych psychickych ochoreniach
prepojenych s tazkou formou insomnie. Z hypnotik
druhej generacie sa v terajSej dobe preferuje najma
midazolam. Z tretej generacie su v terapeutickej
praxi najviac indikované lieciva zolpidem, zopiklon
a zaleplon (Mccleery a kol., 2016; Neubauer a kol.,
2018).

Zolpidem sa pouziva na terapiu kratkodobej
nespavosti, pri naruseni procesu zaspavania alebo
Castom prebudzani sa v priebehu noci. Celkovo
skracuje latenciu spanku a vyrazne zlepSuje jej
kvalitativnu strdnku bez naruSenia REM-fazy
spanku. Mechanizmus ucinku spociva v Specifickej
vidzbe na €, podtyp omega receptorov, a tym ho
odlisuje od ucinku benzodiazepinov, ktoré sa viazu
na vSetky podtypy tychto receptorov. Zolpidem je
kontraindikovany u pacientov s poruchami pecene,
pri akutnych a tazkych formach respiracnych
ochoreni, myasthenia gravis a hypersenzitivite na
dané lieCivo. Taktiez je nevhodné jeho uzivanie u
jedincov mladsich ako 18 rokov, u tehotnych zien a
v obdobi laktacie. Kombinacia s alkoholom vyvo-
lava zrychlenie a zvysenie jeho sedativneho efektu

(Whyte a kol., 2014; Bomalaski a kol., 2017).
METODIKA

Analyza preskripcie  vybranych liekovych
skupin indikovanych pri uzkostnych ochoreniach
bola monitorovand z preskripnych zaznamov

predpisanych pacientom pri uzkostnych ochore-



Graf 1: Percentualne zastipenie muZov a Zien vo vekovych kategériach
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niach v obdobi od 1.1.2019 do 31.12.2019 v 4
lekariach v Karlovarskom a Plzenskom kraji. Zadané
kritéria spialo 3 769 prevazne elektronickych
receptov u pacientov s diagnézou FOO — F99 podla
Medzinarodnej klasifikacie chorob 10 (MKCH-
10) (ICD — 10 Version: 2016). Analyza dat bola
spracovana a vyhotovena na zaklade stiboru tdajov
z lekarenského informacného systému Mediox.
Prostrednictvom tohto systému boli na zaklade
spristupnenych dat a preskripénych zdznamov pre
zdravotnu poistoviiu vypracované a vyhodnotené
udaje o pocte, veku a pohlavi pacientov. Do analy-
zy boli zaradené tiez pocetnosti preskripcie
jednotlivych liekovych skupin indikovanych v lie¢be
uzkostnych ochoreni a informacie o pocte diagnoz
viazucich sa k terapii uzkostnych ochoreni.
Analyzou a spracovanim lekarskych predpisov
spristupnenych vybranymi Styrmi lekarnami v
Karlovarskom kraji boli ziskané informacie a udaje
o preskripcii najfrekventovanejSie pouzivanych
liecivych pripravkoch pouzivanych v terapii portich

spanku. Informacie a data boli ziskané za obdobie

5 rokov (od 1.1. 2015 do 1.1. 2019). Do analyzy boli
zaradené lieky s obsahom lie¢iv zolpidemi tartras,
zopiklon, melatonin a vyzivovy doplnok s rastlin-
nym extraktom valeriany lekarskej (Valeriana
officinalis). Vysledky vychadzali z 16 232 pres-
kripénych zaznamov ziskanych a spracovanych
prostrednictvom lekarenského informaéného systé-
mu Mediox.

Spracované vysledky boli nasledne prezentova-
né vo forme tabulick a grafov prostrednictvom
Excel. Pri
vyhodnoteni ziskanych dat sa postupovalo v zmysle

programu  Microsoft spracovani a

zakona o ochrane osobnych tudajov.

VYSLEDKY

Z celkového poctu 112 842 lekarskych predpisov
bolo za sledované obdobie spolocne v Styroch
lekarnach vyexpedovanych 3,34 % (3 769) lekars-
kych predpisov s diagnézou FOO — F99. Najvyssi
pocet receptov 78,32 % (2 952) zaznamenala lekaren
v Chebe, sidliaca v rovnakej budove ako ambulancia
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Graf 2: Percentuilne zastilipenie jednotlivych benzodiazepinovych anxiolytik
vo vyhodnocovanych preskripénych zaznamoch
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psychiatrie. Naopak, najmenej preskripénych za-
znamov evidovali lekarne Hrani¢na a Potucky, leziace
na pohrani¢i s Nemeckom. Do analyzy preskripcie
bolo dohromady zaradenych 624 pacientov, z
ktorych tvorili muzi 58,81 % (367) a zeny 41,19 %
(257). Najvicsie zastapenie mali muzi vo vekovych
kategoriach 41 — 50 rokov a 51 — 60 rokov (vid’ graf
1). Naopak, najmensie zastipenie tvorili muzi vo
veku do 20 rokov a 91 rokov a viac. Vo vekovych
kategoriach 41 — 50 rokov a 51 — 60 rokov je vyrazne
viditelny vyssi percentualny podiel v preskripcii u
muzov ako u Zien.

NajfrekventovanejSie predpisovanou skupinou
lieCiv pouzivanych v terapii uzkostnych poruch bo-
li benzodiazepinové anxiolytikd v pocte 41,91 %
(1 430) preskripénych zadznamov. Benzodiazepino-
vé anxiolytika boli indikované 213 pacientom (64,32
% muzov a 35,68 % zien). Inhibitory spétné¢ho
vychytavania serotoninu (SSRI) boli indikované 104
pacientom v poéte receptov 691 (20,24 %). Dalsim
69 pacientom bola indikovana skupina tricyklickych
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antidepresiv v pocte 493 (14,45 %) preskripénych
zaznamov. Medzi najmenej predpisované skupiny
lieCiv patria RIMA (reverzibilné inhibitory mo-
noaminooxidazy) (1,16 %) a nebenzodiazepinové
anxiolytika (1,92 %). Okrem monoterapie bola v te-
rapii Uzkostnych ochoreni indikovana aj kom-
binovand liecba (5,64 %). NajcastejSie iSlo o
kombinovanu preskripciu lieCiv zo skupin SSRI a
benzodiazepinovych anxiolytik.

V ramci terapie tzkostnych portch boli pacien-
tom najCastejSie predpisované benzodiazepinové
anxiolytika (41,91 %) (vid’ graf 2). Z tejto skupiny
bol najviac indikovany alprazolam (36,64 %);
najéastejsie v davke 0,5 mg. Dalej nasledoval
bromazepam (22,31 %) s najfrekventovanejSou
davkou 3 mg a diazepam (15,69 %) najcastejSie
v davke 10 mg. V najmensich mnozstvach boli
predpisované aj klobazam (1,15 %) a chlérdiazepoxid
(1,85 %).

Celkovo bolo v ramci vsetkych sledovanych
lekarni evidovanych 1 430 lekarskych predpisov



Tab. 1: Vyvoj liekov s obsahom lieciva zolpidemi tartras vo vybranych lekariach

Lekareii 2015 2016 2017 2018 2019 Celkovy
prlemer

Hraniéna 94,62 % 93,58 % 94.41 % 91,25 % 89,18 % 92,61 %
Potiicky 89,56 % 87,62 % 84.27 % 78,33 % 74,92 % 82,94 %
Cheb 89,96 % 88,69 % 90,51 % 84.22 % 80,47 % 86,77 %
Mirgiﬁzke 90,24 % 90,32 % 81,68 % 74,22 % 66,28 % 80,55 %

Tab. 2: Vyvoj liekov s obsahom lieciva zopiklon vo vybranych lekarnach

Lekareii 2015 2016 2017 2018 2019 Celkovy
priemer

Hrani¢n4 3,14 % 3.26 % 3.08 % 5.02 % 5.89 % 4,08 %
Potiicky 728 % 8,13 % 9.72 % 13.46 % 1621 % 10,96 %
Cheb 524 % 5.07 % 4,96 % 8.61 % 11,12 % 7.00 %
M‘fé“ziﬁzke 322 % 347 % 9,65 % 14,98 % 21,47 % 10,56 %

s preskripciou benzodiazepinovych anxiolytik s
diagnozou FOO — F99. V ramci spracovania vysledkov
boli vybraté najcastejSie sa vyskytujuce diagnozy
indikované v terapii benzodiazepinovych anxioly-
tik, ¢o predstavovalo 1 114 lekarskych predpisov.
Najvyssiu pocetnost’ z celkového poctu lekarskych
predpisov dosiahla diagn6éza F41.1 Generalizovana
tizkostna porucha (19,65 %) u 67 pacientov. Dalsie
najpocetnejSie  skupiny tvorili diagnéozy F40.9
Fobicka uzkostna porucha (14,78 %); F40.1 Social-
na fobia (11,32 %) a F32.1 Epizddy stredne tazkej
diagnéz zaznamenala diagnéza F13.3 Porucha
psychiky a spravania zapri¢inena uzivanim sedativ
alebo hypnotik: abstinen¢ny syndrom (1,26 %) u
4 pacientov, dalej to boli diagnozy F50.02 Men-
talna bulimia (1,98 %); F50.0 Mentalna anorexia
(2,64 %) a F45.2 Hypochondricka porucha (2,73 %).

V priebehu sledovaného obdobia 5 rokov bolo
vydanych vo vSetkych lekarnach spolu 16 232
receptov, s obsahom ucinnej latky zolpidemi tartras

(95,4 % nemeckych; 4,6 % ceskych) a 2 689 recep-
tov s obsahom ucinnej latky zopiklon (97,2 %
nemeckych; 2,8 % Ceskych). Najviac preskripénych
zdznamov s obsahom lieCiv zolpidemi tartras
a zopiklon bolo expedovanych v lekarnach si-
tuovanych v blizkosti pohranic¢ia s Nemeckom (Po-
ticky, Hrani¢nd). Preskripcia spominanych lieCiv v
priebehu obdobia narastala, pricom je viditeIny na-
rast nenavykovych a prirodnych liecivych latok opro-
ti zauzivanym vysoko navykovym lie¢ivam. Cel-
kovo vo vsetkych lekarnach doslo za sledované
obdobie k zvySenej expedicii najméd nenavykovych
pripravkov s obsahom melatoninu.

V preskripcii liekov pouzivanych na terapiu po-
rach spanku sa v najvy$Sej miere vyskytovali
navykové pripravky s obsahom lieCiva zolpidemi
tartras. Najvy$$i celkovy percentudlny podiel
spominaného lieciva (vid’ tab. 1) vykazuje lekaren
Hrani¢na (92,61 %). Naopak, najnizs$i celkovy
percentualny podiel lekaren v Marianskych Laziach
(80,55 %). Preskripcia lickov s tymto lie¢ivom
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za sledované obdobie vykazovala vo vSetkych
sledovanych lekarnach mierny pokles, najvyraznejsi
v lekariiach v Marianskych Laznach a PotGckach.

Za sledované obdobie doslo k postupnému
zvySovaniu spotreby preparatov s obsahom lieciva
zopiklon (vid’ tab. 2), pricom najvyraznejs$i ndrast

zaznamenala

v

lekaren v Marianskych Laznach.

spominanym lieCivom zaznamenala lekaren Hra-
nicna (4,08 %).

Na Statistiku preskripcie spominanych priprav-
kov mé vyrazny vplyv poloha lekarni, pritomnost
konkurujicich lekarni v blizkom okoli, no
predovsetkym lokalita lekdrni v prihrani¢nej oblasti

s Nemeckom.
DISKUSIA

Uzkostné ochorenia sa zarad'uju k najéastejsim
psychickym porucham. Z klinickych $tadii je
preukdzatelné, ze pri ich lieCbe sa odporuca kom-
bindcia farmakoterapie a psychoterapie. Analyzou
udajov o preskripcii lie¢iv pouzivanych v terapii
obdobie

prehlad o moznostiach

uzkostnych ochoreni za sledované
(rok 2019)

farmakoterapie uzkostnych ochoreni. Z celkového

sa zistil

poctu vyhodnocovanych lekarskych predpisov (3
769) bolo az 78,32 % (2 952) vyexpedovanych v
lekarni v Chebe, sidliacej v rovnakej budove ako
ambulancia psychiatra. Tato lekareit tak mohla
poskytnut’ najrozsiahlej$i obraz o lieCbe tzkost-
nych ochoreni, o charakteristike a diagnoézach pa-
cientov. V ostatnych lekariiach sa pocet lekarskych
predpisov pohyboval na omnoho nizSej Urovni,
najmenej v prihrani¢nych lekarnach leziacich v tes-
Nemeckom (253; 6,72 %).
Jednym z dovodom mohla byt absencia psy-

nej blizkosti s

chiatrickych ambulancii v blizkosti tychto le-
karni. Terapia uzkostnych ochoreni by mala byt
prioritne zalezitostou lekarov v odbore psychiatria,
no lieCiva pouzivané v terapii uzkostnych ocho-
reni mozu predpisovat’ aj vSeobecni lekari na

odporticanie Specialistu. Tento fakt mohol za-
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pri¢init  vyrazne nizSie percento lekarskych
predpisov v ostatnych nami vybranych lekarnach.
V pozorovanej skupine pacientov trpelo Uzkost-
nym ochorenim vicsie percento muzov (58,81 %)
ako zien (41,19 %). Zaujimavostou tohto zistenia
je, ze podla UZIS (Ustav zdravotnickych informa-
ci a statistiky) z roku 2019 sa v poslednych rokoch
zastupenie muzov a zien lieCenych na toto ochor-
enie v Ceskej republike pohybovalo skoro na presne
opacnej urovni. Franchi a kol. (2019) vo svojej §ta-
dii potvrdili, ze pomer pacientov lieCenych na
uzkostné ochorenia bol vyssi u zien (61,7 %)
oproti muzom (38,3 %). U oboch pohlavi najvacsie
zastupenie zaznamenala vekova kategoria od 51
do 60 rokov. V klinickej stadii Huerta a kolektiv
(2016) sa preskripcia a spotreba u oboch pohlavi s
vekom zvySuje, pricom najvyssi narast zaznamenava
vekova kategoria nad 50 rokov. V sledovanej vzorke
pacientov bolo najmladSou pacientkou 16-ro¢né
dievca a najstarSou pacientkou 93-ro¢na zena.
Spotreba anxiolytik v Ceskej republike za obdobie
4 rokov (2016 — 2019) klesla o 6,6 % (Rod, 2020).
Pricina tohto klesajiceho trendu stvisi so zdmenou
anxiolytik za iné farmakoterapeutické skupiny
indikované v terapii uzkostnych ochoreni, alebo
suvisi so zvySenim urovne kauzalnej lieCby. Spotreba
antidepresiv za rovnako sledované obdobie v Ces-
kej republike (CR) naopak vzrastla az o 12,7 %
(NCZI — Statistické vystupy, 2019; Rod, 2020).
Z hladiska dlhodobého pozorovania spotreby
anxiolytik za obdobie 2010 — 2018 doslo v CR
k vyraznému poklesu ich spotreby az o 27 %, v
porovnani so Slovenskou republikou (SR) s po-
klesom spotreby 0 %. V ramci spotreby antidepresiv
je narast za rovnaké casové obdobie v oboch
krajinach priblizne rovnaky (CR + 48 %, SR + 42
%) (WHO, 2019; Rod, 2020). Spotreba anxiolytik
v Nemecku za obdobie 2006 — 2016 zaznamenala
taktiez mierny pokles o 1,5 % (Buth a kol., 2019).
Najcastejsie  predpisovanou skupinou lie¢iv u
pacientov trpiacich uzkostnym ochorenim sa stali
benzodiazepinové anxiolytika. Pacienti ich uzivali z

dovodu rychleho potlacenia a spomalenia priznakov



uzkostnych atakov (Williams a kol., 2017). V
studii Franchi a kol. (2019) boli benzodiazepinové
anxiolytika v najvysSej miere indikované v liecbe
depresii a tzkostnych poruch najcastejSie pacien-
tom vo vekovej kategorii 75 — 84 rokov. Z antide-
presiv sa v sledovanej vzorke najcastejSie vyskytova-
li SSRI (20,24 %). Pri akutnych stavoch sa (5,64
%) kombinovali s benzodiazepinovymi anxioly-
tikami, z dévodu oneskoreného nastupu ucinku.
Vyrazne §lo o kombinaciu escitalopramu s alpra-
zolamom alebo bromazepamom. Z benzodia-
zepinovych anxiolytik bol najviac predpisovany
alprazolam. Tento udaj sa zhoduje aj so Stidiou
skupiny talianskych pacientov, sledovanych v obdo-
bi rokov 2010 — 2018, kde sa zastupenie alprazola-
mu v preskripcii pohybovalo na podobnej urovni
ako v sledovanej vzorke. Medzi d’alSie najcastejSie
predpisované benzodiazepinové anxiolytika patrili
bromazepam a diazepam. V $§tadii Buth a kol.
(2019), ktori
anxiolytik a hypnotik v Nemecku, patrili medzi

skiamali problematiku preskripcie

najviac predpisované benzodiazepinové anxiolytika
diazepam (24,4 %); oxazepam (19,9 %) a bromaze-
pam (18,2 %). Vyvoj preskripcie preparatov s
obsahom diazepamu sa pohyboval za sledované
obdobie 2006 — 2016 priblizne na rovnakej urovni,
pripravky s obsahom oxazepamu a bromazepamu
zaznamenali vyraznej$i pokles spotreby zhruba o
tretinu.

Spanok je dolezitou sucastou zivota ludi a
nasho denného rytmu. Mnohé studie a experimenty
ukazali, ze pri jeho nedostatku dochadza k zhorse-
niu a znizeniu celkovej vykonnosti vsetkych funk-
cii organizmu. Pacienti s poruchami spanku naj-
CastejSie trpia nespavostou, problémami so za-
spavanim a opakovanym alebo castym prebudza-
nim sa. Pri diagnostike tychto ochoreni je potreb-
né sa zameriavat’ na hladanie zakladnej pric¢iny ich
vzniku a na spravny vyber terapie, aby nedoslo k
rozvoju chronicity a zbytofne zvySenej spotrebe
hypnotik a sedativ (Kosova a kol., 2010; Xie a kol.,
2017). Informacie a udaje o preskripcii najcastejsie
pouzivanych liekov v terapii poruch spanku rdzne-

ho p6vodu boli ziskan¢ zo 4 lekarni v Karlovarskom
kraji v blizkosti hranic s Nemeckom za obdobie 5
rokov (2015 — 2019). Preskripcia v jednotlivych
lekarnach vykazovala zna¢nu odliSnost’ nielen
v pocte, ale aj v rozmanitosti vyrobcov uvedenych
preparatov indikovanych v terapii poruch spanku.
Do analyzy preskripcie bolo zaradenych vo vset-
kych lekarnach spolu 16 232 receptov s obsahom
lie¢iva zolpidemi tartras a 2 689 receptov s ob-
sahom lieciva zopiklon. V studii sa sledoval aj
vyvoj expedicie volne predajnych nenavykovych
prirodnych lieCivych pripravkov s obsahom me-
latoninu a valeriany lekarskej. Z celkového poctu
receptov v priebehu sledovaného obdobia vo vy-
branych lekariach bolo zaznamenanych az 96,3
% mnemeckych preskripnych zaznamov. Ziskané
vysledky vyrazne ovplyvnila skutocnost, ze
preskripcia prebiehala v lekédrnach situovanych v
blizkosti hranic s Nemeckom. Spotreba hypnotik v
Ceskej republike v obdobi 4 rokov (2016 — 2019)
stupla o 7,1 % (Rod, 2020). Z hl'adiska dlhodobého
pozorovania spotreby hypnotik za obdobie 2010 —
2018 doslo v CR k vyraznému nérastu ich spotreby
az o 25 %. V porovnani so Slovenskou republi-
kou ma tento udaj velmi negativny charakter, pri-
¢om na Slovensku za rovnaké analyzované obdo-
bie spotreba hypnotik klesla o 1 % (WHO, 2019).
Este omnoho vyraznejsi pokles spotreby hypnotik
az 0 46 % za obdobie 2010 — 2018 dosiahlo Nemec-
ko, pricom v lekarnach leziacich v tesnej blizkosti
hranic s Nemeckom bol v analyze zaznamenany
najvyssi podiel preskripcie tychto preparatov
(Schmalstieg-Bahr a kol., 2019; Rod, 2020). Jednym
z dovodov bola rozdielna cena tychto liekov na
¢eskom a nemeckom trhu. Na Ceskom trhu sa tieto
preparaty distribuuju za priblizne trojnadsobne nizsie
ceny ako na nemeckom trhu.

Vysledky $tadie dokazuju zvySent expediciu
nenavykovych a prirodnych lie€ivych pripravkov
pouzivanych v terapii portich spanku, ako aj ustaleny
vyvoj preskripcie preparatov s obsahom liekov
zolpidemi tartras a zopiklon v priebehu analyzova-
ného obdobia.
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ZAVER

Uzkostné stavy a poruchy spanku patria medzi
zavazné ochorenia, ktorych prevalencia v poslednych
rokoch Coraz viac narastd. Z analyzy lekarskych
predpisov v priebehu obdobia jedného roka vyplyva,
Ze mnajcastejSie predpisovanymi liecivami indiko-
vanymi v terapii uzkostnych ochoreni boli ben-
zodiazepinové anxiolytika, ktoré sa v zna¢nej miere
vyskytovali v preskripcii sucasne s antidepresivami
zo skupiny SSRI. Zo skupiny benzodiazepinovych
anxiolytik boli najviac predpisované lieciva
alprazolam, bromazepam a diazepam. Uzkostné
ochorenia sa vo vyssej miere vyskytovali u muzov
(58,81 %) ako u zien (41,19 %); priCom ich najvac-
Sia prevalencia bola zaznamenand u muzov vo ve-
ku 51 — 60 rokov a 41 — 50 rokov. Medzi najCastejSie
zaznamenané diagndzy v terapii uzkostnych ochore-
ni patrili F41.1 Generalizovand tzkostna porucha
Vysledky

nadobudnuté z pozorovania vyvoja preskripcie

a F40.9 Fobicka uzkostna porucha.

liecivych pripravkov pouzivanych v terapii poruch
spanku potvrdili narast ich preskripcie a spotreby.
Do analyzy boli zaradené lie¢iva s obsahom
syntetickych uc¢innych latok zolpidemi tartras a
zopiklon, ako aj preparaty s obsahom nenavykovych
a prirodnych uc¢innych latok melatonin a valeridna
lekarska. NajcastejSie predpisovanymi pripravkami
indikovanymi v terapii poruch spanku sa stali
preparaty s obsahom liec¢iva zolpidemi tartras. Za
sledované obdobie doslo vo vsetkych lekarnach k
postupnému zvySovaniu expedovania prirodnych
nenavykovych liecivych pripravkov pouzivanych v
terapii portich spanku.
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ABSTRAKT

Acetamiprid je Sirokospektralne pouZivany
neonikotinoidovy insekticid na kontrolu vysky-
tu roznych Skodcov v polmohospodarstve, ale
aj v domacnostiach proti hmyzu. Skiumali sme
potencialny cytotoxicky a genotoxicky ucinok
acetamipridu in vitro na bovinné lymfocyty
pouzitim analyzy chromozoémovych abericii
(CA) a farbenia akridin oranz/etidium bromid
(AO/EtBr). Lymfocyty od 2 donorov boli ex-
ponované insekticidu v koncentraciach 1,5; 3,0;
6,0; 12,0 a 25,0 pg.ml' na 4 h. U donora 1 sme
zistili Statisticky vyznamné zvySenie % CA (p
< 0,05) a pokles % mitotického indexu (MI)
pri koncentraciach 12 a 25 pg.ml'. U donora 2
sme zistili Statisticky vyznamnu indukciu CA
od najniZSej testovanej koncentriacie (p < 0,05;
p < 0,01) a sicasne vyznamny pokles % MI pri

66

koncentracii 25 pg.ml! (p < 0,05). Pri farbeni
AQ/EtBr sme u oboch donorov nezistili Statistic-
ky vyznamné zmeny v jednotlivych kategoriach
buniek, t. j. Zivych, a bunkich v §tadiu skorej
a neskorej apoptézy. Na zaklade ziskanych
vysledkov predpokladiame genotoxicky ucinok,
cytotoxicky ucinok nebol preukazany.

Kracové slova: acetamiprid; apoptoza; cy-
totoxicita; genotoxicita; chromozémové zlomys;
lymfocyty

ABSTRACT

Acetamiprid is a neonicotinoid insecticide that
is widely used mainly in agriculture to control
various pests, but also in domestic areas against
a wide range of insects. We investigated the
potential cytotoxicity and genotoxicity of ace-



tamiprid to bovine lymphocytes in vitro using
chromosome aberration (CA) analysis and the
acridium orange/ethidium bromide (AO/EtBr)
staining. Lymphocyte cells were exposed to
insecticide at concentrations of 1.5; 3.0; 6.0; 12.0;
25.0 pg.ml! for 4 h separately from two donors.
We found a statistically significant increase in
% CA (p < 0.05) and a decrease in % mitotic
index (MI) at concentrations of 12 and 25 pg.ml
in donor 1. In the second donor, we found a
statistically significant induction of CA from the
lowest concentration (p <0.05, p <0.01) tested and
at the same time the significant decrease of % MI
at the concentration of 25 pg.ml! (p < 0.05). In the
AO/EtBr staining, we did not detect statistically
significant changes in individual cell categories in
both donors, e. i. living cells and cells in the early
and late apoptosis stage. Based on the obtained
results, we assume a potential genotoxic effect;
cytotoxic effect was not confirmed.

Key words: acetamiprid; apoptosis; cyto-
toxicity; genotoxicity; chromosomal break;
lymphocytes
UvoD

Neonikotinoidy su novou triedou insekticidov,
ktoré sa pouzivaji vo veterinarnej medicine a v
rastlinnej vyrobe. K neonikotinoidnym insekticidom
patri imidakloprid, acetamiprid, tiakloprid, dino-
tefuran, tiamethoxam a klotianidin. Maju relativne
nizke riziko pre necielové organizmy a Zzivotné
prostredie a vysoku cielova $pecifickost’ pre hmyz.

Viac ako storoCie prebicha vyskum pdvodu,
dosledkov a vyznamu chromozémovych aberacii
(CA). CA sa oznaCuje ako akakol'vek nepravidel-
nost’ alebo abnormalita distribucie, poctu, Struktiry
alebo usporiadania chromozémov, ktora mdze
byt d’alej spojena s genetickymi chorobami alebo
s druhovymi rozdielmi. CA su obzvlast dolezité,
pretoze ich je mozné lahko detegovat v prvom

postexpozi¢nom deleni buniek, a preto umoznuju

hlbsi pohl'ad na zahrnuté zakladné mechanizmy.

Apoptoza je dobre kontrolovany, prisne re-
gulovany fyziologicky proces, v ktorom sa bunky
zucCastiiuju sebaznicenia. Ked’ze apoptdza sa podie-
'a na vel'kom pocéte fyziologickych a patologickych
procesov, spolahlivé metoédy na detekciu bunkovej
smrti (apoptéza a nekréza) st nevyhnutné. V
nasej Studii sme na detekciu pouzili metédu AO/
EtBr. Ide o dvojité farbenie akridin oranz (AO)/
etidium bromidom (EtBr). AO je absorbovany zi-
votaschopnymi aj neZivotaschopnymi bunkami a
emituje zelenu fluorescenciu, ak je interkalovany
do dvojvlaknovej nukleovej kyseliny (DNA) alebo
cervenu fluorescenciu, ak je viazany na jednovlak-
novu nukleovt kyselinu (RNA). Et/Br je absorbo-
vany iba nezivotaschopnymi bunkami a emituje
cervenu fluorescenciu interkalaciou do DNA.

Pomocou tychto dvoch metéd sme skumali
potenciadlne cytotoxicky a genotoxicky ucinok
acetamipridu na bovinné lymfocyty.

MATERIAL A METODY

Izolacia a kultivacia bovinnych lymfocytov

Odobrali sme vzorku vendznej krvi od 2 zdra-
vych byckov (krizenec Holstein, 1 rok) do striekac-
ky s heparinom. Lymfocyty sme dalej izolovali od
ostatnych krvnych buniek. Krv sme zriedili v pome-
re 1 : 1 predhriatym PBS (pH = 7,4) v nadobe; nasled-
ne sme ju navrstvili na roztok Histopaque-1077
(Sigma, Chemical Co. St. Louis, MO, USA) v pomere
1 : 1. Po centrifugacii (4000 ot/min, 30 min) sme
odsali prstenec lymfocytov, ktory sme 2-krat premyli
v PBS. Pocet bunieck sme stanovili v Burkerovej
komorke a pre d’alsiu kultivaciu pouzili lymfocyty
koncentracii 2 x 10°.ml"!.

Kultivacné médium je zlozené z: RPMI 1640
s obsahom L-glutaminu (GE Healthcare Hyclone
Lab, UT, USA); 15 % fetalne telacie sérum (BoFeS,
Sigma, Chemical Co. St. Louis, MO, USA); zmes
antibiotik a antimykotik (100 U.ml", penicilin, 0.1
mg.l"! streptomycin a 0.25 mg.l! amfotericin B);
lektin z Phytolacca americana (0,3 pg.ml!; Sigma,
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Chemical Co. St. Louis, MO, USA).

Testovanu latku MOSPILAN® 20SP s obsahom
acetamipridu 20,2 % (CAS 135410-20-7), (Gazelle,
ACETGUARD, Nemecko) sme rozpustili vo vode
na koncentracie 25, 12, 6, 3 a 1,5 pg.ml'; ktoré
sme pridali do kultivacného média na posledné 4
h inkubacie. Voda bola pouzitd aj ako negativna

kontrola pri oboch testoch.

Metoda chromozémovych aberacii

Kultivacia lymfocytov trvala 72 h v termostate
pri teplote 37 °C.

Ako pozitivnu kontrolu sme pouzili etyl-
metansulfonat (EMS, Sigma, St. Louis, MO, USA,
250 pg.ml'), ktory bol do skumaviek pridany po
24 h od zaciatku kultivacie.

Kolchicin sme pouzili ako mitoticky jed a prida-
li 90 min pred koncom kultivacie v koncentracii
5 ug.ml! (Merck, Darmstadt, Nemecko).

Nasledne sme spracovali kultiry lymfocytov.
Po centrifugécii (10 min pri 1000 ot/min) sme k
sedimentu pridali roztok KCI (0,075 mol.l"'; pH
7,4) o teplote 37 °C £ 1°C na 15 min. Potom sme
kultary opat’ centrifugovali (10 min, 1000 ot/min).
Lymfocyty, ktoré sa nachadzali v sedimente, sme
fixovali studenym Carnoyovym roztokom a zmes
sme premiesali na vortexe; tento krok sme opakovali
2-krat. Tento studeny roztok tvori metanol a kyseli-
na octova v pomere 3 : 1. Takto pripravené lymfocyty
v objeme asi 0,5 ml sme odlozili do mraznicky do
d’alsieho spracovania.

Na zviditeI'nenie a ofarbenie metafaz sme pouzi-
li 2 % roztok Giemsovho farbiva (Merck, Darmstadt,
Nemecko) v Soérensenovom roztoku, pH=6,9) po
dobu 5 min. Po oplachnuti destilovanou vodou
sme pripravené preparaty nechali uschnut pri
izbovej teplote a nasledne pozorovali vo svetelnom
mikroskope, kde sme hodnotili pocet metafaz
na 1000 buniek, Cize mitoticky index, a zaroven
sme vyhodnocovali poskodenie chromozoémov
insekticidom, ¢ize chromozémové aberacie v 100
metafdzach na kazdého donora a koncentraciu

(Galdikova a kol., 2015).
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Metoda akridium oranZ/etidium bromid

Kultivacia lymfocytov trvala 24 h v termostate
pri teplote 37 °C. Nasledne sa lymfocyty dvakrat
premyli v PBS, scentrifugovali (3500 ot/min) a
sediment obsahujuci bunky sa pouzil na farbenie.
K bunkam bola pridand zmes akridinovej oranzove;j
(100 mg.ml') a etidiumbromidu (100 mg.ml!) v
pomere 1 : 1. Potom boli bunky analyzované po-
mocou fluorescen¢ného mikroskopu Nicon Eclipse
vybaveného CCD kamerou a softvérom LUCIA
FISHe.

Bunky so svetlozelenym jadrom bez kondenza-
cie chromatinu boli hodnotené ako zivé, bunky so
svetlozelenym jadrom a tmavozelenymi inklazny-
mi telieskami chromatinu boli v¢asne apoptotické.
Apoptotické mali oranzové jadro s tmavo oranzovy-
mi inklaznymi telieskami chromatinu. Analyzovalo
sa celkom 100 buniek z troch nezédvislych kultir na
koncentraciu a donora (Schwarzbacherova a kol.,
2017).

Statisticka analyza

Statisticka analyza frekvencie CA a zmien
mitotického indexu sa uskutocnila pomocou testu
chi kvadrat (y2). Pre zmeny frekvencie jednotlivych
Stadii  apoptickych buniek zistenych AO/EtBr
farbenim bola pouzitd Statistickd metdda analyza
rozptylu (ANOVA) s Dunettovym aposteriornym

testom.
VYSLEDKY

Vysledky analyzy CA

Vysledky skimania CA po expozicii insektici-
dom u zvierata 1 s zaznamenané v tabulke 1. Zistili
sme davkovo zavisly narast % zlomov (p < 0,05) a
zaroveti pokles % MI. Statisticky vyznamné vysled-
ky boli pri koncentraciach 12 a 25 pg.ml"!, koncentra-
cie nizSie ako 12 pug.ml! st bez Statistickej
vyznamnosti. Pri analyze MI sme zistili, ze so
zvySujucou koncentraciou klesa, avSak pokles
pri danych koncentracidch bol bez Statistickej

vyznamnosti.



Tab. 1: Indukcia CA po expozicii bovinnych lymfocytov insekticidu acetamipridu na 4 h, zviera 1

Typy CA
x . % zlomov o
Pocet metafaz G CB IB CE IE (£ SD) %0 MI
4h
koncentracia insekticidu (ug.ml™)

Kontrola 100 1 1 - - - 1+ 0,099 2,54
1,5 100 2,0 1,0 - - - 1+0,099 2,44
3,0 100 4,0 1,0 1,0 - - 20,140 2,24
6,0 100 4,0 2,0 1,0 - - 3+0,171 2,24
12,0 100 3,0 3,0 2,0 - - 5+0,218* 1,94

25,0 100 7,0 3,0 2,0 - - 5+0,218* 1,64
EMS 100 5,0 2,0 4,0 1,0 - 10 + 0,300** 1,1

4 — udaj bez Statistickej vyznamnosti; *(p < 0,05); **(p < 0,01) — Statisticky vyznamné vysledky (2 test); EMS:
etylmetylsulfonat (250 pg.ml') — pozitivna kontrola; G — gap; CB — chromatidovy zlom; IB — izochromatidovy
(chromozémovy) zlom; CE — chromatidovéa vymena; IE — izochromatidova (chromozémova) vymena

Tab. 2: Indukcia CA po expozicii bovinnych lymfocytov insekticidu acetamipridu na 4 h, zviera 2

Typy CA
X < % zlomov o
Pocet metafaz G CB 1B CE IE ( SD) %o MI
4h
koncentracia insekticidu (ug.ml™)

Kontrola 100 2 = - - - 0+0 2,64
1,5 100 3,0 2,0 1,0 - - 3+0,171* 2,34
3,0 100 5,0 2,0 2,0 - - 4 +0,196* 2,14
6,0 100 7,0 2,0 1,0 - - 3+£0,171* 1,94
12,0 100 8,0 3,0 1,0 - - 4 £ 0,196* 2,04

25,0 100 8,0 6,0 2,0 - - 8 +0,271** 1,5
EMS 100 7,0 4,0 5,0 - - 11 £ 0,313** 1,0™

4 — udaj bez Statistickej vyznamnosti; *(p < 0,05); **(p < 0,01) — Statisticky vyznamné vysledky (2 test); EMS:
etylmetylsulfonat (250 pg.ml') — pozitivna kontrola; G — gap; CB — chromatidovy zlom; IB — izochromatidovy
(chromozémovy) zlom; CE — chromatidova vymena; IE — izochromatidova (chromozémova) vymena
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Obr. 1: Grafické znazornenie analyzy AO/EtBr; zviera 1
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Vysledky CA analyzy u zvierata 2 su za-
znamenané v tabulke 2. Po 4 h expozicii sme zis-
tili Statisticky vyznamnt indukciu zlomov uz od
najnizSej testovanej koncentracie 1,5 pg.ml! (p <
0,05); pricom pri najvyssej koncentracii 25 ug.ml!
boli hodnoty dvojnasobné (p < 0,01). Hodnoty MI
klesali v zavislosti od zvySujlicej sa koncentracie
a spociatku bola redukcia MI Statisticky bezvyznam-
na. Statisticky vyznamna hodnota bola aZ pri najvys-
Sej koncentracii 25 pg.ml! (p < 0,05).

Vysledky analyzy AO/EtBr

Zistili sme, ze ziadna z koncentracii nevykazo-
vala Statisticky vyznamne zmenené hodnoty u
donora 1 (vid’ obr. 1). Po 4 h expozicii doslo najprv
k postupnému zvyseniu poctu zivych buniek (1,5 a 3
pug.mlt; 72,23 % a 77,75 %); pri vyssich testovanych
koncentraciach k postupnému znizovaniu. Frek-
vencia buniek v S$tadiu skorej apoptozy dosiahla
svoje maximum pri koncentracii 6 pg.ml' (16,72
%); nasledne uz len klesala. Pocet buniek v Stadiu
neskorej apoptdzy pri prvych dvoch testovanych
koncentraciach klesal, ale od koncentracie 6

70

pg.ml! zacal stipat’ a dosiahol svoje maximum pri
koncentracii 12 ug.ml! (22,96 %).

Podobne u donora 2 Zziadna z koncentracii
nevyvolala Statisticky vyznamne zmenené hodnoty
(vid obr. 2). Naprieck tomu sme zaznamenali
vyraznejsie poklesy poctu zivych buniek a zaroven
narast frekvencie buniek v skorej aj neskorej apopto-
ze.

Po 4 h expozicii doslo k postupnému znizovaniu
poctu Zivych buniek (1,5; 3; 12; 25 pg.ml'; 63,39
%; 58,81 %; 56,33 %; 54,38 %; 54,73 %); okrem
koncentracie 6 pg.ml (63,43 %), kde sa pocet Zivych
buniek zvysil. Frekvencia buniek v Stadiu skorej
apoptdzy dosiahla svoje maximum pri koncentracii
3 pug.ml! (15,61 %); nasledne uz len klesala. Pocet
buniek v S$tadiu neskorej apoptézy klesal len pri
koncentracii 6 pg.ml! (22,86 %); pri ostatnych
koncentraciach sme zaznamenali ndrast a svoje
maximum dosiahol pri koncentracii 12 pg.ml" (33,54
%).



Obr. 2: Grafické znazornenie analyzy AO/EtBr, zviera 2
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DISKUSIA

V tomto experimente sme skumali ucinok
neonikotinoidového insekticidu s obsahom aceta-
mipridu na lymfocyty periférnej krvi hovidzieho
dobytka, a to z hl'adiska jeho mozného cytotoxic-
kého a/alebo genotoxického pdsobenia.

Hospodarske zvierata, ako je dobytok, sliepky
a kraliky, s najcastej$ie vystavené UcCinku chemic-
kych latok prostrednictvom krmiva a vody, ¢o moze
viest k hromadeniu chemikalii v mlieku, méise a
potravinach (Michalova a kol., 2020). Niektoré
pesticidy sa mézu hromadit v tukovom tkanive
roky (Rhind, 2002) a uvolnuju sa do mlieka pocas
laktacie, o méze mat’ za nasledok zvysenu expoziciu
ich potomstva a l'udi konzumujucich toto mlieko.

Vysledky naSej Stadie odhalili, ze v bovinnych
lymfocytoch vystavenych acetamipridu doslo k
vyznamnému zvyseniu Struktarnych CA pri vyssich
koncentraciach (12 — 25 pg.ml'; p < 0,05) pri
expozicnom c¢ase 4 h v porovnani s kontrolnymi
skupinami. U druhého donora boli nase vysledky

vyraznejsie a zistili sme Statisticky vyznamnu induk-

ciu zlomov uz od najnizsej testovanej koncentracie
1,5 pg.ml! (p < 0,05); pricom pri najvyssej kon-
centracii 25 pg.ml! boli hodnoty dvojnasobné (p
< 0,01); a zaroven indukciu % MI pri najvyssej
koncentracii 25 pg.ml! (p < 0,05). Pri teste AO/EtBr
sme zistili, Ze ziadna koncentracia nemala Statistic-
ky vyznamné hodnoty, napriek tomu sme pozorova-
li poklesy frekvencie zivych buniek a ich narast vo
faze skorej aj neskorej apoptozy.

Vysledky autorov Galdikova a kol. (2015) ukaza-
li, ze komerc¢ny insekticid na baze tiaklopridu bol
schopny indukovat DNA/chromozoémoveé 1ézie,
ktoré mozu viest’ k preruseniu retazca DNA a tvor-
be CA. Pozitivny ucinok pripravku s obsahom
tiaklopridu na indukciu poskodenia DNA v bo-
vinnych periférnych lymfocytoch bol pozorovany
pri koncentraciach v rozmedzi od 120 do 480 mg.
ml!. Podobne vysledky, t. j. indukcia komét/pro-
dukcia zlomov DNA opisali Calderon-Segura a
kol. (2012) po vystaveni ludskych lymfocytov
insekticidom
(tiakloprid, klotiadin a imidakloprid). Dalgia §tadia
Galdikova a kol. (2019) uvadza, Ze ¢ista ucinna latka

komerénym  neonikotinoidovym
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tiakloprid vykazovala slabé poskodenie DNA pri
najvyssich koncentraciach (240 a 480 pug.ml'; p <
0,05; p<0,01).

Naopak, ked” sa skiimali ucinky neonikotinoi-
dovych insekticidov (tiakloprid, klotianidin a imi-
dakloprid) na Tudské periférne lymfocyty in vitro
pomocou kométového testu, ukazalo sa, ze komerc-
né formulacie Jade, Gaucho, Calypso a Poncho pria-
mo indukovali poskodenie DNA spdsobom zavis-
lym od koncentracie. Pritomnost adjuvans v
komercénych formulaciach méze zvysit ich toxicitu
zvySenim ich absorpcie cez bunkové membrany,
pretoze okrem ucinnej latky obsahuju pesticidy
aj rozne inertné zlozky. Vysledky mnohych pred-
chadzajucich studii toxicity naznacuju, Ze pou-
zivanie komerénych pesticidov je Casto spojené s
genotoxicitou vysSou ako sa pozoruje po expozicii
ucinnej latke (Cavas, 2011; Valencia-Quintana a
kol., 2016).

Farbenie apoptotickych buniek fluorescencnymi
farbivami, ako je AO/EtBr sa povazuje za spravnu
metodu hodnotenia zmenenej jadrovej morfologie
(Leite a kol.,1999; Gasiorowski a kol., 2001;
Savitskiy a kol., 2003). Farbenie AO/EB na zéaklade
jadrovej morfologie (perinuklearna kondenzacia
chromatinu, jadrovy kolaps a pripadnd fragmenta-
cia) nam umoznuje rozlisit' niekol’ko subpopulécii
apoptotickych  bunieck od zivotaschopnych a
nekrotickych buniek. NavySe vzhl'ad tychto buniek
AO/EtBr vo svetelnej mikroskopii, napriklad zao-
blenie buniek, povrchové skvrny a zmrStenie,
poskytuje uplny morfologicky profil apoptotickej
bunky (Schutte a kol., 1998; Plasier a kol., 1999).

Vysledky podla Schwarzbacherova a kol. (2019)
ukazuju, ze komercny pripravok na baze tiaklopri-
du v testovanych koncentraciach indukoval zmeny
zivotaschopnosti  bovinnych lymfocytov po 4 h
exponovani. Pomocou testu Annexin V a TUNEL
zistili pokles zivotaschopnosti buniek (az o 29 %
buniek v neskorej apoptdze) a vyskyt apoptozy v
koncentraciach v rozmedzi od 30 do 240 pg.ml™.
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ZAVER
CA mé vyznamny prinos pri diagnostike
neplodnosti, embryonalnej mortality v réznych
fazach, vyvojovych porach u novorodencov a
rakoviny. Fyzické mapovanie génov a prenatalne
testovanie je dolezité v prevencii genetickych
chorob. Medzi metddy pouzivané na detekciu
apoptdzy mozno ako najspolahlivejSie odporucit
mikroskopické vySetrenie buniek zafarbenych AO/
EtBr, pretoze umoziiuje vykonat vysokokvalitné
Studie bunkovej morfologie, dezintegracie jadra a
chromatinu, ako aj rozliSit' Zivotaschopné, skoré
alebo neskor¢ apoptotické a nekrotické bunky.
Obidve

cytotoxickych a genotoxickych U¢inkov bovinnych

metédy sme vyuzili pri  analyze
lymfocytov exponovanym insekticidom s obsahom
acetamipridu. Metodou CA sme pri vysSSich kon-
centraciach zistili Statisticky vyznamné hodnoty,
ktoré naznacujli jeho mozné genotoxické ucinky. Pri
vyhodnocovani metédou AO/EtBr sme spozorovali
zmeny frekvencii buniek vo vsetkych Stadiach. Aj
ked’ hodnoty neboli Statisticky vyznamné, dané ja-
vy ndm naznacuju, ze dany insekticid je potrebné
d’alej skimat’ metodami in vitro aj in vivo.
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ABSTRAKT

V tejto publikacii sa zaoberame hodnotenim
vplyvu hormonalnej substitucnej terapie (HST)
na biochemické, hematologické a hemokoagula¢né
parametre u Zien, ktoré prezivaju klimaktericky
syndrom. Klimaktericky syndrém je sucast'ou
Zivota Zeny, avSak nie u kaZdej sa prejavuje
natol’ko, aby sa pristupilo k exogénnej substitucii
horménov. Casto viak HST napomaha preZit
kazdodenny Zivot ovel’a PahSie a udrzat’ kvalitu
Zivota bez neprijemnych ¢i neznesitel’nych
priznakov.

Ciel'om naSej Studie bolo zhodnotit’® ucinok
HST na biochemicky profil krvi, krvny obraz a
zrazanie Krvi u Zien, ktoré trpia klimakterickym
syndromom. Jednalo sa o 21 Zien, ktorym bolo
liekov: Activelle,

podavanych 8 rozlicnych
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Kliogest, Novofem, Angeliq, Gynovel, Femoston,
Trisequens a Estrofem.

Zistili sme, Ze zo sledovaného suboru pa-
cientok doslo pocas terapie HST u 1 Zeny k mier-
nemu zvySeniu hladiny glukézy v krvi a u 6 sa
vyskytovala  hypercholesterolémia. = NemoZno
vSak jednozna¢ne potvrdit’, Ze tieto vysledky
st pripisované len wuZivaniu HST, nakolko
pacientky sa nachadzaju v prechode a s ich
vys$§Sim vekom suvisia aj pridruZené ochorenia.
Hodnoty ostatnych biochemickych parametrov
(koncentracie  bilirubinu a  onkomarkeru
C-125, aktivity alaninaminotransferazy — ALT,
aspartataminotransferazy — AST) spadali do
rozmedzia referencnych hodnét. Vo fyziologic-
kych hodnotich sa nachadzali aj hematologické
parametre ako pocet erytrocytov, leukocytov,
koncentracia

trombocytov, hemoglobinu a



hematokrit, a to u v§etkych sledovanych pacientok.
Podobne aj ukazovatele krvného zrazania -
koncentracia fibrinogénu, protrombinovy ¢as a
hodnota schopnosti krvi koagulovat’ (Internatio-
nal Normalized Ratio — INR) sa nachadzali
vo fyziologickych normach. Z tohto doévodu a
prihliadnuc k zlepSeniu kvality Zivota sledova-
nych pacientok s klimakterickym syndrémom
moZeme pouZzivanie HST povaZovat’ za bezpecné.

Sledovanim a vyhodnotenim ukazovatelov
sme vS$ak zistili, Ze neméZeme objektivne zhodno-
tit, ¢i je hormonalna substiticia viéSim rizi-
kom alebo benefitom, nakolko mnoZstvo $tadii si
v tejto otdzke odporuje a nema jednoznacné tvrde-
nie o jej prospesnosti. S jednoznac¢nost’ou vsak
vieme povedat’, Ze nizke davky hormoénov v
kratSom c¢ase su bezpefnou volbou pre vSetky
Zeny, ktoré trpia zniZenou kvalitou Zivota v
dosledku prejavov ich klimakterického syndré-
mu.

KPucové slova: hormonalna substitu¢na te-
rapia; klimaktericky syndrom; klimaktérium

ABSTRACT

In this publication, we evaluate the effect
of hormone replacement therapy (HRT) on
biochemical, haematological and blood clotting
parameters in women who suffer from menopau-
sal syndrome. The menopausal syndrome is a
part of a woman’s life, but not every woman is
exposed to exogenous hormone replacement.
Often, HRT helps to make everyday life much
easier and maintain a quality of life without
unpleasant or unbearable symptoms.

The aim of the study was to evaluate the effect
of HRT on biochemical, haematological and
blood clotting parameters in women with meno-
pausal syndrome. There were 21 women taking 8
different HRT preparations: Activelle, Kliogest,
Novofem, Angeliq, Gynovel, Femoston, Trisequens
and Estrofem.

We found that in the group of patients, 1 woman
had a slight increase in blood glucose levels and
6 had hypercholesterolemia. However, it cannot
be unequivocally confirmed that these results are
attributed only to the use of HRT, as patients are
in transition and certain diseases are associa-
ted with their older age. The values of ot-
(bilirubin and

concentrations,

her biochemical parameters
C-125

nine aminotransferase — ALT, aspartate ami-

tumor marker ala-
notransferase — AST activities) were within the

reference range. Haematological parameters
such as erythrocyte, leukocyte, platelet count,
haemoglobin concentration and haematocrit
were also included in the physiological values
blood

clotting indicators — fibrinogen concentration,

in all patients monitored. Similarly,
prothrombin time and International Normalized
Ratio (INR) — were found in physiological
standards. For this reason, and taking into account
the improvement of patient’s life quality, we can
consider the use of HRT to be safe. However, by
monitoring and evaluating the indicators, we
found that we could not objectively assess whet-
her hormone substitution is a greater risk or
benefit, as many studies contradict this issue and
do not have a clear claim about its advantage. We
can state with clarity, that low doses of hormones
in a shorter time period are a safe choice for all
women who suffer from a reduced quality of life
due to the manifestations of their menopausal
syndrome.

Key words: climacteric syndrome; hormone

replacement therapy; menopause
UVOD
Klimaktérium je prirodzené obdobie v zivote Ze-

teda

klimakterickym syndromom a vaginalnou atrofiou,

ny, ktoré sa spaja s neprijemnostami,

¢o ovplyviiuje vyrazne kvalitu Zzivota suvisiacu

s nedostatkom horménov vediceho k moznému
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Tab. 1: Prehl’ad o uZivanych liekoch v ramci odporucanej HST

Nazov lieku Lieciva Davkovanie Pf)cet
pacientok
Activelle tbl. fim. 1 x 28 ks 1 mg estradiol + 0,5 mg noretisteronacetat 1 x denne 6
Kliogest tbl. fim. 1 x 28 ks 2 mg estradiol + 1 mg noretisteronacetat 1 x denne 3
16 dni Cervena tbl.
1 mg estradiol/ (estrogén), 12 dni
Novofem tbl. fm. 1 x 28 ks 1 mg estradiol + 1 mg noretisteronacetat biela tbl. (estrogén + 3
progestagén)
Angeliq tbl. fim. 1 x 28 ks 1 mg estradiol + 2 mg drospirenén 1 x denne
Gynovel tbl. 1 x 84 ks 1 mg estradiol a 0,5 mg noretisteronacetat 1 x denne
Femoston tbl. fim. 1 x 28 ks
-1/10 14 dni biela tbl.
1 mg estradiol/ (estrogén), 14 dni 1
1 mg estradiol + 10 mg dydrogesteron Seda tbl. (estrogén +
progestagén)
-2/10 14 dni tehlovocervena
2 mg estradiol/ tbl. (estrogén), 14 dni 5
2 mg estradiol + 10 mg dydrogesteron zIta tbl. (estrogén +
progestagén)
—conti 1/5 | 1 mg estradiol a 5 mg dydrogesteron 1 x denne 1
12 dni modra tbl.
(2 mg estradiol/ (estrogén), 10 dni
Trisequens tbl. flm. 1 x 28 ks | 2 mg estradiol + 1 mg noretisterénaceat/ biela tbl. (estrogén + 1
1 mg estradiol progestagén), 6 dni
cervena tbl. (estrogén)
Estrofem tbl. fim. 1 x 28 ks 1 mg estradiol 1 x denne 1

rozvoju inych choréb. Tento hypoestrogénny stav
nenastava len vplyvom fyziologickej menopauzy,
priblizne v 50. roku zivota, ale aj kvoli pred¢asné-
mu ovarialnemu zlyhaniu, ooferektomii — chirurgic-
ka kastracia, chemoterapii, radioterapii, v doésledku
pouzitia antiestrogénovej terapie estrogén-de-
pendentnych nadorov (Borovsky a Kristufkova,
2012). Nastupuju zmeny endokrinné a biologické.
Pociatocnym ukazovatel'om je nastup nepravidelnej
menstruacie (Burger a kol., 2002). Tento stav je
mozné¢ ovplyvnit nasadenim HST (hormonalnej
substitucnej terapie) a zvysit tak kvalitu zivota
zeny. HST sa povazuje za najefektivnejsiu lieCbu

nedostatku estrogénov. Prvym typom je pouzitie
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estrogénov (estriol, estradiol) samotnych v tzv. nizko
davkovom rezime. Druhym typom je kombinacia
estrogénov s gestagémni — progestinmi (noretisterdn,
dydrogesteron) formou sekvencnej, ¢i kontinualnej
terapie (Borovsky a Kristafkova, 2012).

S HST je vsak spojenych aj viacero neziadu-
cich ucinkov. Podavanie horménov po menopauze
znizuje riziko koronarneho ochorenia, avSak za-
visi od dizky jej podavania. Kratkodoba HST po
menopauze paradoxne riziko koronarneho ochore-
nia srdca zvySuje oproti dlhodobému podévaniu,
ktoré riziko znizuje. Dobre znamy neziaduci ucinok
hormonalnej peroralnej terapie, vendzna trombdza,

s vekom pacientky zvySuje riziko vzniku hlavne po-



Graf 1: Vekové zastupenie suboru 21 pacientok uZivajicich HST
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60 rokov sa riziko vendznej trombodzy znizuje.
Estrogénova terapia samotnd (bez progesteronu)
zvySuje riziko vzniku karcindmu endometria u
pacientok s maternicou v zavislosti od dizky a davky
podavania. Podanie progesteronu ako opozitného
hormoénu toto riziko znizuje (Borovsky a Kristufko-
va, 2012; Fauser a Genazzani, 2015). Riziko rakoviny
prsnika rastie priamo umerne s dizkou uZivania
hormoénov. Zvycajne sa mierne zvysuje po 3 rokoch,
avSak nemozno s istotou povedat, ktora z HST — ¢i
kontinudlna alebo sekvencna — ma na toto riziko véc-
$i vplyv. Podl'a WHO studii sa ani po 7 rokoch uziva-
nia estrogénov riziko rakoviny prsnika nezvysilo.
Kvoli nejednoznacnym vysledkom a dokazom sa
hormonalna liecba nepodava u pacientok, ktoré¢ uz
prekonali karcinom prsnika (Borovsky a Kristufko-
va, 2016).

Vzhl'adom na kontroverzni otdzku bezpecnosti
uzivania HST bolo hlavnym cielom S§tadie zistit,
¢i HST vyrazne ovplyvituje biochemické a he-

matologické parametre krvi u Zien.

Zakladné Udaje o pacientkach boli ziskané z
anonymizovanej agendy pacientov gynekologickej
ambulancie v KoSiciach, pricom sme sa zamerali
na diagnoézu klimaktericky syndrom (N 95.1). Su-
bor obsahoval 21 pacientok. Zo zdravotnych
zaznamov boli parametre sledované systematic-
ky v postupnom ¢asovom obdobi od zaciatku liecby
az po posledni kontrolu (od 2 do 9 po sebe
nasledujicich rokov). Kazdd pacientka bola pred
terapiou vySetrena mamograficky, v pripade, ze sa
pocas liecby zhorsil jej stav, terapia HST jej bola
vysadena a pacientka sa zaradila do dispenzarizacie
onkologa.

U kazdej pacientky sa bez ohl'adu na uzivany pre-
HST
re: biochemické (glukoza,

parat sledovali  nasledujuce  paramet-

bilirubin, aspartata-
minotransferdza — AST, alaninaminotransferdza —
ALT, celkovy cholesterol, onkomarker CA 125),
hematologické (pocet bielych krviniek, Cervenych
krviniek, trombocytov, koncentracia hemoglobinu,

hematokrit,) a hemokoagulacné (koncentracia fi-
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Tab. 2: Priemerné hodnoty sledovanych biochemickych parametrov

Usivany liek Gluk()z_a Bilirub_in AST- ALT_ Choleste_rol CA 12_5
(mmol.I'") (umol.I") (ukat.I™) (ukat.I) (mmol.I'") (kIU.I"Y
Activelle 53 10 0,36 0,35 59 13,48
Klioges 51 12 0,26 0,25 5,7 11,75
Novofem 55 10 0,28 0,26 5,7 125,17
Angeliq 51 8 0,23 0,21 39 9,9
Gynovel 6,0 11 0,28 0,22 5,6 —
Femoston 6,7 6 0,37 0,41 5,8 —
Trisequens 4.6 11 0,32 0,35 4.9 7,1
Estrofem 4,9 5 0,22 0,24 5,4 15,38
Norma 4,0-6,1 0-20 0,1-0,6 0,1-0,6 3,1-52 2-35
AST — aspartataminotransferaza, ALT — alaninaminotransferaza
Tab. 3: Vysledné priemerné hodnoty sledovanych hematologickych parametrov krvi
"’: = ‘E = :§ —_ E :: Lo °:"n —_

Uzivany liek | £ 2 Sy 3 E s D e < &
=2 |22 | £¢° : | E2 ¢ | =
=) = e~ o= = =~

Activelle 5,52 4,15 130 0,39 245 108 33 0,95
Kliogest 5,86 4,64 136 0,43 248 99 2,9 1,01
Novofem 5,62 4,79 141 0,43 264 93 2,8 1,05
Angeliq 5,89 4,79 121 0,38 227 95 2,2 1,04
Gynovel 6,55 4,37 133 0,39 214 92 2,9 1,00
Femoston 5,55 4,30 132 0,40 261 108 3,5 0,95
Trisequens 4,48 4,28 132 0,41 223 111 1,8 0,91
Estrofem 7,89 4,70 127 0,39 344 108 2,5 0,93
Norma 3,6-10 38-53 1 120-160|0,35-0,46| 140—-440 | 75-115 1,6 -4,4 10,86 —-1,20
PT — protrombinovy ¢as, INR — International Normalized Ratio (medzinarodny normalizovany pomer)
brinogénu, medzinarodny normalizovany pomer VYSLEDKY
— International Normalized Ratio (INR) a protro-
mbinovy ¢as — PT). Vek pacientok
Pacientky wuzivali prevazne lieky s obsahom V subore 21 pacientok s klimakterickym

estrogénu kombinovaného s progestagénom, a to
bud’ formou kontinualnej, alebo sekvencnej metody.
Tabul’ka 1 obsahuje prehl'ad o uzivanych liekoch, ich
zlozenie, sposob davkovania a pocet pacientok, kto-
ré danu terapiu absolvovali.
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syndromom najviac z nich patrilo do vekovej skupi-
ny 50 — 60 rokov. Najvyssi vek mala 72-ro¢na pacient-
ka (narodena 1948), najmladSou bola pacientka vo
veku 40 rokov (narodena 1980). PresnejSie zastipe-
nie veku zien dokumentuje graf 1.



Hodnoty biochemickych parametrov krvi

Porovnanie vyslednych biochemickych pa-
rametrov dokumentuje tabul’ka 2 obsahujuca za-
znam priemernych hodnot pre kazdy preparat
zvlast. Z uvedenych vysledkov vyplyva, ze k
najvyraznejSim zmenam doslo pri biochemickych
parametroch, kde su cervenou farbou vyznacené
hladiny. KedZe sa

onkomarker CA 125 nevySetroval uz ako plateny

hodnoty nad fyziologické

vykon v ramci prevencie, nemame dostatocné data
na to, aby sme ich mohli vyhodnotit’, avsak je po-
trebné podotknut’, ze onkomarker CA 125 bol zvySeny
u jednej pacientky uzivajucej lick Novofem. Zvysenie
CA 125 u danej pacientky davame do suvisu s jej
rodinnou anamnézou a nie s uzivanim spominané-
ho lieku.

Priemerna glykémia spomedzi vsetkych sle-
dovanych liekov bola pri prepardte Femoston
najvyssia, a to 6,7 mmol.I"!. Pri ostatnych preparatoch
HST boli hodnoty v norme, teda pod 6 mmol.l"'.
Priemerné hodnoty koncentracie celkového cho-
lesterolu boli nad normu pri 6 preparatoch, a to:
Activelle (5,9 mmol.I'"); Kliogest (5,7 mmol.l'");
Novofem (5,7 mmol.l"); Gynovel (5,6 mmol.l'");
Femoston (5,8 mmol.l"); Estrofem (5,4 mmol.l");
vsetky v sérovej koncentracii nad 5 mmol.l".

Priemerné hodnoty koncentracie bilirubinu sa
v sledovanom subore javili v norme pri uzivani
vSetkych zastupcov HST. Fyziologicka hladina do
20 umol.I"! bola udrziavana u kazdej z pacientok.

Priemerné hodnoty aktivity AST boli rovnako
ako ALT v intervale fyziologickych hodnét (do 0,6
pkat.I'! pre AST, resp. od 0,1 pkat.I'! do 0,6 pkat.]!
pri ALT), a to pri vSetkych liekoch. V pripade
protrombinového ¢asu (75 — 115 s), fibrinogénu (1,6
— 4,4 g1") a hodnoty INR (0,86 — 1,20) nedoslo k
zmene mimo fyziologické hodnoty ani pri jednom
z uzivanych preparatov.

Tabulka 3 dokumentuje priemerné hematolo-
gické parametre u sledovanych pacientok. Hema-
tologické parametre sa pri uzivani ani jedného HST
preparatu nevychylili z povolenych fyziologickych

intervalov.

Hoci vsetky priemerné hodnoty hematologickych
a hemokoagula¢nych parametrov uvedené v tabul-
ke 3 sa nachddzaji vo fyziologickych normach,
v pripade protrombinu a fibrinogénu boli mierne
zvySené pri preparate Activelle (u 2 pacientok — 4,76
a 4,69 g.1""); Femoston (u 1 pacientky — 4,63 g.I'!) a
pri liecku Novofem (u 1 pacientky — 4,41 g.I'").

DISKUSIA

Regresia pohlavnych funkcii je nezvratny pro-
ces. Toto starnutie a s nim spojend znizena kvalita
zivota by sa neoznaCovala za klinicky problém
ludstva, ak by sa nedozivalo vysokého veku. Z
farmakoekonomického hladiska sa metody, ako
napr. Analyza nakladovej efektivnosti (Cost effec-
tivness analysis — CEA) zaoberaju zlepSovanim
kvality zivota v starnticej populacii aj prostrednict-
vom lepsieho pochopenia klimaktéria. Podl'a Haneya
a kol. (1986) je klimaktérium obdobie, ktoré je
charakterizované mnozstvom navzijom sa liSia-
cich Specifik.

Zmeny, ktoré nastavaji pocas postreproduké-
ného obdobia maju za nasledok vznik osteoporozy,
poruchy nastavovacieho bodu vazomotoriky vy-
volavaji navaly, dochadza k naruSeniu kognitiv-
nych funkcii, poruchdm spanku a dystrofii CNS
(Martinicky a kol.,, 2014). S tymto tvrdenim sa
zhoduje aj naSa S§tadia, ktora potvrdzuje vsetky
sprievodné prejavy klimaktéria, kvoli ktorym sa
pacientkam nasadzovala HST. NaSe pacientky sa
ale zvicsa stazovali na navaly tepla, nespavost’ a
nervozitu.

Podl'a vysledkov biochemického vysetrenia krvi
sa u pacientok s predpisanou HST objavili problé-
my s cholesterolom, ktorého hladiny boli nad nor-
mu takmer pri vSetkych pouzitych preparatoch
okrem liekov Angeliq a Trisequens. Co sa tyka
markeru CA 125, ten bol prevazne v norme okrem
pacientky uzivajucej Novofem, kde hodnota CA
125 dosiahla 125,17 kIU.1"'.

Obavy z pouzivania HST vyplyvaji najma
z moznych neziaducich tuc¢inkov. Podla Sstadie

79



Iniciativy za zdravie zien (Women’s Health Initia-
tive — WHI) sa so samostatnym estrogénom vs.
placebo pozorovali nasledovné vysledky: fraktary
503 vs. 124,

tromboembolicka choroba 101 vs. 78, nahla ciev-

724, karcindbm prsnika 94 vs.

na mozgova prihoda 158 vs. 118 a korondrna cho-
roba srdca 177 vs. 199. Podla odporucani Me-
dzinarodnej spoloc¢nosti pre menopauzu (Interna-
tional Menopause Society — IMS) sa zeny mladsie
ako 60 rokov nemaju coho obavat, ked’ze estrogén
je bezne inkorporovany do klinickych postupov pre
zeny v menopauze. Podl'a IMS estrogénova HST
znizuje riziko rakoviny prsnika, karcinomu hrubé-
ho ¢reva, ochoreni srdca, fraktir kosti. Bezpecnost
HST zavisi od veku, hlavne pre zeny mladSie ako 60
rokov. Ak sa zacne s lie¢bou skoro po menopauze
a je indikovana na konkrétnu indikaciu, rizika su
minimalne (Martinicky a kol.,, 2014). ZvySené
hodnoty fibrinogénu a protrombinového casu u 4
pacientok mozno dat’ do suvisu s potencidlnym
nabehom na kardiovaskularne alebo tromboembo-
lické prihody, avSak nast’astie sa ani u jednej pacient-
ky nasho suboru neobjavili tieto komplikacie, a to aj
napriek zvySenym hodnotdm FBG a PT (Activelle
— 2 pacientky, Femoston — 2 pacientky, Kliogest a
Novofem — po 1 pacientke).

V nasej Stadii sa pacientkam nasadzovali dané
pripade nedostatocnej odpovede im bolo liecivo
zvySované a titrované postupne. Riziko karcinomu
nebolo zaznamenané, okrem jednej pacientky, kto-
rej bolo vySetrenie markera CA 125 navrhnuté z
dovodu rodinnej anamnézy.

Pacientky, ktoré trpia pocas prechodu hy-
percholesterolémiou v podobe zvysenych hladin
lipoproteinu s nizkou hustotou (LDL) by mali byt’
lieCené pomocou estrogénov a statinov. Potvrdil
sa podobny ucinok redukcie kardiovaskularneho
rizika v skupine s terapiou samostatne estrogénmi
a samostatne medikamentmi ur¢enymi na redukciu
lipoproteinov v krvi (Borovsky a kol.,, 2016).
Kedze sme sa zameriavali len na zmeny krvnych

parametrov, a pre nedostatok informacii o naSom
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subore, nemohli sme dospiet k zaveru, ze HST
upravuje hypercholesterolémiu. Naopak, u vacSiny
pacientok doslo k zvySenym hodnotam celkového
cholesterolu, avSak nevieme, ¢i dané pacientky
uzivali aj spominané statiny.

U nami sledovanych zien sa objavila hyper-
glykémia niekol’ko rokov za sebou alebo jednora-
zovo v niekol’kych pripadoch (5 z 21). Je otazne, ¢i
tieto vykyvy hladin sposobila prave HST, nakolko
je malo pravdepodobné, ze tento stav bol vyvolany
samotnymi horménmi. Medzi 21 vzorkami sme
nemali ani jednu, ktora by trpela diabetom, alebo
by sa u nej diabetes mellitus II. typu rozvinul pocas
liecby. S diabetom je uzko spojena inzulinova
rezistencia, a s lou zasa suvisi zvysenie visceralneho
tuku v postmenopauze.

Pri  hodnoteni glykémie a inzulinémie u
diabetickych zien uzivajicich HST pocas 12
mesiacov bolo zistené, Ze u nich doSlo k Statistic-
ky vyznamnému poklesu glukézy a inzulinémie
oproti diabeti¢kam, ktoré HST neuzivali (Bitoska
a kol., 2016). Podla inej Stidie, zeny, ktoré¢ trpeli
cukrovkou typu II, mali riziko kardiovaskularnych
chordb trikrat vysSie a riziko zhubnych malignit
Sestkrat vysSie oproti kontrolnej skupine. Z malig-
nit ako malignity prsnikov, ovérii a endometria bo-
lo riziko vysSie az desatnasobne. Pozitivny ucinok
HST vo¢i metabolizmu glukozy je vyhodou pre
zachovanie zdravia Zeny po menopauze. Cim je
nastup menopauzy skorsi, tym sa zvySuje aj riziko
kardiovaskularnych ochoreni, priCom uz existujice
metabolické ochorenia alebo samotny metabolicky
syndrom toto riziko eSte zvySuje (Pereira a kol.,
2015).

ZAVER

Klimaktericky syndrom patri prirodzene k
zivotu kazdej zeny. V akej miere ohrozuje alebo
znizuje kvalitu Zivota, zalezi od viacerych faktorov,
ktoré nemozno prirodzene zvratit. Pre zmiernenie
neprijemnosti, ako su napr. volungy a nespavost,

ktoré stvisia s nastupom tohto obdobia je mozné



bojovat, ¢i uz nasadenim fytoterapie, alternativ-
nej terapie alebo HST. T4 by mala byt individualne
zhodnotend este predtym ako sa vObec zacne uzi-
vat' danou pacientkou. Lekar by mal objektivne
zhodnotit’ benefit a riziko liecby, preto je nevyhnut-
né poznat a disponovat’ udajmi pacienta, ako je
napr. jeho rodinnd anamnéza a predispozicia voci
ur¢itym diagnézam. V minulosti prevladali nazory
nasadzovat HST okamzite pri nastupe klimaktéria
za UCelom prevencie osteopordzy alebo ochoreni
KVS, no v dnesnej dobe sa da voci tymto ochore-
niam bojovat’ inymi spdsobmi, ktoré st v rukach
endokrinolégov alebo ortopédov ovela bezpecnej-
$im spdsobom. HST sa nasadzuje v nevyhnutnych
klimakterického

syndromu, kedy je kvalita Zivota zeny v medziach

pripadoch  silne  rozvinutého
s jej psychickym stavom a vtedy, ked’ je pre zenu
nerealne fungovat’ bez problémov ako v case pred
nastupom klimaktéria. S tymto suvisi aj negativ-
ny dopad na osobny a pracovny zivot pacientok.
Nasim pozorovanim sme zhodnotili, Ze vybrané
preparaty HST rapidne neovplyvnili sledované
biochemické a hematologické atributy s mensou
vynimkou, ktora sa tykala mierneho zvysenia hladin
glykémie pri preparate Femoston a celkového
cholesterolu pri preparatoch Activelle, Kliogest,
Novofem, Gynovel, Femoston a Estrofem. Tieto
odchylky nemozno pripisovat len HST, nakolko
so stipajicim vekom pacientky sa objavuju aj iné
komorbidity ako je aterosklerdza. NajevidentnejSie
zmeny biochemickych parametrov pri uzivani HST
sa v tejto Stadii ukazali pri zvySenych hladinach

glykémie a celkového cholesterolu.
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ABSTRAKT

Akné (acne vulgaris) je koiné ochorenie
postihujice mazové zZlazy a vlasové folikuly, ktoré
trapi nielen adolescentov, ale ¢astokrat pretrvava
do dospelosti a v mnohych pripadoch velmi
negativne vplyva na kvalitu Zivota. Pripravky
pouzivané pri terapii acne vulgaris obsahuju
latky z roznych farmakologickych skupin,
ktoré odliSnym spésobom zasahuju priamo do
patogenézy ochorenia. Ciel’om $tidie bolo pribli-
Zit’ vznik a vyvoj aknoéznych stavov a spracovat’
ziskané udaje o farmakologickych terapeutic-
kych postupoch na priklade Kkonkrétnych
pripadov. Pouzité udaje boli analyzované po-
mocou zdravotnej dokumenticie pacientov na
zaklade

ambulanciou v Namestove. Prioritna pozornost’

spoluprace s dermatovenerologickou

bola venovana tazkym formam ochorenia,
pri ktorych je po predchadzajicej netspesnej
lokalnej terapii nevyhnutna terapia systémova,
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v podobe perorialneho izotretinoinu. Vzhl'adom
na variabilnost’ priebehu aknézneho ochorenia,
systémova terapia prebieha individuilne. Na-
priek neziaducim ucinkom, ktoré moze vyvolat’,
je v tazkych pripadoch nenahraditel’na. NeZia-
duce ucinky je mozné upravou davky lieiva
minimalizovat’ aZ eliminovat’. Je v§ak nevyhnut-
né, aby pocas celého liecebného procesu bol
pacient pod lekarskym dohladom.

Krucové slova: acne vulgaris; izotretinoin;

neZziaduce ucinky; terapia akné

ABSTRACT

Acne (acne vulgaris) is a skin disease affecting
the sebaceous glands and hair follicles that not
only afflicts adolescents, but often persists into
adulthood and in many cases has a very negative
impact on quality of life. The preparations
used in the treatment of acne vulgaris contain



substances from different pharmacological
groups, which in different ways directly affect
the pathogenesis of the disease. The aim of
the study was to approach the origin and
development of acne conditions and to pro-
cess the obtained data about pharmacologi-
cal therapeutic procedures on the example of
specific cases. The used data were analyzed
with the help of medical documentation of
patients on the basis of cooperation with
the dermatovenerological outpatient clinic
in Namestovo. Priority was given to severe
forms of the disease, in which systemic
therapy, in the form of oral isotretinoin, is
necessary after a previous unsuccessful local
therapy. Due to the variability of the course
of acne disease, systemic therapy is perfor-
med individually. Despite the side effects it
can cause, it is irreplaceable in severe cases.
Adverse effects can be minimized or elimina-
ted by adjusting the dose of the drug. Howe-
ver, it is essential that the patient be under
medical supervision throughout the treatment
process.

Key words: acne therapy; acne vulgaris;
adverse effects; isotretinoin

UVOD

Akné (acne vulgaris) je chronické zapalové
ochorenie koze postihujice mazové Zzlazy a
vlasové folikuly (pilosebacedzna jednotka),
ktoré sa prejavuje zvySenou tvorbou mazu,
nezéapalovymi (komedoény) a zapalovymi (pa-
puly, pustuly, noduly a cysty) léziami (najma
oblast’ tvare, hornej Casti hrudnika, ramien a
chrbta) a ktorym celosvetovo trpi 9,4 % popu-
lacie. V rebricku svetovych chorob je na 8.
mieste. Toto ochorenie postihuje 85 % ado-
lescentov, ale moéze pretrvavat az do dospelosti.
Vo veku 21 — 23 rokov postupne ochorenie

ustupuje, ale stretdvame sa aj s tym, Ze pretrva

az do 25 roku (15 %), predovsetkym u zien, niekedy
aj od 30 — 39 (43 %), az do 40 — 49 roku 3 — 5 %)
(Nevoralova, Rulcova, Bendkova, 2016; O’Neill a
Gallo, 2018).

Akné je multifaktoridlne ochorenie a na jeho
vzniku a vyvoji sa podiela mnoho exogénnych
a endogénnych faktorov: zneCistené ovzdusie,
strava, stres, hyperseborea spdsobend androgénmi,
hyperkeratinizacia, bakteridlna kolonizacia Cuti-
bacterium acnes (C. acnes), zapalova reakcia,
Vysledkom
je vytvorenie zapalovych aknéznych 1ézii a

obstrukcia  mazovych  folikulov.
komedonov. U kazdého jedinca sa prejavuje s inou
zavaznostou, taktiez existuje viacero foriem akné
a preto neexistuje jednotna a striktnd terapia (Julie a
Harper, 2019; Sachdeva a kol., 2020). Aj ked’ akné
nepatri medzi zivot ohrozujuce ochorenie, negativ-
ne vplyva na psychiku pacienta a znizuje kvalitu
jeho zivota (depresia, uzkost’, pocit menejcennosti,
sebadestrukcia).

Zaciatocnym prejavom ochorenia je subklinicky
zapal a tvorba mikrokomedoénov. Nadprodukciou
korneocytov, ktoré su pritomné v epitelovej vystelke
pilosebacedznej jednotky, dochddza k prieniku
korneocytov do vyvodu, keratinovej blokade a
hyperprodukcii mazu. Vytvori sa mikrokomedon
a nasledné =zapalové l1ézie (Klimas, 2016).
Mikrokomedén predstavuje prvu patologicki zme-
nu, ktord je zodpovedna za dalsi priebeh prejavov
akné. Je to prekurzor ostatnych patologickych
aknoznych 1ézii, charakterizovany hyperprolifera-
ciou folikuldrneho epitelu. Proces komedogenézy
zacina v sebace6znych folikuloch (vid’ obr. 1).

Mikrokomedon prechadza do viditelnej, ne-
zapalovej lézie. V pripade, ze proliferujuce baktérie
C. acnes uvolnuju prozapalové mediatory, vznika
inflamovana 1ézia. Nezapalova lézia existuje vo for-
me otvoreného alebo uzavret¢tho komedoénu
(Rasochova, 2010).

Komedény vznikaji  obstrukciou folikulov
odumretymi bunkami koze a rozdeluji sa na
otvorené (Cierne bodky), uzavreté¢ (biele bodky) a
fistulujiice (vid’ obr. 2, 3). Pre uzavreté komedony
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Obr. 1: Vznik mikrokomedonu

n) Sebacedzni folikul

Zdroj: Rulcova, 2005

Obr. 2: Vznik komedoénu a zapalu

a) Uzavieny komedon b) Otevieny komedon

zbytek
viasu

kolonie
Prop. acnes

¢) Zanétliva reakce

Zdroj: Rulcova, 2005
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Obr. 3: Aknézne lézie
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Zdroj: Avector/Shutterstock.com




je charakteristicky rozsireny sebacedzny vyvod,
jeho okraj nie je viditelny vol'nym okom. Otvorené
komedony sa vyvijaji az po niekolkych tyzdnoch.
Cierne sfarbenie uzatvorenych komedénov je
spdsobené oxidaciou kozného pigmentu melaninu.
Vyskyt otvorenych a uzavretych komedonov je
prvotnym prejavom akné.

Medzi zapalové lézie patria papuly, pustuly, v
zévaznych pripadoch st to jazvy, cysty, noduly.
Papuly sa vyznaCuju pritomnostou lymfocytov,
roznou velkostou, réznym stupiiom zdpalu a roz-
nym stupfiom indurdcie. V pustuldch su pritomné
polymorfonuklearne bunky s obsahom lyzozomal-
nych enzymov, ktoré su ucinnejSie v resorpcii
zépalu oproti lymfocytom papul. Noduly st vel'mi
bolestivé, ulozené hlboko, vyprazdiuju sa na povrch.
Lokalizacia je na tvari, brade, chrbte a podsankovej
oblasti. Cysty sa vytvaraju zriedka, prechaddzaji na
povrch pokozky, navzajom sa prepajaju (vid obr.
3). Trvaju niekol’ko rokov a nemaju tendenciu sa
samovolne hojit’.

Jazvy vznikaju z nodulocystickych 1ézii usade-
nych hlboko v dermis, ale aj povrchovych zapale-
nych 1ézii. Jazvy moézu byt atrofické, hypertrofic-
ké, na urovni koze alebo keloidné. Hypertrofické
jazvy su presne ohranicené, neprechadzaju za hrani-
cu poSkodeného tkaniva koze, su tvrdé a hladké,
ich sfarbenie je ruzovkasté, pripadne si zhodné so
sfarbenim koze. Keloidné jazvy postihuji hornu
¢ast’ hrudnika. Ich vyvoj je rychly, dokazu vzniknut’
uz za 12 tyzdinov. Moézu byt pritomné pocas celého
zivota alebo samovolne vymizni (Rasochova,
2010; Nevoralova, Rulcova, Benakova, 2016).

V sucastnej dobe neexistuje univezalny systém,
ktory by klasifikoval acne vulgaris. Je to predovset-
kym z dévodu velkej rozmanitosti klinickych preja-
akné. Aj

hodnotiacim metodam nebola Zziadna prijatd za

vov naprick mnohym existujicim
prijoritnud, preto nie je 'ahké akné vizudlne hodno-
tit. Vela metdd nie je platnych a z tohto dovodu
je mozné vzajomné porovnavanie vysledkov. K
spravnemu hodnoteniu akné dopoméha priprava ple-

ti pred diagnostikou, vhodna poloha pacienta, sprav-

ne osvetlenie, pripadné pridanie palpacnej techniky
k vizuélnej kontrole (Nast a kol., 2012; Jarrett, 2019).

Aj ked pri kategorizacii akné je opisanych vela
metdd, prevlada v klasifikacii Leedsova technika.
Na stanovenie poctu lézii a uréenia stupna zavaz-
nosti akné v oblasti hrudnika, tvare a chrbta sa
vykonavaju dve merania. Forma akné sa hodnoti
taktiez

ilustracii, ktoré znazornuju jednotlivé formy akné.

palpatne a vizudlne, prostrednictvom
Sc¢itacia metoda zahfiia pocitanie zapalovych a
nezapalovych 1ézii, papuly a pustuly na povrchu,
hlboké zapalové 1ézie. Pri vyhodnoteni sa pacient
zaradi do stupiia od 0 (bez akné) do 10 (velmi taz-
ké akné). Stupen 0 az 2 sa d’alej deli po intervaloch
0,25. Pacienti, ktori dosiahli stupne 0,25 — 1,5 maju
minimalne prejavy akné, vysSie vysledky pouka-
zuju na klinicky viditeI'né akné (Rasochova, 2010;
Nast a kol., 2012; Nevoralova, Rulcova, Benakova,
2016).

Dalsou rozsirenou klasifika¢nou metdédou je
delenie akné na 'ahkq, stredne tazku a tazku formu.
Vyhodnocuje sa podla poctu zapalovych 1ézii a
nepritomnosti nodulocystickych utvarov. Pacient,
ktory mé velké mnozstvo komedonov na tvari moéze
byt na tom lepsie ako pacient s par nodulami.

Europska skupina pre tvorbu doporucenych
postupov (EU Gudelines Group) deli akné do 4
skupin:

* Komedonické akné - vyskyt komedonu,

najviac 1 papula

» Lahké — az stredne zavazné papulopustuloz-

ne akné — vyskyt malo (l'ahké) az mnoho
(stredne) nezapalovych 1€ézii, nie viac ako 20
papul

« Tazké papulopustulozne akné, stredne zavaz-

né nodulocystické akné — vyskyt nezéapalo-
vych 1ézii v akomkol'vek pocte, viac ako 21
papul, malo nodul

» Zavazné nodulocystické akné, konglobatne

akné — pritomné su cysty, absedujuce noduly,

zépalové infiltraty
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Obr. 4: Komedonické akné

Zdroj: Nevoralova a kol., 2016

Obr. 5: Papulopustulézne akné

Zdroj: Nevoralova a kol., 2016

Z Kklinického hladiska sa akné rozdeluje na
komedonické, nodulocystické,
konglobatne. Komedonické akné (acne comedonica)

je nezapalova, najlahsia forma akné (vid' obr. 4).

papulopustulozne,

Klinicky obraz predstavuji uzavreté a otvorené
komedony, zapalovy proces nie je vyrazny. Podla
zavaznosti sa rozdel'uje na Styri stupne:

I.  Menej ako 10 komedonov na polovici tvare

II. 10 az 25 komedonov na polovici tvare

III. 26 az 50 komedonov na polovici tvare

IV.  Viac ako 50 komedonov na polovici tvare.
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Komedonické akné sa objavuje v obdobi puberty,
vicsia Cast’ pacientov trpiacich touto formou akné
patri do I. a II. stupna. Dospievajuci pacienti vo
vyssom veku maji tendenciu k vicSej tvorbe
komedoénov, preto mozu trpiet’ stupnom III. az IV.
Lokalizacia akné je v oblasti Cela, na tvari a brade.
Ma tendenciu vymiznut’, ale aj schopnost’ rozvijat’
sa do zavaznejSich foriem (Nevoralova, 2012b;
Nevoralova, Rulcova, Benakova, 2016).

Papulopustulézne akné (acne papulopustulosa)
patri medzi tazsSie priebichajicu, zapalovi formu



Obr. 6: Konglobatne akné

Zdroj: Nevoralova a kol., 2016

Obr. 7: Acne fulminans

Zdroj: Nevoralova a kol., 2016

akné, kde su pritomné okrem komedonov aj papuly
a papulopustuly (vid’ obr. 5). Podla poétu papul a
papulopustul sa rozdel'uje na Styri stupne:
I. 6 az 10 papul, pripadne papulopustul na po-
lovici tvare
II. 10 az 20 papul, alebo papulopustul na po-
lovici tvare
III. 21 az 30 papul/papulopustul na polovici
tvare
IV. 30 a viac papul/papulopustul na polovici

tvare.

Vel'mi délezité je zahajit' véasnu liecbu, pretoze
vysledkom st vznikajlice jazvicky v mensom alebo
vacSom pocte.

Nodulocystické akné ma v klinickom obraze
zastupené cysty a noduly v poéte mensom ako 5 na
polovici tvare (Nevoralova, Rulcova, Benakova,
2016).

Konglobatne akné (acne conglobate) je chronic-
ka zavazna forma akné. Vznika na podklade t'azSie-
ho priebehu akné, ale moze sa vyvinut' aj z beznej
formy akné (vid’ obr. 6). Lézie sa nachadzajii okrem
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tvare na pleciach a drieku. Klinicky obraz tvoria
hlboké cysty, zapalové infiltraty, hnisavé abscesy.
Tazky priebeh ochorenia, ktory trva aj niekol’ko ro-
kov, zanechava rozsiahle hypertrofické a keloidné
jazvy s vyraznym fialovocervenym zafarbenim
(Saint-Jean a Dreno, 2016).

K najzévaznejsej forme akné patri acne fulmi-
nans (vid’ obr. 7), vytvara sa zriedka, vicSinou u
dospievajucich muzov, ktori trpia konglobdtnym
akné a moéze ho vyvolat' aj peroralny izotretinoin
v ramci systémovej terapie. Typickym znakom
acne fulminans st hemoragické nekrozy v oblasti
tvare, krku a chrbta. V priebehu ochorenia mdze
dojst k leukocytdze, horacke, opuchu a bolesti
iliosakralnych, kolennych a bedrovych kibov. Vo
vynimo¢nom pripade sa vyskytuje zvySeny pocet
leukocytov a dochadza k ochoreniam obliciek.
Komplikéciu predstavuje vznik aseptickych nekroz
kosti (Rasochova, 2010; Saint-Jean a Dreno, 2016).

Hlavnym cielom terapie je odstranenie pritom-
nych nezapalovych komedoénov, zéapalovych lézii
(papuly, pustuly, noduly, cysty) a si¢asne tak zabranit’
vzniku novych zapalovych lozisk. Podstatnym
krokom je zacat’ s lieCbou uz pri prvotnych prejavoch
tvorby komedonov. Liecba sa zameriava na redukciu
produkcie kozného mazu, eliminaciu C. acnes, Gpra-
vu hyperkeratozy v pilosebacedznych folikuloch.

Lokalna liecba je pouzivana pri miernom az stred-
ne tazkom akné, ale moze sa vyuzit’ aj ako doplnkova
Ma

vyznam v preventivnej a udrzovacej faze. K lieCivam

liecba pri komplikovanych forméach akné.

pouzivanym v lokalnej terapii patria retinoidy,
kyselina azaelova, benzoylperoxid, antibiotikd (ATB)
(vid’ tab. 1). Retinoidy a kyselina azaelova dokazu
svojim pdsobenim na mikrokomedony, komedony
a mierne zapalové 1ézie zabranit’ navratu ochorenia
po vylieceni. Zatial' ¢o retinoidy su pocas gravidity
a dojcenia kontraindikované, kyselina azelaova,
naopak, je v tychto zivotnych fazach vhodna na lie¢-
bu akné. Benzoylperoxid ma antibakterialne G¢inky
proti C. acnes, tlmi zapal a keratolyticky ucinkuje
na otvorené aj zatvorené komedony. Na rozdiel

od antibiotik nevyvolava bakteridlnu rezistenciu.
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V liecbe sa kombinuje s kyselinou azelaovou a
adapalénom, kombinaciou s lokalnymi antibiotikami
sa zvysi efektivnost’ lieCby. Neodporaca sa pouzivat’
v monoterapii. Na zaciatku liecby podavame
benzoylperoxid v nizkych koncentraciach, ktoré
postupne zvysSujeme. Benzoylperoxid moéze vyvo-
lat alergicki reakciu, palenie a zaCervenanie
pokozky. Je kontraindikovany v gravidite a dojceni.
Mo6ze sa pouzit aj pri udrzovacej terapii po
ukonceni liecby lokalnymi retinoidmi (Plzékova,
2013; Vantuchova, 2015; Kozarova, 2020). LiecCba
lokadlnymi antibiotikami je zahajend u zapalovych
foriem akné. Znizuju pocet baktérii Cutibacterium
acnes a Staphyloccocus epidermis v sebacedznom
folikule mazovej zlazy. Neposobia komedolyticky,
ale vyznacuji sa antiflogistickym Gc¢inkom.
Nevyhodou je vznik bakteridlnej rezistencie, ktorej
zabranime kombindciou s retinoidmi, kyselinou
azelaovou alebo benzylperoxidom. Vhodna je
kombinacia s hormonalnou antikoncepciou. Neod-
poruca sa kombinacia lokalneho antibiotika s
celkovo podavanymi antibotikami pre zvysujice sa
riziko mikrobidlnej rezistencie. Celkova dizka lieg-
by by nemala presiahnut’ 3 mesiace. K pouzivanym
antibiotikdm  patria  erytromycin, klindamycin,
kyselina fusidova. Ako magistraliter sa pouzivaju
v podobe roztokov, masti, past tertacykliny a
chloramfenikol. Vysledok lokalnej liecby sa dosta-
vi priblizne po 6 tyzdioch, skorSie ukoncenie ¢i
zmena liecby sa neodporuca (Nevoralova, Rulcova,
Benakova, 2016; Machackova, 2018).

Systémova terapia je indikovand u tazkych az
velmi tazkych foriem akné, pripadne u stredne
tazkych, ktoré neboli uspesne liecené lokalnou

kombinovanou liecbou. Medzi hlavnych zastupcov

systétmovej liecby patria celkovo podéavané
antibiotikd, izotretinoin a u zien sa vyuziva
kombinovand hormondlna antikoncepcia (vid’

tab. 2). Vysledny efekt je viditelny po mesiaci
pouzivania (ATB, izotretinoin), pri hormonalnej
antikoncepcii az po niekolkych mesiacoch. V
priebehu tejto

liecby sa vyskytuji neziaduce

ucinky, preto je dolezité na to pacientov upozornit



Tab. 1: Lokalne terapeutika

Tretinoin
Izotretinoin
Adapalén
Tazarotén

Retinoidy

Kyselina azelaova

Benzoylperoxid
Antibiotika

(Nevoralova, 2013).

Tetracyklinové antibiotika su lipofilné, ¢o umoz-
ni ich rychlejsiu penetraciu do oblasti, ktoré su bohaté
na lipidy (mikrokomedon, sebacedzny folikul),
inhibuju bakteridlnu lipazu ucinnejSie ako makroli-
dy, posobia bakteriostaticky, fotosenzibilizujuco,
nie si vhodné pri liecbe pocas slne¢ného obdobia a
nepouzivaju sa u zien v obdobi dojcenia a tehotens-
tva, ani u deti do 8 rokov (Nevoralova, Rulcova,
Benakova, 2016; Kozarova, 2020).

Medzi lieky 2. vol'by patria makrolidové antibio-
tika a pouzivaju sa pri pacientoch, u ktorych neméze
byt zahajend lieCba tetracyklinom. Azitromycin
ucinkuje nielen na baktérie C. acnes, ale aj sekundar-
ne patogény (streptokoky, stafylokoky, anaeroby) a
pdsobi imunomodulacne. Klindamycin G¢inkuje na
grampozitivne aj gramnegativne anaerobne mikroby.
Pri dlhodobom uzivani mozu nastat’ neziaduce ucin-
ky — gastrointestinalne tazkosti, pseudomembrandz-
na kolitida a diabetes mellitus (Nevoralova, 2013).

Peroralny izotretinoin je uréeny k liecbe tazkych
foriem akné (zavazné papulopustuldézne, konglobat-
ne a nodulocystické), pripadne miernejSich foriem
akné, kedy predchadzajuca terapia bola neucinna
(lokalne pripravky, peroralne antibiotika).

Principom hormonalnej terapie je potlacenie
vplyvu androgénov na mazové zlazy. Tato liecba je
uréena zenam so zavaznou formou akné sposobenou
nadbytkom androgénov (hirzutizmus, menstruacné
poruchy) a u tazkych foriem akné. V praxi sa pouzi-
vaju peroralne kontraceptiva s obsahom antiandro-

Tab. 2: Systémové (celkové) terapeutika

Tetracyklinové
g, (doxycyklin, minocyklin)
Antibiotika Makrolidové
(azitromycin, klindamycin)
[zotretinoin
Hormonalna
antikoncepcia

génu. Antiandrogény tlmia u¢inky androgénov a
estrogénu (Buchvald, 2005; Elsaie, 2016).

MATERIAL A METODIKA

Udaje v predlozenej $tadii boli analyzované
pomocou zdravotnej dokumentacie pacientov Vv
spolupraci s dermatovenerologickou ambulanciou
v Namestove a pomocou dostupnych literarnych
zdrojov. Zamerali sme sa na opis tazkych foriem
akné, pri ktorych je po neuspesnej lokalnej terapii
naordinovana systémova terapia, konkrétne peroral-
ny izotretinoin. Vzhl'adom na variabilnost’ priebehu
ochorenia nebolo mozné vytvorit’ skupiny pacientov
s rovnakymi symptomami a preto boli terapeutické
postupy prezentované pomocou piatich klinickych
pripadov tazkych foriem ochorenia. Pri spracovani
zdravotnej dokumentacie pacientov vsetky uvedené
informacie boli pouzité v sulade s platnou legislativou
Slovenskej republiky a s dodrzanim etickych noriem
a ochrany osobnych udajov.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Akné patri medzi najrozsirenejSie dermatologic-
ké ochorenie, ktoré zasahuje pilosebacedznu jed-
notku. Vyskyt akné sa za posledné roky pozoroval
u mladsich pacientov, v désledku skorSieho nastupu
puberty. Castejsie sa vyskytuje u dievéat vo veku
od 12 rokov, ale aj u chlapcov, a to vo veku od 15
rokov. Vo vicsine pripadov akné vymizne do zaciat-
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Graf 1: Pocet liecenych pacientov (0 — 18) v roku 2017

Dievcata
57%

Chlapci
43%

Graf 2: Pocet liecenych pacientov (nad 19 rokov) v roku 2017

Zeny
72%

Muii
28%

ku dvadsiateho roku zivota pacienta, ale modze
pretrvavat’ az do dospelosti. S touto podobou akné
sa stretavame CcCastejSie u zien. Epidemiologicky
prieskum na Slovensku z roku 2017 potvrdzuje
Castost’ vyskytu ochorenia u dievéat a zien a tiez z
neho vyplyva, Ze pocet pacientov do a nad 19 rokov
je takmer identicky (vid graf 1, graf 2).

Celkovy pocet vysetrenych osob s diagnozou akné
vo veku od 0 do 18 rokov bol 43 159, z toho 18 470
chlapcov a 24 688 dievcat.

Pacientov trpiacich akné nad 19 rokov bolo 45
438, z toho 12 897 muzov a 32 541 Zien.

Medzi vybranymi klinickymi pripadmi boli
pacienti (1. pripad — 22 ro¢na @, papulopustulézne
akné; 2. pripad — 17 ro¢ny &, papulopustulozne
akné so sklonom k zjazveniu; 3. pripad — 38-ro¢na
Q, papulopustulézne akné; 4. pripad — 17-ro¢na @,
papulopustulézne akné; 5. pripad — 16-roény J,
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konglobatne akné), ktori trpeli tazkymi formami
akné. Zaciatok ich terapie spocival v absolvovani
lokélnej terapie, ktora vSak neviedla k ustupu akné
a preto boli pacienti orientovani na peroralnu
systémovu liecbu. Systémova terapia je preferova-
nou volbou pri liecbe zapalovych 1ézii. Touto liecbou
je mozné znizit' psychicku zat'az pacienta, depresiu
a predist’ socialnym rozpakom (Nevoralova, 2012b;
Fox a kol., 2016; NCZI, 2019).

Pred zahajenim celkovej terapie izotretinoinom
pacienti absolvuju biochemické vysetrenie zamerané
na hepatalne (AST, ALT, GGT) a lipidové parametre
(celkovy cholesterol, TAG), a to aj po prvom mesiaci
terapie a potom v trojmesacnych intervaloch. Okrem
toho je nevyhnutné dokladne oboznamit’ pacienta s
priebehom liecby a neziaducimi G¢inkami. Terapia
izotretinoinom trvad priemermne 4 — 6 mesiacov.
Efektivna

liecba u sledovanych pacientov v



kazuistikach trvala o nie¢o dlhsie (9 — 24 mesiacov).
Najdlh$iu dvojro¢nu terapiu podstipila 38-rocna
pacientka. V pripade netispesnej terapie je totiz moz-
né medikaciu predizit (Martindskova a Voréakova,
2017).
Terapia dohl'adom

dermatologa. Velkou vyhodou izotretinoinu je, ze

prebiecha vzdy pod
ovplyviiuje takmer vSetky etiologické faktory akné.
Ma protizapalovy tuc¢inok (inhibicia rastu baktérii
C. acnes), znizuje produkciu kozného mazu (v
priebehu dvoch tyzdilov terapie o 70 — 90 %), obno-
vuje folikularnu keratinizaciu (dochadza k vy-
prazdneniu komeddénov a potlaceniu ich novotvor-
by). Na rozdiel od tretinoinu (kyselina all-trans
retinovd) ma izotretinoin minimalnu alebo Zziadnu
schopnost’ viazat' sa na bunkové proteiny viazice
retinol alebo jadrové receptory kyseliny retinovej
(RAR, RXR). Posobi ako proliecivo, ktoré sa
intracelularne meni na metabolity, ktoré su agonisty
pre RAR a RXR nuklearne receptory (Layton, 2009;
Nevoralova, Rulcova, Benakova, 2016).

Pociato¢na denna davka pri liecbe izotretinoinom
je 0,5 mg.kg! a ak pacient davku toleruje, je mozné
jej zvySenie na 1 mg.kg'/den v priebehu 16 az 24
tyzdnov. Odporucana kumulativna davka, ktora
zabezpeCi, ze neddjde k recidive, je 120 mg.kg!
izotretinoinu na liecbu. Vypocet pre kumulativnhu
davku je celkova denna davka nasobena poctom dni
liecby a vydelena hmotnostou pacienta (Kozarova,
2020).

U pacientok v pripadoch 1, 3 a 4, lieCenych
peroralnym izotretinoinom, bolo nutné kontrolovat’
pripadnt graviditu. Pacientky su pred zahajenim
liecby vzdy oboznamené s neziaducimi U¢inkami
izotretinoinu, podpisuju informovany suhlas s liec-
bou (Program prevencie tehotenstva). Pred zacCiatkom
terapie musi byt vysledok dvoch tehotenskych
testov negativny, zakazdym sa testy opakuju v
mesacnych intervaloch, po poslednej davke lieku
a aj po ukonceni liecby. Ak by doslo k relapsu
ochorenia a opédtovnému nasadeniu izotretinoinu,
musi byt medzi lieCebnymi cyklami najmene;j

polro¢na prestavka. U Zien vo fertilnom veku je

potrebné zabezpec€it' ucinni antikoncepciu vzhla-
dom k embryotoxicite izotretinoinu. Vyberie sa
vhodny hormondlny pripravok, ktory obsahuje
dros-

antiandrogén (cyproteronacetat, dienogest,

piren6n). Antikoncepciu  nasadzuje  gynekolog
mesiace pred zacatim terapie (aby sa predislo poca-
tiu), v priebehu celej terapie a mesiac po skonceni
terapie, alebo aj dlhsie, ak si pacientka nezeld
otehotniet’. ZlepSenie koznych prejavov sa zvycajne
dostavi do 3 mesiacov od zaciatku terapie (Bienova
a Kucerova, 2008; Layton, 2009; Kozarova, 2020).

Systémova terapia sledovanych pacientov
prebichala individudlne. BeZzné neziaduce ucinky
zavisia od davky a su tolerované Upravou davky
izotretinoinu alebo symptomatickou liecbou. Medzi
vedl'ajSie UCinky terapie izotretinoinom patria su-
ché pery, suchost’ pokozky a sliznic, erytém, chelitida
(zapal pier), bolest kibov a svalov, bolesti hlavy,
epistaxa (krvacanie z nosa), fotosenzitivita (Layton,
2009). Chelitida vznika ako odozva na efektivne
vstrebavanie lieku. Objavuje sa v rdmci uzivania
lieku po 2 — 3 tyzdnoch terapie (Bienova a Kucero-
va, 2008).

Vsetkym naSim vybranym pacientom bol
predpisany p.o. izotretinoin (Isotretinoin Actavis®
20 mg) v dennej davke 40 mg/2 tablety rano po jed-
le. U 17-ro¢ného pacienta boli po mesiaci hepatalne
parametre mierne zvySené a objavili sa neziaduce
ucinky ako suchost’ pokozky, krvicanie z nosa,
bolest’ hlavy, na zaklade ¢oho mu bola indikovana
znizena davka izotretinoinu (20 mg). U 38-ro¢nej
pacientky bola liecba kombinovand s hormonalnou
liecbou a lokdlnym antibiotikom z ddvodu ne-
efektivneho vysledku. V zavaznych pripadoch
pustulézneho alebo nodulocystického akné sa moze
vyuzit kombinacia hormondlnej liecby a lokalneho
ATB (Elsaie a kol., 2016). U 17-ro¢nej pacientky
bola z dovodu neziaducich ucinkov (bolest’ hlavy,
svalov, kibov, krvacanie z nosa) davka znizena na
polovicu, avSak napriek znizenej davke neziaduce
ucinky pretrvavali, preto bola liecba izotretinoinom
ukoncend a presla na lieCbu lokdlnu. U 16-ro¢ného

pacienta s konglobovanym akné bol pre rozsiahle
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a bolestivé lézie na tvari aj na hrudniku pridany
kortikoid (prednison 10 mg denne), aby doslo k
minimalizacii zépalu a tvorbe novych jaziev. Stav
pacienta sa postupne zlepsoval, doslo k zhojeniu
nodul, papuly Ciastocne vymizli a jazvy vybledli.
Davka prednisonu bola postupne zniZena, v priebe-
hu troch mesiacov doslo k jeho vysadeniu. Ne-
vyhnutnou sucastou terapie akné je udrziavacia
terapia, ktora je definovana ako pravidelné uzivanie
vhodného liecebného pripravku k zabezpeceniu
remisie akné. Liecba zabranuje recidive tym, Ze sa
sustredi na zaciatocné §tadia komedogenézy a na
mikrokomedén (Nevoralova, 2016).

Pretrvavajuce akndzne stavy s nelspesnou
terapiou prispievaju k depresii, uzkosti pacientov.
Cim zavaznejsie a dlhodobejsie je ochorenie, tym
viac sa zvysi stupen uzkosti. Akné sa vyskytuje hlav-
ne na tvari. Tvar patri k dolezitym aspektom vnima-
nia vzhl'adu tela. Mladi I'udia st zamerani na svoj
vzhl'ad, s nan viac citlivi. U takych pacientov mdze
vzniknut’ socidlna bariéra (socidlna fobia, strach zo
socidlneho kontaktu). Pri lieCbe akné sa stretavame
aj s pacientmi, u ktorych sa rozvinie psychiatrické
akné.
komplexnd, vyuzivaju sa psychoterapeutické moz-

ochorenie ako nasledok Ich terapia je
nosti v lieCbe depresie alebo socialnej fobie. V ta-
kom pripade dermatoloég odporuci vyhl'adat’ odbornti
psychologicku alebo psychiatricki pomoc. Délezité
je upozornit’ pacientov, ktori s lieCeni peroralny-
mi retinoidmi na zmeny nalad a spravania a ak k
tomu dojde, mali by informovat’ svojho oSetrujuce-
ho lekara (Nevoralova 2012a). Pacientka opisana
v tretej kazuistike trpela pocitom menejcennosti,
prispela k tomu hlavne neefektivna lieCba a jej
vek. K takymto pacientom je potrebné pristupovat
mimoriadne citlivo a trpezlivo vysvetlit’ terapeuticky
proces.

Efektivitu lie¢by pacientov zvySuje spravne
osetrenie pleti (dermokozmetika) a dodrziavanie
zivotospravy (diéta, strava s mnozstvom vitaminov)
a vel'mi dolezita je spolupraca pacienta pri terapii.
Zaklad tvori pravidelna Setrna starostlivost’ o plet.

Plet’ sa cisti vlaznou vodou, mydlom, gélom alebo
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micelarnou vodou 2-krat denne. Rad najjemnejSich
mydiel je zalozeny na baze syndentov (syntetické
detergenty), ktoré obsahujii menej ako 10 % tenzitov
s neutralnym pH (5,5 — 7). Ich u¢inok u akné je
zalozeny na surfaktantoch, ktoré odstraiiuju maz
a prispievaju k normalizacii biofilmu pokozky. Na
udrzanie priaznivého stavu a podporu hojenia akné
sa vyuziva lieCebna kozmetika, ktora je dostupna iba
2020).
pripravky urcené na hydrataciu pokozky by nemali

v lekarnach (Nevoralova, Kozmetické
byt prili§ mastné, mali by byt nekomedogénne a
nesposobovat’ alergiu. Vhodné st hydrofilné krémy,
hydrogély a emulzie typu olej vo vode. Uz pri prvot-
nych prejavoch akné (drobné komedoény) by pacien-
ti mali pouzivat' vhodni dermokozmetiku, ktora je
mozné kombinovat’ po konzultacii s lekarom lokal-
nymi terapeutikami (retinoidy, kyselina azelaova).
Vhodna je aj aplikacia lekarskej kozmetiky s obsa-
hom kyseliny salicylovej a kyseliny mlie¢nej. Kyse-
lina salicylova ma lipofilny charakter a 'ahko preni-
ka koznou bariérou, preto zvySuje vstrebavanie lo-
kalne podavanych lieCiv (napr. retinoidy, Kkorti-
kosteroidy). V nizkych koncentraciach (1 — 2 %)
ma antisepticky a keratoplasticky ucinok. Kyselina
mlie¢na hydratuje pokozku, pomaha udrzat' kyslé
pH pokozky a posobi protizapalovo a antibakterial-
ne. Na postihnuté miesta vo forme gélu alebo
oleja moézeme aplikovat Tea tree oil, ktory ma
antimikrobidlne  vlastnosti  (Langerova, 2014;
Obrovskd, 2015). Pri tazkych akndznych stavoch
(papulopustulézne akné, konglobatne akné) je
potrebné poradit’ sa s dermatologom o aplikacii
medicinskych kozmetik. Dermatolog odporica aj
vyuzitie fototerapie alebo lasera, s ciel'om eliminovat’
mnozstvo jaziev po akné. Vsetkym sledovanym
pacientom bolo odporucené aplikovanie vhodnej
dermokozmetiky nielen v Case liecCby, ale aj po jej
ukonceni. Aby nedoslo k navratu akné, pacienti
musia absolvovat’ dlhodobt udrziavaciu terapiu, ke-
dy lokalne aplikujt lie¢ivo nielen na postihnuté Casti,
ale aj na zdrava pokozku.



ZAVER
Akné (acne
ochorenie, ktoré trapi celosvetovo adolescentov, ale

vulgaris) je dermatologické
aj strasiu populaciu (najmi Zeny). Klasifikacia akné
sa u jednotlivych autorov vzajomne odliSuje, z toh-
to dovodu nie je nastaveny jednotny hodnotiaci sys-
tém. Dolezité je ochorenie zachytit’ v pociato¢nom
Stadiu, avsak vicSina pacientov vznik ochorenia
podceiiuje a spolieha sa na vlastni pomoc. V takych
pripadoch sa akné mdze rozvinut' do formy, kedy
vznika zjazvenie najmd na tvari, hrudniku a chrbte.
Pacient vyhlad4 Castokradt pomoc dermatologa, ked’
je uz ochorenie v pokrocilom Stadiu. Najskor sa
spravne diagnostikuje dany typ akné, aby sa liecila
pric¢ina vzniku, nielen prejavy. Nasledne sa posudzuje
zavaznost’ prejavov, typ pleti, vek pacienta a jeho
psychika.

Lokélna liecba sa vyuziva u miernej (ko-
medonické) az stredne zavaznej formy akné. K
najviac vyuzivanym pripravkom patria lokalne
retinoidy, lokalne antibiotik4, kyselina azelaova.
Lokalne pripravky sa aplikuju na postihnuta oblast’
hrudnik,
niekol’kych tyzdilov bez prerusenia aplikacie. Maju

(tvar, chrbat), pravidelne v priebehu
pomalsi nastup ucinku, pozadovany efekt sa dostavi
v priebehu niekol’kych tyzdnov. Tato liecba ma mene;j
neziaducich u¢inkov ako systémova.

Pri zévaznych (papulopustulézne, konglobatne)
formach akné a pri pacientoch nereagujicich na
lokéalnu liecbu sa prechadza na systémovu terapiu.
K systtmovym pripravkom patria peroralne
antibiotikd, izotretinoin a hormonalna antikoncep-
cia. U pacientov trpiacich zavaznymi formami
akné je hlavnym lickom peroralny izotretinoin,
pripadne vysoké davky antibiotik. U Zien sa vyuziva
antiandrogénna terapia. Pri systémovej liecbe exis-
tuje riziko neziaducich ucinkov, ktoré je vSak mozné
upravou davky lieCiva minimalizovat az tplne
odstranit’. Je ale nevyhnutné, aby bol pacient pocas
celého obdobia liecby pod kontrolou lekara.

Po ukonceni terapie je kazdému pacientovi
doporucend dlhodoba udrziavacia terapia z dévodu

zabezpecenia remisie akné.
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ABSTRAKT

Vstupnym produktom pre vyrobu oleja
(CBD) je
materskej rastliny Cannabis sativa L. Ciel'om

s obsahom Kkanabidiolu droga
experimentalnej Stidie bolo pomocou liekopisnych
(Ph. Eur. 10.3) a experimentialnych postupov
analyzovat’ kvalitativne a kvantitativne paramet-
re troch vzoriek CBD oleja od réznych vyrob-
cov. VSetky vzorky obsahovali podl’a vyrobcu
CBD v koncentracii 10 % a ako vehikulum olivo-
vy olej. Kvalitu kanabidiolovych olejov sme
stanovili pomocou chromatografickej metody
TLC (Thin Layer Chromatography). Zistili
sme, Ze vzorky kanabidiolového oleja mali
nejednotné akostné ukazovatele, ¢o méze zniZit’

ich terapeuticky efekt. Analyzované vzorky

vyhovovali mikrobiologickym normam, av§ak
nespiiiali &sla kyslosti, v dvoch pripadoch
obsahovali neidentifikované znecistenie. Obsah
kanabidiolu, kanabigerolu a kanabinolu sme
analyzovali upravenou HPLC metédou. Vzorky
obsahovali 8,9 — 10,2 % kanabidiolu, 0,91 — 5,9
% primesi kanabigerolu; 0 — 3,9 % kanabinolu
a zanedbatené mnoZstvo tetrahydrokanabino-
lu. Vysledky analyz st origindlne a méZu rozsi-
rit' doterajSie poznatky o vyuZiti kanabidiolu v
prospech zdravia. Zaroven sa poznatky moZu
vyuzit’ v oblasti spravneho davkovania a moZnos-
ti perspektivneho terapeutického vyuZitia pri
extrapyramidovych ochoreniach.

KrPucové slova: dysténia; kanabidiol; myo-
klonus; spasticky tortikolis; tremor
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ABSTRACT

The starting product for the production
of cannabidiol (CBD) oil is the drug of the
parent plant Cannabis sativa L. The aim of the
experimental study was to analyze the qualitative
and quantitative parameters of three CBD oil
samples from different manufacturers using
pharmacopoeial (Ph. Eur. 10.3) and experimental
procedures. According to the manufacturer, all
samples contained CBD at a concentration of 10
% and olive oil as a vehicle. The quality of the
cannabidiol oils was determined by Thin Layer
Chromatography (TLC). We found that the
cannabidiol oil samples had inconsistent quality
indices, which might reduce their therapeutic
effect. The samples analyzed met microbiological
standards, but did not meet acidity numbers,
and in two cases contained unidentified contami-
nants. Cannabidiol, cannabigerol and cannabi-
nol contents were analysed by a modified
HPLC method. The samples contained 8.9 —
10.2 % cannabidiol, 0.91 — 5.9 % cannabigerol,
0 — 3.9 % cannabinol and negligible amounts of
tetrahydrocannabinol. The results of the analy-
ses are original and may add to the current
knowledge on the health benefits of cannabidiol.
At the same time, the findings can be used in
the field of correct dosage and the possibility of
prospective therapeutic use in extrapyramidal
diseases.

Key words: dystonia; cannabidiol; myoclonus;
spastic torticollis; tremor

UVOD

V stcasnosti st na trhu vol'nopredajné vyzivové
doplnky s obsahom kanabidiolu (CBD), ktoré podla
zahrani¢nych $tadii mézu priaznivo vplyvat' aj na
prejavy niektorych extrapyramidovych ochoreni,
predovsetkym na skupinu dystonickych porach
(Peres a kol., 2018). Extrakty lie¢ivych rastlin mo-
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zu mat’ symptom-nespecifické ucinky, ked’ze pdso-
bia na cely rad metabolickych a systémovych drah,
ktoré priamo ovplyviiuju klinické ukazovatele
poruchy hybnosti (Richardson a kol., 2017). To
predstavuje potencial v terapii poruch, ktorych pricina
nie je v jednoznacne vymedzenej jednotke organove;j
sustavy.

NajcastejsSim problémom pri pouzivani kanabi-
diolu vo forme vol'nopredajného pripravku zostava
jeho pouzivanie bez overeného, deklarovaného
zlozenia, bez predchadzajucej odbornej konzultacie a
dispenzacie. Snaha pacienta najst’ uspokojenie moze
byt v konecnom désledku kontraproduktivna a mo-
ze viest’ aj k vzniku zavaznejsich liekovych interak-
cii a neziaducich Gginkov (NU) (Wilson-Morkeh a
kol., 2019).

Konopa siata (Cannabis sativa, L.) je taxonomic-
ky zaradena do rodu Cannabis, ¢el'ad’ Cannabaceae,
rad Urcitales, trieda Magnoliopsida. Najvyznamnej-
Sou skupinou metabolitov st kanabinoidy s vyraz-
nou biologickou aktivitou. Semend st bohaté na
oleje (az 30 % vysychavého oleja) (Bonini a kol.,
2018). Kanabinoidy vykazuju sedativne, analgetic-
ké, antiemetické, psychotropné a myorelaxacné
ucinky (Jahodatr, 2011). SuSena droga Canabis
obsahuje zhruba 483 obsahovych latok okrem
kanabinoidov. V medicine sa mézu vyuzivat’ terpény
a steroidy. Suhrnny ndzov kanabinoid oznacuje
skupinu terpenofenolickych latok s poctom uhlikov
C,,, ktoré s pre rastliny rodu Canabis typické
(Oladimeji a Valan, 2020).

K majoritnym kanabinoidom patria
hydrokanabidiol, kanabidiol,
bichromén a kanabigerol. Kannabidiol, ako jeden

tetra-
kanabinol, kana-
z hlavnych obsahovych kanabinoidov nevykazuje
na rozdiel od tetrahydrokanabidiolu psychotropnu
aktivitu (Hongbo a kol., 2018). Podla Levinsohn
a kol. (2020) je kanabidiol ucinny pri psychic-
kych poruchach (uzkost, depresie, psychdzy), pri
extrapyramidovych poruchach, hyperprolaktinémii,
epilepsii, neurodegenerativnych poruchich a pri
zépalovych ochoreniach. M4 antikonvulzivnu a
analgeticku aktivitu (Varadkar a kol., 2018). Napriek



Tab. 1: Popis vzoriek

Vzorka 1 2 2
Vyrobca Sensi Seeds Euphoria Cibdol
Obalovy tmava sklenena fl'asticka polopriesvitna plastova priesvitna sklenend nadobka
ma terié); s uzéverom so zapustenym nadobka zaopatrena s uzédverom zaopatrenym
kvapkadlom kvapkadlom sklenenym kvapkadlom
Popis , .. kanabidiol, kanabinol, “ ., ..
obsahu dekarboxylovany kanabidiol kanabigerol a iné Cisty kanabidiol
Exspiracia 05/2021 09/2021 02/2022
. Ine’ . - Skladovat’ v chladnicke -
informacie
Pévod EU EU Svajgiarsko

EU — Eurépska tinia

spomenutym moznym ucinkom je v sucasnosti pod-
l'a FDA (Food and Drug Administration) schvalena
indikacia CBD v Amerike len pri epileptickych
zachvatoch rezistentnych na lieciva prvej, respektiv-
ne druhej vol'by, pri Dravetovom syndrome (Pack a
kol., 2019); alebo pri Lennox-Gastautovom syndro-
me (Varadkar, 2018; Devinsky a kol., 2018). Ka-
nabidiol preukazatelne inhibuje izoenzymy cyto-
chrém P450. Klinicky je vSak CBD dobre tolerova-
nym lie¢ivom. M4a antagonistické ucinky na ka-
nabinoidné receptory CB1, receptory CB2 ovplyviiu-
je negativne allosterickou modulaciou. Posobi ako
agonista (kapsaicinovy) vaniloidného
TRPV1
receptor-1) a

receptoru
(transient potential  vanilloid

receptor SHTIA
(5-hydroxytryptamin, SHT serotonin 1A receptor)

(Levinsohn a kol., 2020).

receptor
serotinovy 1H

MATERIAL A METODY

Pre stanovenie kvality CBD oleja sme vybrali
tri vzorky komer¢ne vyrdbanych produktov od
troch roznych vyrobcov (vid’ tab. 1). VSetky vzorky
obsahovali podl'a vyrobcu CBD v koncentracii 10 %

a ako vehikulum olivovy ole;j.

Analyza vzoriek
Pre
kvantitativnej akosti vzorieck CBD oleja sme si

stanovenie a porovnanie kvalitativno-
zvolili vSeobecné liekopisné postupy (European
Pharmacopoeia 10th edition) a postupy expe-
rimentalneho charakteru.

V ramci analyzy kvality vzoriek sme stanovili
mikrobiologicki  Cistotu a skasku totoznosti
obsahovych latok. Zrealizované skusky vstupnych
vzoriek sme rozdelili na dva zakladné typy: v pripa-
de liekopisnych poziadaviek sme stanovovali kvali-
tu vehikula (olivovy olej) a experimentalne metody
pre stanovenie totoznosti a kvantity pre obsiahnuty

CBD.

Stanovenie mikrobiologickej akosti kanabidio-
lového oleja

Pre mikrobiologicku akost’ rastlinnych liekov
uréenych na peroralne uzivanie vydava Eurdpsky
liekopis 10 stat informativneho a odporucaného
charakteru.

Mikrobiologicku akost’ vzorieck CBD oleja sme
stanovili podla postupov Eurdpskeho liekopisu
platiovou metéodou za pouzitia Saboraudovho

agaru s primesou chloramfenikolu (pre kultiva-
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ciu hub, kvasiniek a plesni) a Endovho agaru (pre

stanovenie pritomnosti koliformnych baktérii).

Skuska kvality

Olivovy olej ziskany viacnasobnou extrakciou
obsiahnutych analytov sme podrobili meraniu
absorbancie: 1 g oleja sme rozpustili v cyklohexane
a zriedili na 100 ml. Absorbanciu sme merali pri

vlnovych dizkach 232 a 270 nm.

Skuska totoZnosti

Zo vzoriek bolo nutné prvotne kvantitativne
extrahovat' pritomné kanabinoidy viacnasobnym
extrahovanim pomocou petroleum éteru. Pre skus-
ku totoznosti kanabidiolu sme zvolili metédu TLC
(Thin Layer Chromatography) za pouzitia dosticky
s vrstvou silikagélu 60
tok hexan :

sy, @ mobilnej fazy (roz-
dietyléter v pomere 80 : 20). Zlozenie
mobilnej fazy bolo zvolené na zaklade polarity
analyzovanych kanabinoidov. Tekuty éterovy extrakt
v objeme 10 ml sme vysusili a zriedili mobilnou
fazou na povodny objem. Vzorky (1 — 3) boli
nanesené na platnicku s rovnomernym odstupom,
spolu so Standardnymi roztokmi kanabidiolu,
tetrahydrokanabinolu, kanabinolu, a kanabigerolu.
Vsetky skumané analyty boli nanesené Cistymi
kapilarami.
Vizualizdciu analytov na TLC platnicke
sme realizovali pomocou nastreku azo farbiva
(1,1-bifenyl)-4,4"-diyl) ~ bisben-

zendiazoénium dichlorid. Toto <¢inidlo konvertuje

(3,3-dimetoxy

pritomné kanabinoidy na amino-naftalénovy sulfo-

nat, ktory je detekovatel'ny UV svetlom.

Kvantitativna analyza kanabidiolu pomocou
HPLC

Kedze v extrakte sa moéze CBD nachadzat’ v
karboxylovanej forme ako kyselina kanabidiolova,
analyza pomocou uvedenej metdody nardza na
problém rozlisitelnosti kritickych parov, a sice
kyseliny kanabidiolovej a kanabidiolu, ktoré maju
vel'mi podobnu Struktiru. Vzorky sme preto najprv
zahrievali 2 hodiny pri teplote 100 °C, aby doslo
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k uplnej dekarboxylacii kanabidiolovej kyseliny
(Citti a kol., 2019). Nasledne sme vzorku CBD
oleja rozpustili v metanole v pomere 1 : 20 a injeko-
vali do HPLC systému. Meranie bolo vykonavané v
triplikatoch a nasledne bol vypocitany priemer.

Pre kvantitativno-kvalitativnu analyzu CBD
sme zvolili metédu vysokoucinnej kvapalinovej
chromatografie za pouzitia upravenej metody. HPLC
analyza bola realizovand pomocou Alliance Waters
€2695 a Alliance Waters 2998 PDA detektora (Citti
a kol., 2019). Pouzili sme kolénu XTerra MS C18
(velkost’ Castic 3,5 pm; dizka kolony 150 mm; Sirka
4,6 mm). Vyuzili sme izokratickt mobilnu fazu vody
(0,1 % kyseliny formovej) a acetonitril v pomere
3 : 7. Prietok bol 0,8 ml/min pri celkovej dobe
analyzy 60 min. Teplota koléony bola 35 °C a
vzorka sa injekovala v objeme 10 um. Detekcia sa
monitorovala pri 240 nm. Pritomné zluceniny sice
nevykazujii maximum pri uvedenej vinovej dizke,
vlnova dizka 240 nm ma tendenciu vyrovnavat
odozvu medzi obsahovymi komponentami (Cioli-
no a kol., 2018). Standardny roztok CBD (100 pg.
ml') sa pripravil rozpustenim v metanole a kalibra¢-
na krivka sa vyhodnotila pomocou tohto Standardu
pri koncentraciach 100, 50, 25, 12,5 a 0,5 ug.ml’'.
Zaznamy chromatografu sme vyhodnotili progra-
mom Chromeleon Chromatography Data System.

Uvedenou metédou HPLC analyzy sme zis-
kali retencny cCas kanabidiolu (16,25 min). Pre
vyhotovenie kalibra¢nej krivky, ktora je potrebna pre
kvantitativnu analyzu, sme pouzili Standardny roz-
tok CBD s koncentraciou 1 pg.ml! v metanole.

VYSLEDKY

Mikrobiologick4 akost’ kanabidiolového oleja

Mikrobiologicka akost’ testovanych vzoriek vy-
hovovala liekopisnym normam pre limitné skusky
baktérii, hub a pritomnosti baktérie Escherichia coli.
Vo vzorkach sa nenachadzali ziadne Zivotaschopné
mikroorganizmy (vid’ tab. 2).



Obr. 1: Vzorky CBD oleja

Senzorické skusky

Vzorky CBD oleja boli podrobené zakladnym
senzorickym skuskam (vid’ obr. 1).

Vzorka 1 mala svetlo zIta farbu s primesou
jemnej zelenej farby, bez viditelnych castic; mierne
opaleskujuca. Zakalena s nevyraznou vonou
pripominajicou ususené seno. Chut bez vyraznej
kyslosti, mierne horka, pachut’ po sene.

Vzorka 2 bola tmavsia, Spinavo zeleno-hneda,
pritomné boli minoritne vyskytujuce sa zrazeniny
vloCkovitej Struktiry, l'ahko dispergujice, pomaly
sedimentujuce. Vona pripominajuca zaparené seno.
Chut' intenzivna, horka, mierne trpka s vyraznou
pachutou suseného sena alebo travy, napadna kys-
lost’.

Vzorka 3 jantarovej farby, bez viditeInych castic,
bez pritomnosti zrazenin. Cira, chut nevyrazna,
jemna, pripominajuca olivovy olej s pachutou sena,
bez kyslého podtonu.

Skiska totoZnosti
Na TLC platnicke boli pritomné Skvrny syto
oranzovo-zltej Skvrna

farby.  NajzreteI'nejsia

s reten¢nym faktorom (R, 0,6 odpovedala

kanabidiolu. Skvrna nachidzajiica sa pod fiou

(tetrahydrokanabinol) mala jemne Cerveno-ruzové
sfarbenie a R, 0,52. Menej viditelné Skvry s
R, 0,38 (kanabinol) a R, 0,34 (kanabigerol) boli
viditel-né len v niektorych vzorkach (vid obr. 2).

Vsetky vzorky CBD oleja podla zhotoveného
TLC obsahovali kanabidiol. Vzorka 1 obsahovala
balastné latky s retencnym faktorom do 0,136; ktoré
sme blizSie neskimali. Vzorka 2 obsahovala mensie
mnozstvo balastnych latok s retencnym faktorom
cca 0,136; v menSom mnozstve tiez kanabinol,
kanabigerol a balastné latky s pribliznym R, =
0,82. Vzorka 3 obsahovala okrem kanabidiolu aj
kanabigerol (vid’ tab. 1).

Skuska kvality

V ramci skusky kvality sme merali absorbanciu
pri vlnovej dizke 270 nm a 232 nm podla
liekopisnych Standardnych postupov. Absorbancia
merana pri vinovej dizke 270 nm musi byt nizsia
ako 0,2 a pomer absorbancii pri 232 nm k 270 nm
musi byt vyssi ako 8. Vsetky vzorky CBD oleja
spinali pozadované rozmedzie. Prevedena skuska
vyhovovala liekopisnym normam. Vysledky su
zaznamenané v tabulke (vid’ tab. 2).
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Obr. 2: Tenkovrstvova chromatografia/digitalizovana TLC platnicka
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CBD kanabidiol, THC tetrahydrokanabinol, CBN kanabinol,
CBG kanabigerol; 1, 2, 3 = ¢islo vzorky

Tab. 2: Vysledky kvalitativnej analyzy

Vzorka 1 Vzorka 2 Vzorka 3
Baktérie 0 0 0
Mikrobiologicka
akost’ Huby 0 0 0
E-coli 0 0 0
A[270] 0,122 0,187 0,099
Skuska A [232]
. —_— 9,8 15,2 8,9
kvality A[270]
Cislo kyslosti 1,891 2,501 0,771
.. CBD, CBN, CBG,
Skiiska totoZnosti TLC B, necisons neistoty CBD, CBG
’ s RT=0,136 a 0,82
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Obr. 3: HPLC analyza vzorka 1
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Obr. 4: HPLC analyza vzorka 2
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Obr. 5: HPLC analyza vzorka 3
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Tab. 3: Obsah kanabidiolu vo vzorkach

. CBD CBG CBN
Cislo vzorky n
mg.g’! SEM mg.g’! SEM mg.g’! SEM
1 3 102,33 0,0191 9,14 0,0251 19,01 0,0199
2 3 89,33 0,0213 58,92 0,0982 39,85 0,0215
3 3 93,66 0,0106 38,55 0,0123 0 0
Priemerny obsah vo vzorkach 9,510 % 3,553 % 1,962 %

CBD kanabidiol, CBG kanabigerol, CBN kanabinol, n = po¢et merani;

SEM = stredna smerodajna odchylka priemeru

Cislo kyslosti olivového oleja musi byt mensie
ako 2,0 pri stanoveni z 5 g vzorky. Vzorky 1 a 3
spiftali danti normu, kedze ¢&islo kyslosti vietkych
vzoriek, vypocitanych liekopisnymi postupmi,
bolo v rozmedzi 0,6 az 2,2. Vzorka 2 mala vysoké
¢islo kyslosti, vzorka teda nevyhovela skuSke na
kyslost. Podl'a uskuto¢nenych liekopisnych skiisok
dedukujeme, ze olivovy olej pouzity ako pomocna
latka v CBD oleji je nevyhovujuci, nakol’ko v iom

prebiehali oxidacné reakcie.

Kvantitativna analyza kanabidiolu pomocou
HPLC

Identifikovany signal prisluchajtiici kanabidiolu
sme integrovali a pomocou kalibracnej zavislosti
vypocitali presni koncentraciu analyzovanej zlozky
— kanabidiolu v troch komer¢nych produktoch,
so zretelom na Standardni smerodajni odchylku.
Obdobnym postupom sme Standardizovali tiez
kanabigerol a kanabinol.

Vzorka 1 (vid obr.

znecistenie (v podobe Sumu s retenénym ¢asom cca

3) vykazovala mierne

4 az 11 minut), fundamentalny obsah kanabidiolu a
minoritni pritomnost kanabinolu, kanabigerolu a
nezistené mnozstvo tetrahydrokanabinolu.

Druha vzorka CBD oleja (vid obr. 4) s
makroskopicky najzretelnej$§im sfarbenim primesi,
vykazovala neidentifikované znecistenie v oblasti

prvej a poslednej Stvrtiny priebehu analyzy, s
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retenénym ¢asom cca 7, 12, 52 a 54 minut. Oproti prvej
vzorke obsahovala signifikantne vicSie mnozstvo
kanabinolu a kanabigerolu. Tetrahydrokanabinol
sme Vv tejto vzorke nezaregistrovali.

Tretia vzorka (vid’ obr. 5) komer¢ne vyrobené¢ho
CBD oleja neobsahovala takmer ziadne cudzie
primesi. Podla HPLC analyzy obsahovala len
kanabidiol, zanedbate'né mnozZstvo kanabinolu a
nizky obsah kanabigerolu.

Vzorky CBD oleja obsahovali kanabidiol v
mnozstve 89,33 — 102,33 mg.g!; priCom sa tieto
hodnoty rovnali popisu produktu s priemernou
odchylkou 0,7 mg.ul'. Z troch testovanych olejov
obsahovali 2 vzorky CBD v mnozstve 9,2 a 10,3 mg.
ul! (popis produktu deklaroval 10 % koncentraciu),
jedna vzorka obsahovala CBD v mnozstve 8,9 mg.
ul! (popis produktu deklaroval 10 % koncentraciu).
Vo vsetkych pripadoch obsahoval CBD olej tiez
kanabinol, kanabigerol a neidentifikované mnozstvo
tetrahydrokanabinolu v zanedbate'nom mnozstve.

Vzorky 1 a 2 obsahovali znacné mnoZzstvo
neidentifikovaného znecistenia, ktoré sme dalej
neskumali. Predpokladame, Ze sa jednalo o metabolity
extrahované  pomerne  neSpecifickym  typom
extrakcie. V takomto pripade mohlo ist' o terpény,
ktoré nie su zavadné, avSak svojou pritomnost'ou
znacne ovplyviuju stabilitu lie¢ivého pripravku,
ktory moze byt nachylnejsi k oxidaénym procesom a

mozu skratit’ jeho pouzitel'nost’ (vid’ tab. 3).



DISKUSIA

Kanabidiol je hlavny fytokanabinoid v Canna-
bis sativa L., ktory ma podla klinickych a vedec-
kych s§tadii potencial zmieriiovat’ symptomy nie-
ktorych  extrapyramidovych a  psychiatricko-
neurologickych ochoreni. Liecivo kanabidiol je ob-
siahnut¢ v lieku Epidiolex, ktory je registrovany
FDA (Food and Drug Administration) od roku
2018 a indikuje sa predovsetkym pri Dravetovej
a Lennox-Gastautovom syndrome (detské epileptic-
ké encefalopatie). Epidiolex nie je od aprila 2020
predmetom d’alSicho skiimania a podla klinickych
studii (Medical News Today, datované) preukazatel-
ne redukuje mnozstvo epileptickych zachvatov.

V Eurépe nie je CBD registrovanym liekom,
k dispozicii st len vyzivové doplnky obsahujlice
kanabidiol, ktorych kvalita sa riadi potravinovym
kodexom a nie prisnejSimi normami pre registraciu
lieciv. Pri vyrobe, baleni a uchovavani, ako aj
distribucii takychto lie¢iv musia byt prijaté opatrenia
zabezpecujuce mikrobiologickt kvalitu (The Ger-
man Pharmacopceia, 2020). Peroralne lieky spadaju
podla noriem do tretej kategodrie, urcujucej hranicné
hodnoty pritomnych aerébnych mikroorganizmov
(baktéric v pocte 10°, huby 10> a absolatnu
nepritomnost” Escherichia coli v jednom grame
reprezentativnej vzorky).

V ostatnom Case sa kanabidiol stal predmetom
zdujmu mnohych l'udi nielen pre jeho lieCivé vlast-
nosti, ale aj pre propagaciu vyraznych antioxidac-
nych vlastnosti. Vyrobcovia uvadzaji rézne dav-
kovanie kanabidiolu v zavislosti od pozadovaného
ucinku. V ramci predlozenej $tidie sme analyzova-
li kvalitu troch CBD olejov od réznych vyrobcov,
avsak ani v jednom pripade to neboli CBD oleje, kto-
ré by obsahovali Cisty a s deklarovanym mnozstvom
korelujuci CBD. K podobnym vysledkom dospeli
niektoré zahrani¢né Studie, zaoberajuce sa obsahom
kanabidiolu v CBD oleji (Kitamura a kol., 2020);
uc¢inkami kontaminacie CBD olejov (Lachenmeier
a kol., 2019); ako aj celkovym kvantitativno-
kvalitativnym zlozenim CBD olejov (Liebling a kol.,

2020).

Myslime si, ze registraciou lieku s obsahom CBD,
ktory by spliital exaktné normy, &o sa tyka kvantity a
kvality, by sa vyrazne pomohlo k rozsireniu moznos-
ti terapie niektorych extrapyramidovych ochoreni
a ochoreni psychiatricko-neurologickej  Skaly.
Ambulantné nasadenie CBD predstavuje bezpec¢nej-
§i sposob medikacie pacienta. Riziko predstavuje
hlavne samolieCba pacienta, o predstavuje riziko
dekompenzacie, resp. vzniku pseudo-neracionalnych
anomalii stvisiacich s nesprdvnym uzivanim
doplnkov vyzivy. Nadejou je fakt, Zze na uzemi
Slovenska sa ma CBD definitivne vyradit zo
zoznamu omamnych a psychotropnych latok, ktory
sa v Case realizacie predlozenej S§tidie z nevedno
akych doévodov v zozname nachadzal. V roku 2020
sa v ramci aktualizacie nemeckého liekopisu (Deuts-
ches Arzneibuch) pridala tiez monografia pre
Cannabis extractum normatum, ktora by mala
disponovat’ limitnymi sktiSkami pre obsahové latky,
ako aj pre liekopisné skusky, ktoré maju normativny
charakter. Na zaklade toho dedukujeme, ze v blizkom
obdobi sa otvaraji moznosti registracie lieku s

obsahom CBD aj na izemi Eur6pskej unie.
ZAVER

Cielom predlozenej S§tadie bolo stanovenie
kvalitativnej a kvantitativnej akosti troch CBD ole-
jov od roéznych vyrobcov. Z nasich zisteni vyplyva,
ze vzorky mali nejednotné zlozenie a kvalitu.
Stanovili sme Ccislo kyslosti vehikula, ktoré bolo
v dvoch pripadoch liekopisne vyhovujuce, jedna
vzorka nevyhovovala. Okrem kyslosti sme stanovili
aj absorbanciu, ktora bola v pripade vsetkych vzo-
riek liekopisne vyhovujuca. Skusku totoznosti CBD
sme stanovili experimentalne pomocou TLC. Vzorka
1 obsahovala znecistenie a CBD. Vzorka 2 obsaho-
vala okrem CBD aj THC, CBN a balasty. Vzorka
3 neobsahovala balasty, iba CBD a CBG. Kvantitu
kanabinoidov vo vzorkach sme realizovali vlast-
nou navrhnutou metédou pomocou HPLC, kto-

rych vysledky sumarizujeme v tabulke 3. Mikro-
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biologické skusky boli vo vsetkych pripadoch
liekopisne vyhovujuce, vzorky neobsahovali zivo-
taschopné mikroorganizmy. Na zdklade dosiahnu-
tych vysledkov odporac¢ame venovat’ sa problemati-
ke aj nadalej, pretoze zabezpecCenie liekopisne
kvalitného CBD oleja, jeho davkovanie a spravna
edukacia pacienta méze byt dalSou moznostou

terapie extrapyramidovych portch.
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POKYNY PRE AUTOROV

ZAMERANIE CASOPISU

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

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

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

Za uverejnenie ¢lanku v Casopise sa nevyzaduju

ziadne poplatky.
VSEOBECNE ZASADY

Prispevky sa uverejiiuju v slovenskom, ¢eskom
alebo anglickom jazyku. Ak je prispevok pisany v
inom ako anglickom jazyku, vyZaduje sa nazov prace,

abstrakt a klI'icové slova v anglictine.
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Kompletny text rukopisu vratane fotografii,
obrazkov, tabuliek a grafov sa zasiela v elektronickej
forme na nasledovnu adresu: folia.pharma@uvlf.
sk alebo zuzana.holeckova@uvlf.sk. Ak rukopis
nespiita pokyny pre autorov, redakéna rada si

vyhradzuje pravo vratit' rukopis autorom pred jeho
posudenim recenzentmi.

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

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

Ak Stadia hodnoti
lekarske alebo vedecké zariadenie/pomodcku, alebo

farmaceuticky produkt,

iny komercny vyrobok, autori informuju vydavatela

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

konkurencnej spolocnosti.

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

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

Nazvoslovie a terminologia. V texte je potrebné
pouzivat’ Standardné slovenské nazvoslovie v zmysle
platnych odportiicani [IUPAC. Detailné instrukcie pre



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

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

sa uprednostni, resp. pripustné s obidva.

Priklady:

bisfosfonat (nie bifosfonat), adrenalin/liekopis (nie

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

Latinské terminy sa pisu kurzivou.

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

chemického povodu, ktora je nositel'om biologického

rastlinného, zivoc¢iSneho alebo
ucinku vyuzitelného na ochranu pred chorobami,
na diagnostiku chorob, lie¢enie choréb alebo na
ovplyviiovanie fyziologickych funkecii.

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

Fotografie, obrazky, grafy. Aby sa vyhlo

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

graf, napr. (vid obr. 1). Odkaz sa uvedie aj vtedy, ked’
autor zasle fotografie, obrazky a grafy iba v prilohe,
aby bolo jasne oznacené miesto, kde sa mé prislusna
fotografia, obrazok alebo graf v texte nachadzat’.
Fotografie maji mat’ minimalne rozliSenie na urovni
300 dpi a musia byt jasné a ostré. Vzhladom na
technické komplikacie, ku ktorym moze dojst’ pri
konvertovani farebnych obrazkov pre potreby Cierno-
bielej tlace sa odportca zaslat’ obrazky a ilustracie vo
verzii vhodnej pre takito tlac. V casopise mozu mat’
obrazky a ilustracie Sirku len 8,5 cm a nachadzat’ sa
na strane Sirokej 17,5 cm, preto by velkost’ pismen
v legende mala zodpovedat’ tymto rozmerom (Times
New Roman 10). Obrazky, fotografie a grafy maji
byt’ oramované, priebezne ocislované a ma k nim byt’
pripojeny prislusny text tykajuci sa obsahu a pripadne
aj zdroja. Cislo a text nema byt su¢astou fotografie/
obrazku/grafu. Cislo a nazov obrazku, fotografie a
grafu sa ma umiestnit’ nad a prislusny text tykajici sa
obsahu a pripadne aj zdroja (legenda) sa méa umiestnit’
pod nimi. Pri mikrofotografiach text obsahuje aj idaje
o mierke a technike farbenia. Hlavné objekty, zmeny
a zistenia sa v mikrofotografiach oznacuju Sipkou
alebo inym symbolom, ktory je vysvetleny v legende.
Ak sa nejedna o vlastny obrazok/fotografiu, pre
kazdy obrazok/fotografiu sa v legende uvadza zdroj.
Tabul’ky je
komplikaciam potrebné vyhotovit’ v programe MS

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

vykonavanych na zvieratich sa uvadza, ¢i boli

aspekty. Pri experimentov

schvalené etickou komisiou a ¢i boli dodrzané
prislusné aktudlne legislativne opatrenia, ktoré sa
vztahuju na tiito oblast’ ako aj &islo povolenia Statnej
veterinarnej a potravinovej spravy SR. Pri klinickych
Studidch sa uvadza, ¢i boli schvélené prislusnou
etickou komisiou.
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Statistika. Pri opise pouzitych Statistickych
metdd sa uvadzaji informacie potrebné na to, aby
si informovany c¢itatel’ mohol na zaklade povodnych
vysledkov overit  ich spravnost’.

STRUKTURA PRISPEVKOV

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

Hlavny text prispevku sa za¢ina nazvom
prispevku v slovenskom alebo v Ceskom jazyku a
nasledne sa uvedie nazov v jazyku anglickom, ktory
ma byt strucny a vystizny (velké tuéné pismena,
velkost’ pisma 14, zarovnanie na stred). Pod nazvom
sa uvadzaju celé mena autorov (priezvisko, krstné
meno/mena), pod nimi pracovné zaradenie autorov
(institacia) a $tat a nakoniec e-mailova adresa prvého/
korespondujuceho autora (vSetko zarovnané na stred).
Pri empiricky orientovanych Studiach je potrebné
dodrzat' usporiadanie rukopisu do nasledovnych
gasti: ABSTRAKT, UVOD, MATERIAL A
METODY, VYSLEDKY, DISKUSIA, ZAVERY,
(PODAKOVANIE), ZOZNAM LITERATURY.

Kazdy nadpis sa uvadza na osobitnom riadku
(velké tucné pismo, velkost” 12). Nad nim a pod
nim sa vynechd 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 stru¢ne prezentuje ciel’ a relevantnost’
studie, zakladné postupy, hlavné zistenia a vyvodené
zévery. Zdoraznuje nové a dolezité aspekty Studie a

pozorovani.

Key words: KI'ucové slova (3—10) sa uvadzaja
v slovenskom resp. ¢eskom a v anglickom jazyku

vV abecednom poradi pod abstraktom, od ktorého

su oddelené jednym volnym riadkom. Oddeluju sa
bodkociarkou.
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UvoD
Uvadza sa struény prehlad problematiky.
Namiesto podrobného literarneho prehladu je

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

koncit’ cielom, ktory si autori vytycili.

MATERIAL A METODY
Prezentuje sa podrobny popis a charakteristika
objektov pozorovania/experimentov, vratane kontrol.
Identifikujii sa pouzité metddy, pristroje (meno a
adresa vyrobcu v zatvorke) a postupy s dostato¢nymi
podrobnostami na to, aby ich bolo mozné
reprodukovat’. Citujui sa zavedené metody a ich zdroje
a strucne sa opisuju metody, ktoré boli publikované,
ale nie su velmi zname. Poskytuje sa kompletny
opis novych alebo podstatne modifikovanych metod,
dovody ich pouzitia a ich pripadné obmedzenia.
Presne sa identifikuju vsetky pouzité lieiva a
chemikalie vratane ich generického nazvu, davky a
spdsobu podavania.
Poskytuju sa kompletné informacie o Statistickych

metodach a opatreniach pouzitych vo vyskume.

VYSLEDKY

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

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

vyznamnosti

DISKUSIA

Zdoéraznuju sa nové a dolezité aspekty Studie,
ktoré vedu ku kone¢nym zaverom. Je potrebné
sa vyhniut podrobnému opakovaniu udajov uz
spomenutych v ¢astiach Uvod a Vysledky. Diskusia
ma obsahovat zhrnutie prezentovanych zisteni,



relevantné obmedzenia a vyznam tychto zisteni pre
dalsi vyskum. Vysledky stadie su porovnavané s
publikovanymi vysledkami inych autorov.

ZAVERY

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

odporucania.

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

podpora...).

ZOZNAM LITERATURY

Vsetky zdroje uvedené v zozname musia byt
citované v texte.

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

vSetkych autorov. Neodportaca sa pouzit’ nadmerny

pocet citacii na podporu jedného vyhlésenia.
Od
overiteI’'nych a

iba
zdrojov z

autorov sa vyZaduje pouZitie
recenzovanych
celosvetovo akceptovanych vedeckych databaz.

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

citdcie sa uvadzaju v chronologickom poradi (od

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

W

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

(vedecky/odborny): Priezvisko/a a

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

uviest’ skrateny ndzov casopisu, ak sa takyto nachadza

v Standardnom ISO zozname skratenych nazvov
Casopisov. ISSN C¢islo sa nevyzaduje:

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

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

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

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

Khniha (editovana, needitovana):

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

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

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

Zbornik z konferencie: Mena a inicialy autorov.

Jones, B. E.: Pharmaceutical

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

Canganella, F., Balsamo, R.: Isolation and selection
of probiotic microorganisms with antagonistic activity
against Paenicibacillus larvae and Paenicibacillus
alvei. In Proceedings of the International Probiotic
Conference: Probiotics for the 3rd Millenium, High
Tatras, Slovakia, June 4 — 7, 2008, 28 — 29.

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

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

Online website:

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

PREHEADOVE CLANKY

Publikuju sa aj ¢lanky, ktoré prezentuju suhrnné
informacie o vyznamnych aspektoch vo farmacii a
medicine s relevantnou historickou perspektivou.
Odporucana Struktira prehl'adovych clankov je
nasledovna:

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

ABSTRAKT (v angli¢tine) — uvadza ciele a vysledky
prehl'adu s kI'i€ovymi slovami (3-10).

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

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

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

ZAVER — Zodpovedanie otizok pre vyskum,
polozenych v tivode.

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

zdrojov.
KAZUISTIKY

Publikuju sa aj c¢lanky, ktoré prezentuju spravy
o vynimo¢nom pripade uréitého lieCiva, resp.

substancie ¢i zmesi a jej neobvyklého ucinku alebo

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

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

UVOD - vysvetluje dovody, pre ktoré bol dany
pripad opisany

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

hlavna cast’
ukoncenie pripadu

DISKUSIA - zdoraziiuju sa zaujimavé aspekty
pripadu

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

RECENZIA

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

ZAKLADNE INFORMACIE - uvidza sa nazov
knihy (¢lanku, Casopisu), mena autorov (priezvisko,
inicialy), miesto vydania a nazov vydavatel'stva, rok
vydania, pocet stran, odporti¢ana cena, [SBN

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

VYZNAM KNIHY (CLANKU, CASOPISU) —

uvadza sa jej vyuzitie pre odbornt verejnost’.

Redakcna rada
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