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NANOPARTICLES CROSSING THE BLOOD BRAIN BARRIER
(REVIEW ARTICLE)

Hruskovicova, Jana'; Bhide, Mangesh" ?; Kulkarni, Amod"?

'Laboratory of Biomedical Microbiology and Immunology
University of Veterinary Medicine and Pharmacy in Kosice, Komenského 73, 041 81 Kosice
Institute of Neuroimmunology, Slovak Academy of Sciences v. v. i., Dubravska cesta 9, 845 10 Bratislava
The Slovak republic

amod.kulkarni@uvlf.com

ABSTRACT

The presence of blood-brain barrier (BBB) re-
stricts the passage of therapeutic substances into
the brain parenchyma limiting the therapy for
neurological disorders such as Alzheimer’s dis-
ease, Parkinson’s disease or cancer and neuro-
infections. In recent decades, nanotechnological
research has focused on the development of nano-
sized particles (100 nm) that could cross the BBB
and effectively distribute therapeutic substances
to the brain. This review discusses three types of
nanoparticles: organic, inorganic, and hybrid na-
nomaterials that can cross the BBB and deliver
therapeutic substances into the brain to treat neu-
rological diseases.

Key words: blood-brain barrier; central nervous

system; nanoparticle

INTRODUCTION

The central nervous system (CNS) is protected by
the blood-brain barrier (BBB), a specialized structure
maintaining homeostasis of the CNS microenviron-
ment crucial for its neuronal activity and functions
(Profaci et al., 2020). The BBB complex is composed
of brain microvascular endothelial cells (BMEC),
with junctional complexes such as adherent junc-
tions (AJ) and highly specialized tight junctions (TJ).
These specialized junctions are characterized by the
absence of fenestrae and a reduced level of endocy-
tosis, which provides BBB unique barrier properties.
Other components of the BBB complex are pericytes,
astrocytes and the basement membrane, which have a
supporting function. Aside from CNS protection, the
BBB acts as a physical, metabolic, and transport bar-
rier, regulating the passage of ions, small molecules,
and macromolecules from blood to brain tissue (Pan-
dit et al., 2020). As a result, the BBB creates a sig-
nificant barrier to drug distribution in the brain and

limits non-invasive therapeutic options for a variety
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of neurological diseases and disorders (Micheli et al.,
2012; Hersh et al., 2016).

Nanoparticles have been developed as a promis-
ing tool for drug distribution into the CNS since the
1980s, as they provide a non-invasive method of over-
coming BBB (Tiwari and Amiji, 2006). Nanopatricles
are colloidal nanocarriers of different shapes used as
vehicles for the transfer of therapeutic substances to
the target tissues. The size of nanoparticles ranges
from 1 to 100 nm in diameter at least in one dimen-
sion, while nanoparticles used in medicine must be
smaller than 200 nm due to the size of body micro-
capillaries (Chamundeeswari et al., 2019). The main
advantage of these nanoparticles is their multifunc-
tionality namely, their ability to reach and facilitate
the passage of drugs that are unable to cross in to the
CNS. The multifunctionality of nanoparticles char-
acterized by their physicochemical and biomimetic
(mimicking physiological structures and processes in
the body) properties has encouraged to utilize them
as drug delivery vehicles (Masserini, 2013). Moreo-
ver, the surface of nanoparticles has been decorated
with ligands of essential nutrients like glucose, amino
acids, and nucleosides to elivate their BBB crossing
by specific transporters and receptor-mediated or ad-
sorptive-mediated transcytosis (De Rosa et al., 2012;
Sharma et al., 2019). Other features of nanoparticles
are: a) high chemical and biological stability; b) abil-
ity to prevent enzymatic degradation of loaded drugs;
¢) possibility to conjugate hydrophobic or hydrophilic
drugs and ligands for tissue specific delivery (Tiwari
and Amiji, 2006; Petkar et al., 2011); d) improvement
of the therapeutic effects of the drug; b) reduction of
side effects; c) increased permeability and circulation
time (Burdusel et al., 2022). Last but not least, nano-
particles should be non-toxic to cells, biocompatible
and biodegradable, non-flammable and non-immuno-
genic (Petkar et al., 2011).

Nanoparticles are widely used in clinical practice,
not only as carriers of therapeutic substances, like tar-
geted cancer therapy, but also as a tool for diagnos-
tics, biomarker detection and imaging methods (Cha-
mundeeswari et al., 2019). For clinical purposes, it

is essential to design nanoparticles to evade the non-
specific interaction between surface of nanoparticles
and blood proteins. The main limiting factor for the
use of nanoparticle is their rapid removal from the
blood circulation by the reticuloendothelial system
(RES). The rate of removal depends on the surface
properties of the nanoparticles and their size. Plasma
proteins (opsonins, albumin, and immunoglobulins)
can bind to the surface of hydrophobic colloidal par-
ticles resulting in opsonization of nanoparticles and
their removal through RES in the spleen and liver. To
avoid the RES mediated removal, nanoparticles are
developed to possess a neutral surface charge or hy-
drophilic surfactants by coating polyethylene glycol
on their surface (Peyrard-Janvid et al., 2014). Alter-
natively, the size of the nanoparticles can be fixed up
to 80 nm. Nanoparticles with these properties are able
to avoid the RES, circulate in the blood for a long
time and successfully target or pass through the BBB
to the brain (Blasi et al., 2007; Provenzale and Silva,
2009; Masserini, 2013).

This review discusses the various nanoparticles that
have been used as effective drug delivery systems
into the brain parenchyma via the BBB. We also dis-
cuss the properties and application possibilities of the
most common organic and inorganic nanoparticles,
as well as differences in drug structure and loading.
Finally, we assess the challenges associated with the
successful implementation of nanotechnological sys-
tems in clinical practice.

Nanoparticles used in medicine

Several classes of nanoparticles have been devel-
oped as therapeutic and diagnostic agents for cancer,
diabetes, asthma, allergy, pain, infections, and a vari-
ety of other ailments since the late 1980s (Tiwari and
Amiji, 2006). Nanoparticles can provide convenient
and more effective ways of administration, reduced
side effects, extend the effective time of the drug
and thereby reduce healthcare costs. They enable not
only the targeted delivery of drugs to tissues but also
the controlled release of their cargo. On a molecular
scale, nanoparticles enable the identification of ab-



Fig. 1: Lipid-based nanoparticles

Source: modified from Masserini, 2013

normalities, virus fragments and markers of diseases,
such as precancerous cells, that have been difficult
to detect. Last but not least, nanoparticles carrying
contrast agents improve the specificity and sensitivity
of imaging techniques such as magnetic resonance.
Many companies are developing drugs based on na-
noparticles, which makes nanomedicine more com-
mercially available (Zhang et al., 2008).

1. Organic nanoparticles

Organic nanoparticles are carbon-based carriers
entrapped or attached with the drug in their matrix.
Due to their excellent biocompatibility, improved
drug loading capacity, superior permeablity, retention
effect and low toxicity, organic nanoparticles were
the molecules of choice to modify and target specific
tissues and load multiple drugs. Typical examples of
organic nanoparticles are — lipid nanoparticles, poly-
meric nanoparticles, micelles and dendrimers (Lopez-
Davilaetal., 2012).

1.1. Lipid nanoparticles

Lipid nanoparticles are created on the concept of
biological membranes, which guarantees their bio-
compatibility. The similarity with cell membrane
facilitates the lipid nanoparticles to pass through the
BBB, and thus the loaded drugs. Two of the most im-

portant lipid-based nanoparticles include liposomes
and solid lipid nanoparticles, composed of phospho-
lipids, phosphatidicholine or cholesterol. Liposomes
and solid lipid nanoparticles (see Fig. 1) have slightly
different structures, but both are stable in vivo and are
used for drug distribution, most commonly in inhala-
tion therapy (Chenthamara et al., 2019).

Liposomes

Liposomes (20 nm — 100 pm) were discovered in
1960s by A. D. Bangham and represent the first ge-
neration of nanoparticles determined for drug de-
livery. In composition, liposomes mimic the plasma
membranes of cells. They are self-assembled vesi-
cles consisting of phospholipid molecules with a
polar head and two hydrophobic tails (amphiphilic
phospholipids) forming a bilayer around the aqueous
core. Their similarities to cell membrane facilitate the
crossing of BBB (Tiwari and Amiji, 2006; Chentha-
mara et al., 2019; Nakhaei et al., 2021). Liposomes
consist of sphingomyelin, phosphatidylcholine and
glycerophospholipids. Addition of cholesterol in-
creases the stability of liposomes in vivo and reduces
the permeability of their bilayer. These biocompat-
ible and non-toxic nanocarriers are used to transport
amphoteric, hydrophobic and hydrophilic drugs into
target tissue and protect the loaded drugs from host



enzymes. Furthermore, liposome surface properties
have been modified to prolong their circulation time,
avoid opsonization and enzymatic degradation (Ti-
wari and Amiji, 2006; De Rosa et al., 2012; Lopez-
Davila et al., 2012; Masserini, 2013; Hersh et al.,
2016; Nakhaei et al., 2021).

Liposomes are synthetized by several techniques
such as dehydration, rehydration, reverse phase evap-
oration, sonication or extrusion which are determined
on the basis of required particle size, the number of
lamellae, and drug-loading. For instance, drugs can
be loaded in liposome by active or passive methods.
The active loading, known as the remote loading
method, involves loading of drugs into liposomes us-
ing differences in electric potentials through the li-
posomal membrane or pH gradient. Thus, the active
loading method is far more effective and reduces the
leakage of loaded drug during its storage. In the pas-
sive loading method, drugs are mixed with lipids and
subsequently a liposome is formed. In both active and
passive method the hydrophilic drugs are loaded di-
rectly into the aqueous core, while hydrophobic drugs
are loaded between individual lamellae (Nakhaei et
al., 2021).

Based on their structure, liposomes are clasified
as: a) small unilamellar vesicles (SUV) consisting
of single bilayer and a size of 20 — 100 nm; b) large
unilamellar vesicles (LUV) also possessing single bi-
layer with a size exceeding 100 nm; c) reverse phase
evaporation vesicles (REV) with size of 0,5 um are
single or oligolamellar vesicles; d) oligolamellar
vesicles (OLV) are made of several bilayers (up to
10) and their size varies between 0,1 — 1 um; and e)
large multilamellar vesicles (MLV) made of multiple
concentric bilayers with a size ranging from 2 — 10
pm (Pidgeon et al., 1987; Tiwari and Amiji, 2006;
Samad et al., 2007; Masserini, 2013; Nakhaei et al.,
2021). Liposomes are further classified based on sur-
face charge, as follows: a) negative liposomes com-
posed of acid phospholipids; b) neutral liposomes
composed of nonionic phospholipids; and c¢) positive
liposomes composed of alkaline phospholipids (Xin
etal., 2018).

Positive liposomes are used as gene delivery sys-
tem for transfection (Xin et al., 2018). There are sev-
eral liposomal products approved by U. S. Food and
Drug Administration (FDA) and European Medicines
Agency (EMA), e. g. Doxil®/Caelyx® (PEG-modified
liposome consists of soya phosphatidylcholine and
cholesterol, loaded with doxorubicin hydrochloride)
for breast cancer treatment (Abraham et al., 2005);
DepoCyte (consisting of triglycerides, phospholipids
and cholesterol, loaded with cytarabine) for treatment
of lymphomatous meningitis or Margibo® (consist-
ing of distearoylphosphatidylcholine and cholesterol,
loaded with vincristine sulphate) for treatment of leu-
kemia (Liu et al., 2022).

Furthermore, liposomes could cross the BBB via
passive diffusion, adsorptive-mediated transcytosis
and receptor-mediated transcytosis, and are used for
distribution of therapeutic agents for treatment of
glioma as DOX (composed of cholesterol, hydrogen-
ated soy phosphatidylcholine and 1,2-distearyl-sn-
glycero-3-phosphoethanolamine, loaded with anthra-
cycline antibiotic (Tiwari and Amiji, 2006; Olusanya
et al., 2018; Karim et al., 2016); cerebral ischemia
as FK506-liposome (composed of dipalmitoylphos-
phatidylcholine, cholesterol, and distearoylphos-
phatidylethanolamine-PEG2000, loaded with neu-
roprotective agent FK506) (Tiwari and Amiji, 2006;
Fukuta et al., 2015); and the delivery of opioids or
bacholfen to the CNS for treatment of chronical pain
or spasticity, respectively (Tiwari and Amiji, 2006;
Hersh et al., 2016).

Solid lipid nanoparticles

Solid lipid nanoparticles (SLN) (40 nm — 200 nm)
are stable lipid particles with a solid hydrophobic
core in which the lipophilic or hydrophobic thera-
peutic agents are dissolved or dispersed. The core is
covered by a monolayer of phospholipids surrounded
by water or aqueous surfactant solution. SLN con-
sist of biocompatible and biodegradable solid lipids
like triglycerides, fatty acids or waxes, with similar
properties as low melting point and rigidity at body
temperature. The SLN are stabilized by emulsifiers



like polysorbates, bile salts, tween 80 or lecithin.
The amount of emulsifier depends on the method of
administration (Tiwari and Amiji, 2006; Kaur et al.,
2008; De Rosa et al., 2012; Masserini, 2013; Edis et
al., 2021).

SLN are prepared by various methods like spray
drying and evaporation, but the most common met-
hod is hot or cold high-presure homogenization. For
the hot homogenization method, lipids and drugs are
mixed while heating the mix above the melting tem-
perature of the lipid. Subsequent homogenization is
performed by homogenizer or ultrasonic probe under
high pressure. The resulting SLN are up to 40 nm in
size. On the other hand, cold method of homogeni-
zation involves melting of lipids and drugs with im-
mediate cooling on dry ice and subsequent milling.
Thereafter, the particles are homogenized under high
pressure and the size of resulting SLN of 50 — 100
nm. The cold method of homogenization is especially
employed to incorporate thermosensitive therapeutic
agents (Parhi and Suresh, 2010; Mehnert & Mader,
2012; Naseri et al., 2015; Satapathy et al., 2021).

When compared to liposomes, dendrimers and in-
organic nanoparticles, SLN have better biocompat-
ibility, stability of loades drugs, excellent cellular
absorption, improved bioavailability and minimal
toxicity of loaded drugs. SLN have a higher drug
binding efficiency and are able to ensure controled
drug release over several days to few weeks (Kaur et
al., 2008; Edis et al., 2021).

The composition of SLN has been regulated by
altering their surface properties to increase drug de-
livery into the brain and limit their eviction by RES
(Blasi etal., 2007; Kaur et al., 2008; Edis et al., 2021).
The SLN could cross the BBB passively by diffusion,
via the paracellular route or transcytosis (Kadari et
al., 2018; Satapathy et al., 2021).

SLN is a potentially advantageous drug delivery
system for targeting drugs to the CNS. For exam-
ple, SLN created from stearic acid and loaded with
nicotinamide was tested to improve cognition impair-
ment caused by Alzheimer’s disease in animal model
(Vakilinezhad et al., 2018); SLN created from stearic

triglyceride loaded with bromocriptine was used in
study of Parkinson’s disease (Esposito et al., 2008)
and SLN composed of stearic acid, lecithin and tau-
rocholate, loaded with curcumin was tested to allevi-
ate the symptoms of Huntington’s disease in animal
models (Sandhir et al., 2014).

1.2. Polymer-based nanoparticles

Nanoparticles based on polymers are often used in
biomedicine due to their versatility, adjustable size
and shape, the possibility of attaching various mol-
ecules (drugs, genes, DNA, dyes) and ability to sur-
face functionalization with various ligands for target-
ing specific tissues. Moreover, they have the ability to
react to physical (magnetic field, ultrasound) and bio-
logical (pH, enzymes) factors (Tapeinos et al., 2017).

The surface of polymeric nanoparticles can be
modified by various functional groups, like transfer-
rin receptor ligant to enhance crossing of BBB. There
is also the possibility of tailoring the physicochemical
properties of nanopolymers, including surface charge,
size and shape, to increase their passage through BBB
(Hersh et al., 2016).

Polymeric nanoparticles are able to cross BBB by
transcytosis or cell-based mechanism (Masserini,
2013; Caraway et al., 2022); thus polymeric nanopar-
ticles, polymeric micelles and dendrimers (see Fig.
2) are most often used for brain cancer research like
Gliadel®, the polymeric nanoparticle for treatment of
brain tumors (Panigrahi et al., 2011); or polylactic-
co-glycolic acid-based polymeric nanoparticle loaded
with camptothericin for treatment of intracranial tu-
mor model (Panigrahi et al., 2011; Patel et al., 2012).

Polymeric nanoparticles

Polymeric nanoparticles are solid colloidal (1 -
1000 nm) polymeric nanoparticles (copolymers,
polysaccharides). They consist of a polymeric matrix
in the core in which a therapeutic agent that can be
trapped, dissolved, encapsulated or absorbed therein
(Tiwari and Amiji, 2006; De Rosa et al., 2012). Nano-
materials for these nanocarriers are synthesized using
organic chemistry. The most commonly used synthet-



Fig. 2: Polymeric-based nanoparticles

Source: modified from Masserini, 2013

ic polymers for the preparation of these nanocarriers
are polyalkylcynoacrylate, polymethylmethacrylate,
acrylic copolymers, poly-D, L-lactide-co-glycolide,
and polylactide. Natural polymers such as chitosan,
albumin and heparin can also be used (Choonara et
al., 2011; De Rosa et al., 2012; Edis et al., 2021).

The synthesis of polymer nanoparticles depends on
the type of loaded drug and the method of administra-
tion. The two most common methods are polymer dis-
persion and monomer polymerization. The most often
used technique is to dissolve polymers in organic sol-
vents to obtain monomers. Organic solvents represent
a toxic risk, so all residues must be removed. Subse-
quently, a controlled polymerization of the monomers
takes place, and the resulting nanoparticles acquire
suitable colloidal properties (Zielinska et al., 2020).

Polymeric nanoparticles have a low density and
therefore are able to coat various types of therapeu-
tic agents, proteins, nucleic acids and contrast agents,
making them suitable candidates for therapeutic drug
delivery vehicles (Tiwari and Amiji, 2006). Their
physicochemical properties, size, shape and surface
charge can be adjusted to facilitate the penetration
of therapeutic agents into the brain, or to protect the
therapeutic agent from degradation and prolong the
release of the therapeutic agent (Hersh et al., 2016;
Chamundeeswari et al., 2019).
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Polymeric nanoparticles are designed to be bio-
degradable and for controlled drug release. In order
to improve pharmacokinetics and biological dis-
tribution, the surface of polymeric nanoparticles is
covered with hydrophilic surfactants (Tween 80) or
colloidal particles (Tiwari and Amiji, 2006). Studies
of polylactic-co-glycolic acid (PLGA) loaded with
doxorubicin for chemotherapy of glioblastoma (Sa-
dat Tabatabaei Mirakabad et al., 2014; Maksimenko
et al., 2019); polyanhydride Gliadel (Panigrahi et al.,
2011) and chitosan (Mohammed et al., 2017) nanopo-
lymers used in brain cancer research were published.

Polymeric micelles

Micelles consist of amphiphilic molecules forming
monolayers and bilayers. Their vesicular structure of-
fer special protection of loaded drugs against degra-
dation and a wide range of possibilities for targeted
functionalisation/combined therapy (Lopez-Davila et
al., 2012). Polymeric micelles are composed of am-
phiphilic copolymers forming spherical structures
with a hydrophilic shell and a hydrophobic core in
external solvent (Chamundeeswari et al., 2019). In-
verse micelles can be prepared by using an amphiphi-
lic or detergent molecule in a non-polar solvent. The
size and shape of micelles are determined by pH and
temperature of the external solvent (Chamundeeswari



et al., 2019; Nakhaei et al., 2021).

Micelles can be prepared by direct dissolution tech-
nique or dialysis. The direct dissolution technique
consists of dissolving the drug and the amphiphilic
copolymer in water at increasing temperature. In the
dialysis method, the drug, polymer and organic sol-
vent are placed in a dialysis bag. Next, the dialysis
bag is placed in water to remove the organic solvent
(Yadav et al., 2019).

Stability of micelles can be improved by cross-link-
ing between the shell or core chains. Other adjustable
properties of polymer micelles are their response to
external stimuli, such as pH, light, temperature, ul-
trasound and thereby to control the release of loaded
drugs (Masserini, 2013).

One of the most widely used polymers is a Pluron-
ic-type block copolymer based on ethylene oxide and
propylene oxide, which has a demonstrable analge-
sic effect on the CNS (Blasi et al., 2007; Masserini,
2013). Micelles conjugated with ligands that target
the BBB, such as iRGD conjugated micelle for glio-
ma treatment (Lu et al., 2020); or micelles functional-
ized with rabies virus glycoprotein peptid loaded with
doxorubicin (Xu et al., 2021) are used in brain cancer
research.

Dendrimers

Dendrimers are three-dimensional tree-like struc-
tures formed by the ramification of subunits (terminal
active groups) around a core initiator (Lopez-Davila
et al., 2012; Chamundeeswari et al., 2019). The core
of dendrimer is connected to at least two identical
chemical structures and polymer units of other mol-
ecules are attached. Polymer units have at least one
branching connection. Chain repetition and branching
result in a series of radially concentric layers (Mas-
serini, 2013). This arrangement results in a tightly
packed structure at the periphery and loosely packed
structure at the core, leaving gaps that play a key role
in the dendrimer’s ability to bind drugs (Dhanikula et
al., 2009).

Wide spread choice of dendrimers for biomedical
application are the polyamidoamine (PAMAM) den-

drimers. The PAMAM dendrimers are made of an
inner diamine (ethylenediamine) core and peripheral
branches formed by the tertiary amine. Initially the
PAMAM dendrimers were synthesised by Michael
addition of amine baring core (such as ammonia) with
methyl acrylate to generate ester-terminated dendrim-
ers (refered as half generation of dendrimer). Sub-
sequently, their amidation was performed by ethy-
lenediamine to yield amine-terminated PAMAM den-
drimers (Albertazzi et al., 2013; Edis et al., 2021).

Synthesis of PAMAM dendrimers is carried out
either by divergent, convergent or by a combination
of both methods. During the divergent method, den-
drimers grow from the core to the periphery and in
the convergent method; dendrimers grow from the
periphery and spread inside until they form a core.
Combination of both mentioned methods is per-
formed by reaction of two monomers prepared by
convergent and divergent methods to form a trimer
(Yadav et al., 2019).

The drugs can be trapped in the nuclear cavities of a
dendrimer through hydrophobic, hydrogen or chemi-
cal bonds. Alternatively, the drug can also be cova-
lently attached to the terminal active groups (Cha-
mundeeswari et al., 2019). The biggest advantages
of using dendrimers are their structure, multivalence,
easy surface functionalization and solubility in water.
They further increase the solubility of the drug, pro-
long the circulation half-life and control the release of
the drug (YYadav et al., 2019). Nevertheless, dendrim-
ers can exhibit cytotoxic and hemolytic effects; they
could be non-degradable in a physiological environ-
ment, which can cause their accumulation in tissues
with serious side effects. This can be prevented by
PEGylation or acetylation of the their surface (Chen-
thamara et al., 2019).

Dendrimers are suitable as carriers for drug deliv-
ery into brain parenchyma (Dwivedi et al., 2016).
PAMAM dendrimers are most often used due to
their non-toxicity, flexibility, easy modifications of
its surface and, thanks to its structure, thay have an
extremely high surface-to-volume ratio (Albertazzi et
al., 2013; Bae et al., 2021; Caraway et al., 2022). For
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Fig. 3: Inorganic nanoparticles

Source: modified from Din et al., 2017

example, PAMAM dendrimer loaded with carbamaz-
epine showed promising results for the treatment of
neurodegenerative diseases associated with protein
aggregations such as Alzheimer’s disease, Hunting-
ton’s disease and Parkinson’s disease (lgartda et al.,
2018); PEGylated PAMAM loaded with doxorubicin
shows increased delivery of payload into brain tumor
(Heetal., 2011); and PAMAM dendrimer conjugated
with N-acetyl-L-cysteine (antioxidant and antiinflam-
matory agent) showed improved survival and mo-
tor function of rabbits suffering from cerebral palsy
(Zhang et al., 2020).

2. Inorganic nanoparticles

An inorganic core and an organic shell make up in-
organic nanoparticles. The inorganic core is made up
of metal or oxide-based biocompatible nanomaterials,
while the shell is made of carbon and protects the core
from unwanted biological, physical, or chemical in-
teractions. Shell, on the other hand, acts as a substrate
for biomacromolecular conjugation (Burdusel et al.,
2022). In comparison to organic nanoparticles, inor-
ganic nanoparticles have unique physical and chemi-
cal properties such as stability, the ability to easily
modify the surface, extended lifetime, reduced toxic-
ity, a good ability to bind the drug, and the ability to
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control its release (Burdusel et al., 2022). Quantum
dots, metallic nanoparticles, and oxide nanoparticles
(see Fig. 3) are examples of inorganic nanoparticles
(Burdusel et al., 2022).

2.1. Quantum dots

Semiconductor nanocrystals or Quantum dots (2 —
10 nm) consist of a core and a shell with appropri-
ate surfactant coating, prepared by high-temperature
strategy (Chenthamara et al., 2019; Edis et al., 2021).
The core contains metal complexes, such as noble
metals, semiconductors, and magnetic transition met-
als. Based on the metals used in the cores, Quantum
dots are divided into groups: a) group contains atoms
in 111 — V element groups in periodic table as indium
arsenate, indium phosphate (InP), gallium arsenate
(GaAs) and metalloid cores from gallium nitride
(GaN); b) group contains atoms in Il — IV element
groups like cadmium-selenium (CdSe), zinc sulfide
(ZnS), zinc-selenium (ZnSe) and cadmium-tellurium
(CdTe) (Chamundeeswari et al., 2019; Edis et al.,
2021). Their properties include good water solubility,
chemical and optical properties, and surface modi-
fications can improve biocompatibility. The optical
properties of Quantum dots are determined by their

size and shape: particles 2 — 3 nm in size emit green



and blue light, while larger particles (5 — 6 nm in size)
emit red and orange light (Chamundeeswari et al.,
2019; Chenthamara et al., 2019).

Cadmium-based semiconductors have excellent
optical properties. However, because these metals
can have toxic effects on the human body, they must
be protected by a zinc (ZnS) shell. Other non-toxic
components with similar optical properties are also
being investigated (Chamundeeswari et al., 2019;
Edis et al., 2021).

Quantum dots have been used in fluorescent probes,
photosensitizers, and radiosensitizers. They are re-
sistant to pH changes, chemical degradation, and
have high thermal stability. Because of their small
size, Quantum dots can easily pass-through cell mem-
branes, have a high specific surface area, and can ab-
sorb high-energy photons such as gamma radiation.
Drugs, however, must be conjugated on their solid
core (Edis et al., 2021).

Several studies are investigating Quantum dots as a
potential drug carrier. For example, grapheme Quan-
tum dots demonstrated inhibition of amyloid aggre-
gation in the brain parenchyma, which accompanies
Alzheimer’s disease (Liu et al., 2015); or prevent ac-
cumulation of a-synuclein accompanying Parkinson’s
disease (Kim et al., 2018) in vitro. CdTe Quantum
dots conjugated with transferrin receptor ligand were
used in an in vitro study of HIV-associated encepha-
lopathy (G. Xu et al., 2013) or in glioma theranostics
(Cabral Filho et al., 2016). CdSe/ZnS Quantum dots
are commonly used in medical research (Michalet et
al., 2005).

2.2. Metallic nanoparticles

These nanoparticles contain noble metals (gold,
silver) or copper and posses a solid and dense struc-
ture with 10 — 100 nm in size. Metallic nanoparticles,
as well as other inorganic nanoparticles, are not able
to cover drug inside, therefore the therapeutic sub-
stances must be conjugated on the surface (Hersh et
al., 2016; Burdusel et al., 2022; Chandrakala et al.,
2022).

Due to their small size, metal nanoparticles can

cross the BBB through passive diffusion, transcytosis
and transsynaptic transport (Yang et al., 2010).

Gold nanoparticles

The unique properties of gold make these particles
one of the most promising nanomaterials for biomed-
ical use (Li et al., 2019). Gold nanoparticles are inert
and biocompatible structures with high electrical con-
ductivity and optical properties. They serve as car-
riers of therapeutic molecules, for medical imaging,
diagnostics and also for photothermal and radiation
therapy. Thanks to their surface properties they are
capable of conjugation with drugs, dyes and biomol-
ecules (Yeh et al., 2012; Burdusel et al., 2022). Based
on shape, gold nanoparticles are divided into: a) na-
nospheres; b) nanorods; and c) nanocages (see Fig. 4)
(Lietal., 2019).

Spherical gold nanoparticles are generated by re-
ducing hydrogen trichloroautic acid (HAuCl4) with
citrate in boiling water, wherein the citrate acting as
a reduction and stabilizing agent. Nanospheres are
simple to make, have a uniform size, are biocompat-
ible, have low toxicity, can easily penetrate tissues,
and their surfaces are very easy to modify (Yeh et al.,
2012; Li et al., 2019).

Gold nanorods are distinguished from nanospheres
by their elongated shape and are produced using the
seed-mediated colloidal growth method. Growth
(secondary nucleation) occurs when pre-prepared na-
nosphere gold particles (seeds) are mixed with a sur-
factant medium. The particle size is controlled by the
addition of reducing agents such as hydroxylamine
and sodium citrate (Li et al., 2019).

Gold cages are concave nanoparticles with a porous
structure. Small molecules can be encapsulated inside
and other molecules can enter through the pores on
the surface. The drug is located in the core and the
pores are covered with a material with a phase change.
Plasmon resonance causes melting of the phase and
the drug is released. In addition, functional groups on
the surface can target specific tissue, like transferrin
receptor ligand or angiopep-2 for targeting BBB. The
preparation is carried out by the method called “etch-
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Fig. 4: Types of gold nanoparticles

Source: modified from Li et al., 2019

ing the template”. However, this method is difficult,
because there is a risk of collapsing of gold shell (Li
et al., 2019). The therapeutic agent can be attached
to the gold nanoparticle by covalent or non-covalent
conjugation (Yeh et al., 2012). Gold nanoparticles
have found application in many biomedical fields, e.
g nanogold conjugated with epidermal growth fac-
tor is used in the therapy of brain tumors (Cheng et
al., 2011; Meyers et al., 2015) and gold nanoparticles
functionalized by angiopep-2 and conjugated with
doxorubicin were used in glioma study (Ruan et al.,
2015).

Silver nanoparticles

Silver nanoparticles are among the most commonly
used metal nanoparticles in biomedical applications
due to their catalytic effect, chemical stability, uni-
versal biological activity, electrical conductivity,
antibacterial, and optical properties. The antimicro-
bial and antiseptic properties of silver are caused by
its ability to adhere to bacterial cell walls and cause
oxidative stress, which leads to the damage of bacte-
rial membranes and bacterial death (Burdusel et al.,
2022).

The preparation of silver nanoparticles is per-
formed by reduction of gallic acid by citrate anion
in water (Kumar et al., 2018). Silver nanoparticles as
well as other metal nanoparticles can be easily modi-
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fied to target drugs and drugs must be conjugated to
the nanoparticle surface. Silver nanoparticles show
anti-cancer activity and enhance chemotherapeutic
effects (Burdusel et al., 2022). However, they are not
sutitable for brain targeting because of neuronal death
(F. Xu et al., 2013). On the other hand, studies were
conducted where silver nanoparticles conjugated
with H_S showed lower toxicity and at the same time
reduced brain inflammation (Gonzalez-Carter et al.,
2017).

Copper nanoparticles

The essential element copper participates in the
regulation of cellular processes, which support the
physiological activity of bones, blood vessels and
nerves, participates in wound healing and immune
function so they can be used in bone healing therapy
(Burdusel et al., 2022).

Copper nanoparticles, on the other hand, are not
suitable as drug carriers into brain tissue, because
while in small concentrations, they increase BMEC
proliferation, at higher concentrations they are cyto-
toxic to BMEC and cause lesions in the brain tissue
(Trickler et al., 2012; Zhang et al., 2012).

2.3. Mesoporous silica
Silicon occurs naturally in the body and its role
is to regulate the development of connective tissues



and the skeleton (Burdusel et al., 2022). Mesoporous
silica form honeycomb structure with the possibi-
lity of binding several hydrophobic and/or hydro-
philic drugs (Chamundeeswari et al., 2019). Silicon
nanoparticles consist of silicon oxide (SiO,) and are
prepared by the sol-gel method. Silicon alkoxide is
hydrolyzed and condensed by acid and base cataly-
sis. Surfactant molecules serve as a template around
which polycondensation occurs and the formation of
a network of precursors is created in a colloidal solu-
tion (sol). This solution depends on the speed of poly-
condensation reactions and forms a gel. In diluted
conditions, monodispersed silicate nanoparticles are
formed (Ghaferi et al., 2021).

Properties predetermining mesoporous silica nano-
particles for use in nanomedicine include: a) ability
to transport and effective drug targeting; b) adjustable
pore size and structure; c¢) internal biocompatibility
and surface functionalization; d) the pore characteris-
tics can be used on the one hand when loading these
nanoparticles with drugs, dyes and biomolecules, on
the other hand when releasing the cargo into tissues.
The opening of the pores depends on the local micro-
environment of the tissue, e. g. enzymes expressed by
the tumor, or the external environment that prevents
premature and nonspecific release of cargo, e. g. ul-
trasound or light (Burdusel et al., 2022).

Silica-based nanomaterials are used in biomolecule
delivery systems, e. g. mesoporous particles MCM-41
modified by photosensitive ligand of cinnamic acid
derivative and the pores containing Naproxen sodium
salt shows controlled release of Naproxen after expo-
sure to UV light (Almasi et al., 2021); calcium-doped
mesoporous silica nanoparticles functionalized by
polysorbate-80 were used to deliver rivastigmine into
the brain to treat Alzheimer’s disease in vitro (Fateh
Basharzad et al., 2022); or nanoparticles with iron
core and mesoporous silica shell functionalized by
fibronectin ligand to target glioma cells and loaded
with DOX show effective delivery of anticancer drug
into brain (Turan et al., 2019).

2.4. Iron oxide nanoparticles and magnetic nano-
particles

Iron oxide (Fe,0,) nanoparticles (1 — 100 nm) rep-
resent biomedically versatile tool especially due to
their magnetic, semiconducting, chemical, biocom-
patible and bioactive properties. In addition, the sur-
face can be modified by conjugation with therapeu-
tic substances and biomolecules. The magnetic pro-
perties can be used in the targeted delivery of these
conjugated substances and their localization can be
enhanced using external magnetic field (Sandhiya et
al., 2009; Popescu et al., 2020; Burdusel et al., 2022).

Based on magnetic characteristics, this nanoparti-
cles can be classified as: a) paramagnetic (in the ab-
sence of an external magnetic field, they form weak
magnetic moments); b) diamagnetic (without the
presence of an external magnetic field they do not ex-
hibit any magnetic moments); ¢) ferromagnetic (they
remain magnetized even in the absence of an external
magnetic field); d) and super-paramagnetic (acts as a
paramagnet in the presence of an external field) (Edis
etal., 2021).

On the other hand, when an alternating magnetic
field is applied, the orientation of unpaired electrons
in the shell of iron nanoparticles changes, resulting in
the release of energy in the form of heat, which does
not harm healthy cells but does harm to cancer cells.
This property is used locally in research into cancer
therapy with magnetic hyperthermia (van Lande-
ghem et al., 2009; Maier-Hauff et al., 2011; Gavilan
et al., 2021). It has been shown that using magnetic
nanoparticles with iron oxide and the subsequent ad-
dition of an external magnetic field, these nanoparti-
cles can transcellularly cross the BBB in the mouse
brain (Hersh et al., 2016); and can be used for imag-
ing (MRI) of brain tumors (Mahmoudi and Hadjipa-
nayis, 2014).

Other oxide-based nanoparticles

Nanoparticles of zinc oxide (O’Connor et al.,
2020); titanium oxide (Cheng et al., 2021); cerium
oxide (Wei et al., 2021) and magnesium oxide (Yin
et al., 2020) were tested due to their antibiofilm, anti-
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microbial activity and the presence of minerals that,
after dissolution, are incorporated into biological pro-
cesses, supporting bone mineralization and bone tis-

sue regeneration (Burdusel et al., 2022).

3. Hybrid nanoparticles

Hybrid nanoparticles combine two or more organic
and inorganic nanoparticles. On the basis of con-
nected nanoparticles, they are classified as: organic-
inorganic; inorganic-inorganic; organic-organic and
multicomponent nanoparticles (Chamundeeswari et
al., 2019). These hybrides combine the dual nature
of nanoparticles and multiply their effects, and pro-
vide better stability. The goal of hybrid nanoparticles
is to increase the biological activity and availability
of the drug with negligible side effects. This requires
consideration of the desired site of action, type of
physiological barriers, conjugated drug, solubility
and stability of nanoparticles (Chamundeeswari et al.,
2019). Since hybrid particles combine the advantages
of using several nanoparticles, they are the subject
of intensive research in the field of targeted therapy
of neurological disorders, e. g. PLGA-cholesterol
nanoparticles for treatment of Huntington’s disease
(Belletti et al., 2018); Lecithin/chitosan nanoparticles
to protect astrocytes during Krabbe’s disease (associ-
ated with extensive demyelination, neuroinflamma-
tion and death) (Clementino et al., 2021); and cRGD-
directed nanogold/PEG-poly(e-caprolactone) hybrid
nanoparticles for targeted glioblastoma in mouse
(Zhong et al., 2014).

CONCLUSION

The development of targeted and specific CNS
therapies that do not harm surrounding healthy tissue
or disrupt the BBB holds great promise for nanomed-
icine. The most significant advantages of nanoparti-
cles are modulated cargo release, good bioavailabil-
ity, the ability to protect chemically labile molecules,
low excipient costs, good drug incorporation, and a
wide range of application possibilities. Their main
disadvantage is their low filling capacity, drug excre-
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tion during storage, relatively high water content, and
gelatinization tendency.

Various formulations of nanocarrier-drug systems
have been synthesized, modified, and characterized
in recent years, yielding promising results, particu-
larly in the targeted delivery of drugs to the brain and
other difficult-to-reach tissues with minimal dam-
age to healthy cells. However, in order to success-
fully incorporate nanosystems into clinical practice, a
number of challenges must be overcome. One of the
most serious issues is the toxicity of some nanocar-
riers (particularly Quantum dots, dendrimers, or sev-
eral metal nanoparticles), so more research is needed
to reduce toxicity and study materials without toxic
effects. It is also critical that the excipients used to
make the nanoparticles are safe for humans to con-
sume. Because the properties of nanoparticle-drug
systems can change depending on formulation and
drug conjugation, there is a need for research into the
long-term effects of nanoparticles on the organism.
Finally, it is clear that the continuous discovery of
new non-toxic materials is required. This discovery
should be accompanied by studies that can demon-
strate important aspects of nanocarriers such as non-
toxicity, biodistribution, particularly in the CNS,
clearence, and so on.
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ABSTRAKT

Hypericum perforatum (St. John’s wort, SJTW,
Hypericaceae) is one of the most prominent and
best investigated medicinal plants during the last
two decades, the focus of interest clearly being on
its potential as phyto antidepressant. Nowadays,
SJW is an established medicine for mild to mod-
erate depression, registered in many European
countries, and considered to have fewer side effects
compared to traditional antidepressants. Long-
term use of a commercial antidepressant often
demonstrates efficacy, but side effects cause that
10 — 20 % of patients withdraw from treatment.
Consequently, there is a need for new actives with
better safety profiles, such as hypericum extract.
The inhibition of MAOs (monoamine oxidases)
may be a potential mechanism responsible for the

antidepressant action of St. John’s wort. Some in
vitro studies have shown that Hypericum extract
and, specifically, hyperforin are inhibitors of syn-
aptosomal reuptake of numerous neurotransmit-
ters (serotonin, noradrenaline, dopamine). Addi-
tionally, within this study, we analysed the effects
of H. perforatum through a complete list of phar-
macies in the Slovak republic. We focused on the
composition and amount of individual substances
in SJW medicinal products. From our findings it
follows that the vast majority of SJW products fail
to adequately address clinically relevant safety is-
sues on their labelling caused by the incorrect dos-
ing or low content of the desired substance in the
preparation.

Key words: antidepressant activity; H. perfora-

tum; plant extracts
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INTRODUCTION

St. John’s wort (SJW), known botanically as Hy-
pericum perforatum (a member of the Hypericaceae
family), is a sprawling, leafy herb that grows in open,
disturbed areas throughout much of the world’s tem-
perate regions (Henderson et al., 2002; Klemow et
al., 2011). It is used in traditional or folk medicine
for treating a diverse range of disorders that includes
bacterial and viral infections, respiratory impairment,
skin wound, peptic ulcers, and inflammation (Nico-
lussi et al., 2020). This species is also used as a herb-
al remedy to treat a variety of internal and external
problems. Nowadays, research suggests the effective-
ness of this herb in treating other ailments including
cancer, inflammation-related disorders, bacterial and
viral diseases, and as an antioxidant and neuroprotec-
tive agent (Klemow et al., 2011). However, the most
common reason for using Hypericum perforatum is
to alter mood to relieve the symptoms associated with
depressive episodes or major depression respective-
ly (Nicolussi et al., 2020). SIW is believed to exert
its antidepressant action by inhibiting the uptake of
serotonin, noradrenaline and dopamine. Extract of
SJW has been shown to have a potent affinity for the
adenosine, serotonin (SHT1, 2A), benzodiazepine
and y-aminobutyric acid (GABA) receptors and to
weakly inhibit monoamine oxidase. It has also been
postulated that SJW’s antidepressant activity may be
a result of its effect on interleukin-6 (Henderson et al.,
2002; Fisher et al., 2021).

The herb contains the following flavonoids: mainly
hyperoside, rutoside, quercetin, isoquercetin; naph-
thodianthrones; hypericin and derivatives — pseudo-
hypericin, protohypericin and isohypericin that are
considered to be hypericin precursors; biflavonoids:
amentoflavone and biapigenine; fluoroglucinol de-
rivatives — hyperforin and adhyperforin; caffeic and
chlorogenic acid; catechine tanning agents; xantons,
as well as essential oil containing monoterpens, ali-
phatic hydrocarbons and aldehydes and sesquiterpens
(Anyzewska et al., 2010).
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Clinical application of SIW

The aqueous extracts rich in hydrophilic agents
(flavonoid glycosides, tanning agents and phenol
acids) have astringent and relaxation properties, and
are used in contractions of the bile ducts, gastroin-
testinal mucous membrane inflammation and as an
agent stimulating the production of digestive fluids.
The extracts produced from the herbal drug by a suit-
able procedure using ethanol/methanol (50 — 80 %
v/v) containing mainly hypericin, hyperforin, xan-
tons, flavonoids and procyanamides have effects on
the central nervous system and are used to treat mild
depression-like mood disorders (Anyzewska et al.,
2010). SJW preparations and their effects were simi-
lar to synthetic antidepressants. H. perforatum and its
active constituents may exert antidepressant effects
comparable to those of tricyclic antidepressants and
selective serotonin reuptake inhibitors, with a better
tolerability profile. However, it should be noted that
the side effects of H. perforatum were observed in
mostly short-term trials and long-term users should
be advised of the potential risks. And H. perforatum
has been shown to be a cost-effective alternative to
generic antidepressants (Zirak et al., 2019; Nicolussi
et al., 2020). The results of the latest studies indicate
that the antidepressive effects of hyperforin are more
powerful than the ones of hypericin, as it is a more
potent inhibitor of the uptake of serotonin, noradrena-
line, dopamine, GABA and L-glutamate (Anyzewska
etal., 2010). However, the amount of hypericin varies
widely in different parts of the plant, under different
growth conditions, and at different times of the year
(Henderson et al., 2002).

Adverse effect and pharmacokinetic drug interac-
tion with SJW

Undesirable effects that were most commonly re-
ported were gastrointestinal irritations, allergic re-
actions, fatigue and restlessness (Nicolussi et al.,
2020). Side effects of SJW become particularly ap-
parent in combination with cyclosporine, tacrolimus,
amprenavir, indinavir, and other protease inhibitors,
irinotecan and warfarin (Habs et al., 2018). Most of



Tab. 1: Possible interactions of SJW and other drugs

Drug .
Pharmacokinetic interactions Result of action
Warfarin Induction of CYP2C9
. Induction of CYP3A4
Cyklosporin

the transport P-glycoprotein

Oral contraceptives

Induction of CYP1A2 and CYP3A4

(protease inhibitors, non-nucleoside reverse
transcriptase inhibitors)

Theophylline Induction of CYP1A2
Digoxin Induction of transport P-glycoprotein
HIV

Induction of CYP3A4

Anticonvulsants
(carbamazepine, phenobarbitone, phenytoin)

Induction of CYP3A4

Drug . . Result of action
Pharmacodynamic interactions
SSRI Potentiation of serotonin concentrations
Triptans Potentiation of serotonin concentrations

CYP2C9, CYP3A4, CYP1A2 — enzymes cytochrome P450; SSRI — selective serotonin reuptake

inhibitors
Source: Henderson et al., 2002

these interactions are consistent with the induction of
cytochrome P450 3A4 enzyme, including enhanced
expression and drug efflux activity of P-glycoprotein
(Clauson et al., 2008).

The most common effects are gastrointestinal
symptoms, allergic reactions, dizziness or confu-
sion, tiredness or sedation and dry mouth. The ma-
jority of these reactions were generally considered to
be mild, moderate or transient. Events also involved
reactions of the skin exposed to light (hypericin and
related naphthodianthrones cause phototoxicity due
to UV light sensitivity, which has been showed in in
vitro and in vivo experiments and in humans) that was
followed by increased bleeding time with coumarin-
type oral anticoagulants, bleeding with oral contra-
ceptives, therefore, women taking the pill are advised
to use additional contraceptive measures, and it is
reportedly responsible for decreased plasma levels
of digoxin (see Tab. 1). In the absence of sufficient
data, use in patients under 18 years, during pregnancy

and lactation is not recommended (Henderson et al.,
2002; Clauson et al., 2008; Habs et al., 2018; Nico-
lussi et al., 2020).

The hyperforin is mainly responsible for pharma-
cokinetic interactions with other drug substances,
which are metabolized by certain CYP450 isoen-
zymes and transported by P-gp (Nicolussi et al.,
2020). Hyperforin enters the cell and binds to the
human pregnane X receptor (PXR) in the cytoplasm.
The complex enters the nucleus, binding with the
pregnane response element (PRE). This complex
(PXR/PRE) induces the downstream gene targets
CYP3A4, CYP2B6, and MDR1, producing the en-
zymes cytochrome P450 (CYP) 3A4, CYP2B6, and
P-gp, (see Fig. 1) (Klemow et al., 2011).

The induction of CYP3A4, CYP2C9, CYP2C19
and P-gp is directly correlated with the content of hy-
perforin in the herbal preparation. However, at daily
dosages of maximum 1 mg hyperforin, no clinically
relevant pharmacokinetic interactions are to be expec-

25



Fig. 1: Reaction between hyperforin and PXR receptor

PXR — human pregnane X receptor in the cytoplasm;
PRE - pregnane response element; CYP3A4,
CYP2B6 - enzymes cytochrome P450; P-gp —
P-glycoprotein

Source: Klemow et al., 2011

ted (Nicolussi et al., 2020). Therapy with SJW should
be administered as a monotherapy and their products
are not sufficiently investigated to be recommended
for combination therapy with psychotropic drugs or
medications for other indications (Habs et al., 2018).

Different geographical distinction

SJW is considered a medicinal product in Europe
and China but a finished dietary supplement product
in the United States (U. S.) (see Tab. 2) (Habs et al.,
2018). In particular, Europe and the Mediterranean
basin represent a hot spot of diversity for Hypericum
species (Tocci et al., 2018).

The EU legal definition differentiates between her-
bal medicinal products, herbal substances and herbal
preparations. Herbal substances are whole, fragmen-
ted or cut plants, plant parts, algae, fungi, lichen in
an unprocessed, usually dried form, but sometimes
fresh. Herbal products are obtained by extracting,
distilling, fractionating, purifying, concentrating or
fermenting of herbal substances. Consequently, her-
bal medicinal products contain as active ingredients
one or more herbal substances or one or more herbal
preparations or herbal substances in combination with
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one or more herbal preparation (Directive_2001/83/
EC, 2001). St. John’s wort is not currently regulated
by the U. S. Food and Drug Administration, and there
is no current standard in place about the contents and
potency of the medication (Habs et al., 2018).

Older results — nowadays studies — situation in
Slovakia

The older studies showed that tablets and capsules
containing a standardized ethanolic extract of SJIW
wort at the amount ranging from 60 mg to 425 mg
of extract are usually used to treat the episodes of
mild depressive disorders. According to manufactu-
rers, these products provide the daily dose ranging
from 0.3 mg to 3.0 mg of total hypericins expressed
as hypericin (Anyzewska et al., 2010). The German
Commission E and European Scientific Cooperative
on Phytotherapy (ESCOP) monographs recommend
900 mg of standardized extract per day (Klemow et
al., 2011). Nowadays, by Nicolussi et al. (2020), hy-
perforin is the major active principle of SJW leading
to antidepressant effect. When the recommended dai-
ly dose of SJIW 900 mg (3 x 300 mg) is taken, this
amount of the extract is equivalent to a daily dose
of approximately 40 mg of hyperforin. Hyperforin,
hypericin, and flavonoids have been demonstrated
to be present in very different concentrations in va-
rious commercial products. The length of treatment
of controlled clinical trials ranges between 4 to 12
weeks (Habs et al., 2018). Commercial preparations
differ significantly in their content of hyperforin, hy-
pericin, and flavonoids. Importantly, the induction of
CYP3A4 in intestinal cells correlates with the content
of hyperforin (Nicolussi et al., 2020). We focused on
the composition and amount of individual substances
in SIW medicinal products.

MATERIALS AND METHODS

An exhaustive search was conducted of the primary
literature using secondary databases including EMA
(HMPC), SUKL (State Institute for Drug Control),
SCP (Summary of Product Characteristic), ADC



Tab. 2: Definition between dietary supplement and herbal medicinal product

It could be intended to supplement the diet and will contain, for instance,
a vitamin, a mineral, a herb, a botanical or an amino acid — a dietary
supplement might also be intended to supplement the diet by increasing
the total daily intake of a concentrate, a metabolite, a constituent, an
extract or a combination of these ingredients.

WHO (2019)
Dietary supplement

It defines in part as products taken by mouth that contain a dietary in-
gredient — dietary ingredients include vitamins, minerals, amino acids,
and herbs or botanicals, as well as other substances that can be used to
supplement the diet (the FDA suggests to consult a health care profes-
sional before using any dietary supplement) — many supplements contain
ingredients that have strong biological effects, and such products may
not be safe in all people (appropriate labelling and warning is necessary)
— supplements can be harmful when using improperly — warnings and
precautions are providing the consumer with the information, that when
using these products with prescribed medicines could lead to harmful,
even life-threatening, results.

FDA (2015)
Dietary supplement

It defines as any medicinal product, exclusively containing as active sub-
stances one or more herbal substances or one or more herbal prepara-
tions, or one or more such herbal substances in combination with one or
more such herbal preparations.

EMA/HMPC (2018)
Herbal medicinal product

WHO — World Health Organization; FDA — U. S. Food and Drug Administration; EMA — European Medicines Agency;

HMPC — Committee on Herbal Medicinal Products
Source: Klemow et al., 2011; Habs et al., 2018; Nicolussi et al., 2020

Graph 1: Availability of SJW products in Slovakia
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Tab. 3: Commercial oral formulation tablets (TBL) and capsules (CPS) of SJW medicinal products

Oral H. perforatum .
Manufacturer formulations in 1 thl/eps Constituents
Virde Slovakia, CPS 50 mg Hypericum perforatum, L-tryptofan,
s. 1. 0 (SVK) Valeriana officinalis, Magesium
Virde, spol.s.r. 0
(CZE)
Augeri, s. 1. 0 CPS 20 mg*** Hypericum perforatum, L-tyrosine,
5-hydroxytryptophan, Valeriana officinalis,
Vitamin B6, B12, Magnesium, Zinc,
Melissa officinalis
Advance CPS 300 mg Hypericum perforatum, L-tryptofan,
nutraceutics, (equivalent to 300 | L-phenylalanin, Niacin, Vitamins B5, B6
s.1.0 (CZE) mg of dried plant)
(hypericin 0.3%)
Woykoff, a. s. (CZE) TBL 300 mg Hypericum perforatum, L-tryptofan, Vitamin B6
(equivalent to 300
mg of dried plant)
(hypericin 2 %)
(hyperfotin 3 %)
Simply You Slovakia CPS 20 mg Hypericum perforatum, L-tryptofan, Valeriana
s. 1. 0. (SVK) officinalis, Vitamin B6, Magnesium, Melissa
officinalis, Crocus sativus
Pharco, s. r. 0. (SVK) CPS 233 mg Hypericum perforatum, L-tryptofan, L-tyrosine,
(hypericin 0.7 mg) | L-phenylalanne, Niacin, Vitamin B6, Magnesium
hyperforin > 4.9 mg)
Green-Swan TBL 10 mg3} Hypericum perforatum, Valeriana officinalis,
Pharmaceuticals SR, (equivalent to 150 | Vitamin B6, Magnesium
s. 1. 0. (SVK) mg of dried plant)
TBL 10 mg% Hypericum perforatum, Cimicifuga racemosa,
(equivalent to 150 | Vitamin D3, Calcium
mg of dried plant)
Liftec CZ, spol. TBL 43 mg Hypericum perforatum
s. 1. 0. (CZE)
Active life Inv,, CPS 10 mg* Hypericum perforatum, Passiflora incarnata,
s. 1. 0. (SVK) Melissa officinalis, Valeriana officinalis, Humulus
lupulus

*** SJW extract 10 : 1 (20 mg) corresponds to 200 mg of dried butterbur; £ SIW extract 15 : 1 (10 mg) corresponds to 150
mg of dried butterbur; * SJW extract 10 : 1 (10 mg)

(Database of Pharmaceutical Preparations). SJIW pro- RESULTS
ducts were identified and then compiled into Table 3.
Field headings of the spreadsheet included: manufac-

turer, formulations, dosage, constituents.

A significant percentage of the population uses
herbal products for preventive and therapeutic pur-
poses. We recorded a real increase in the distribution
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Tab. 4: Commercial local application of SJTW medicinal product

UNG
(unguentum)

Schwabe
Austria

0.09 g/50 g

Arnica montana, Calendula officinalis, Hamamelis
virginiana, Echinacea angustifolia, Echinacea
purpurea, Chamomilla recutita, Bellis perennis,
Symphytum officinale, Hypericum perforatum,
Achillea millefolium, Aconitum napellus, Atropa
belladonna, Mercurius solubilis Hahnemanni,
Hepar sulfuris

Tab. 5: Commercial SJW product, oral formulation drops (GTT POR)

Bios-Medica, GTT POR

s.1. 0. (SVK)

15 ml/100 ml

Hypericum perforatum, Avena sativa, Cola vera,
Eleutherococcus senticosus, Hyssopus officinalis,
Melissa officinalis, Panax ginseng, Rhodiola rosea,
Rosa californica, Foeniculum vulgare, Mentha
piperita, Ocimum basilicum, Thymus vulgaris,
Gentiana amarella, Castanea sativa, Sinapsis
arvensis

and sales of preparations containing H. perforatum
from the statistics. We summarized the types of prod-
ucts containing this medicinal herb from the survey
that we conducted in the period from July to Decem-
ber 2019 (see Graph 1). They were teas, oral formula-
tions — cps (capsules), thl (tablets) and gtt (drops) of
the SJW preparation.

Homeopathic preparations of SJIW were excluded.
Tea preparations (27 products) of SJIW we also ex-
cluded. Subsequently, we began to focus on phyto-
preparations containing H. perforatum only in oral
form, including tablets and capsules (see Tab. 3).
Products without containing a dosage were also ex-
cluded.

Table 4 contains only one preparation containing
H. perforatum, which is applied in our country in
the form of an ointment. It is a combined preparation
with other plants.

Table 5 contains a SJW preparation which is ap-
plied orally, more specifically in the form of drops. It
is also a combined preparation with other plants.

DISCUSSION

A growing percentage of the population use
herbal medical products for preventive and thera-
peutic uses. One of them is also hypericum extract
containing numerous pharmacologically active in-
gredients, including naphthodianthrones hypericin
and pseudohypericin, a broad range of flavonoids,
phloroglucinols (hyperforin) and adhyperforin. The
extract as a whole has to be considered as the active
substance since several groups of active compounds
contribute to its antidepressant and other effects. Hy-
pericum extract documented a moderate clinical ef-
fect but better tolerability than conventional drugs (Di
Pierro et al., 2018). As a monotherapy, SJW has an
encouraging safety profile. However, relevant and, in
some case, life-threatening interactions have been re-
ported, particularly with drugs which are substrates of
cytochrome P450 and P-glycoprotein (Borrrelli and
1zzo, 2009). Moreover, on the basis of this fact, nowa-
days manufacturers continue to describe SJW extract
as 0.3 % hypericin without standardizing the presence
of other active fractions (Di Pierro et al., 2018). In
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Slovakia, the majority of the above mentioned oral
formulation herbal medicinal products contained
maximum 150 to 300 mg of Hypericum perforatum in
one cps or tbl. The content of Hypericum perforatum
varies greatly, probably due to the different composi-
tion of other components in the product. Preparations
can help the proper functioning of the psyche, to the
proper functioning of the nervous system, to reduce
exhaustion and fatigue and facilitate relaxation. But
the reference value of intake in 1 capsule or tablet is
not usually determined.

However, the individual preparations unani-
mously state restrictions with regard to use in chil-
dren, pregnant and breastfeeding women. They state
a dosage of 1 cps/tbl per day, with a smaller content
even twice a day. However, according to recent stud-
ies, a dosage of 3 x 300 mg and thus 900 mg of stand-
ardized extract per day has been recommended to
achieve the desired results.

Not all preparations also reported the content
of active substances of hepericin and hyperforin from
the total content of Hypericum perforatum. However,
from the available data, we see that mainly the daily
doses of hyperforin exceed the limit of 1 mg, which
according to the above mentioned study is considered
safe and thus without clinically significant interac-
tions. Because, as far as we know today, SJW repre-
sents the herbal product most involved in herb-drug
interactions. Pharmacokinetic interactions arise when
SJW is combined with drugs which are CYP and P-
glycoprotein substrates. And pharmacodynamic in-
teractions also occur when SJW is combined with
drugs which enhance 5-HT signalling in the brain
(Borrrelli and Izzo, 2009). Although we initially ex-
cluded homeopathic preparations from our study, at
least we must mention the only SJW (distributor is
Schwabe Austria) preparation in Slovakia, which can
be obtained with a prescription on our market. It is a
Sol inj formulation. The preparation is included in the
homeopathic area containing Hypericum perforatum
0.66 mg in 1 ampoule of solution (2.2 ml with the
total amount of 2.2 g) indicated for stimulation of the

body’s own healing mechanisms in various injuries
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(sports, accident) such as bumps, sprains, fractures
of bones, blood bruises, hemorrhages into the joints,
concussions etc., postoperative and post-traumatic
edema and swelling of the soft tissues, inflammatory
and inflammatory-related degenerative processes of
all organs and tissues, especially the supporting and
locomotor system (tendovaginitis, styloitis, epicon-
dillitis, bursitis, periarthritis humeroscapularis, os-
teoarthritis of the lumbar, knee and small joints), gin-
givitis, purulence of dental cams, periodontitis. It has
the same application limitations as oral preparations.

CONCLUSION

Our findings showed that the vast majority
of SJW products fail to adequately address clinically
relevant safety issues on their labelling. The reason
may be the incorrect dosing or low content of the de-
sired substance in the preparation. A small number of
products do provide an acceptable amount of infor-

mation on drug-herb interactions.
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ABSTRAKT

Skvamocelularny karcindm zodpoveda za vic-
Sinu nadorovych ochoreni hlavy a krku, ktory
vznika zo skvaméznej vystelky vlhkych sliznic-
nych povrchov hlavy a krku, hltana, hrtana a pa-
ranazalnych dutin. Ciel’om tejto Studie je zhrnut’
v sticasnosti dostupné poznatky o zakladnych Spe-
cifikich nadorov hlavy a krku a popisat’ moZnos-
ti ich liecby. Tato Studia opisuje Styri kazuistiky,
pri ktorych boli pouzité rézne postupy lieCenia.
Stanovenie spravnej lieCby zavisi na jednej strane
od zdravotného stavu pacienta, no taktiez od vel’-
kosti, typu a lokalizacie nadoru. Liecba prinasa
so sebou aj mnoZstvo neprijemnych neZiaducich
ucinkov, ktoré zavisia od jej typu. Pacienti lieCeni
radioterapiou ¢asto trpia bolestivou mukozitidou,
ktora je spojena so st’aZenym prijimanim potravy,
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¢o mézZeme vidiet’ u vSetkych pacientov v nasich
kazuistikach. V prvej a druhej kazuistike bola s
radioterapiou spojena aj neprijemna dermatitida,
ktora mohla byt zosilnena cetuximabom. V tre-
tej a Stvrtej kazuistike bola pouzZita kombinovana
liecba radioterapie spolu s chemoterapiou. NeZia-
ducimi ucinkami pri liecbe cytostatikami byva
nauzea a vomitus, ako to bolo aj u nasich pacien-
tov. Na zaklade opisu tychto kazuistik sme chce-
li poukazat’ na to, Ze zvolenie spravnej liecby pri
nadoroch hlavy a krku zavisi od viacero faktorov
a nie je to vZdy jednoznacné a 'ahké. V priebehu
liecCby sa méZe terapia menit’ podl’a toho, ako na
Nu pacient reaguje.

Krlucové slova: cetuximab; cisplatina; chemote-

rapia; karcinéom; radioterapia



ABSTRACT

Squamous cell carcinoma accounts for the ma-
jority of head and neck cancers, arising from the
squamous lining of the moist mucosal surfaces of
the head and neck, pharynx, larynx, and para-
nasal sinuses. This study aims to summarise the
currently available knowledge about the essen-
tial specificities of head and neck tumours and to
describe their treatment possibilities. This study
describes four case studies in which different tre-
atment procedures were used. Determining the
correct treatment depends on the patient’s state
of health and the tumour’s size, type and location.
The therapy also brings several unpleasant side ef-
fects that depend on its type. Patients treated with
radiotherapy often suffer from painful mucositis,
which is associated with difficulty taking food,
which we can see in all patients in our case reports.
In the first and second cases, unpleasant dermati-
tis was also associated with radiotherapy, which
could have been intensified by cetuximab. In the
third and fourth cases, a combined treatment of
radiotherapy together with chemotherapy was
used. Undesirable effects during therapy with cy-
tostatics are nausea and vomitus, as was the case
in our patients. Based on the description of the-
se cases, we wanted to point out that choosing the
proper treatment for head and neck tumours de-
pends on several factors and is not always strai-
ghtforward. During treatment, the therapy can be
changed according to how the patient responds to
it.

Key words: carcinoma; cetuximab; cisplatin;

chemotherapy; radiotherapy

UvoD

Karcinémy hlavy a krku predstavuji 5 % vSetkych
nadorovych ochoreni. V roku 2018 predstavovali pri-
blizne 887 649 novych pripadov a 453 307 tmrti s
nadorovym ochorenim na celom svete (Bray a kol.,

2018). Nadory hlavy a krku predstavuju Siroky pojem,
ktory zahtna epitelové malignity vznikajice z parana-
zalnych dutin, nosovej dutiny, ustnej dutiny, hltana,
hrtana a slinnych zliaz. Takmer vSetky tieto maligni-
ty st skvamocelularne karcinomy hlavy a krku, pre
ktoré st najvyznamnej$imi rizikovymi faktormi kon-
zumacia tabaku a alkoholu (Kawashita a kol., 2020).
Tabakovy dym obsahuje viac ako 40 karcinogénnych
latok z tabaku ako aj z cigaretového papiera (Klener,
2002). Za vysoko karcinogénne sa povazuje fajcenie
marihuany pre vysoky obsah dechtovych latok. Podl'a
American Cancer Society je 85 — 90 % nadorov hlavy
a krku spbdsobenych tabakovymi produktmi. Zistilo
sa, z¢ globalne su dolezité aj d’alsie rizikové fakto-
ry nezavislé od tabaku, alkoholu a HPV. Epidemio-
logické udaje identifikovali chronick konzumaciu
alkoholu ako vyznamny rizikovy faktor karcindémov
horného zazivacieho traktu, vratane karcinébmu oro-
faryngu a hrtana. Hoci presné mechanizmy, ktorymi
chronické pozivanie alkoholu stimuluje karcinogené-
zu nie st zname, experimentalne $tadie na zvieratach
podporujui koncepciu, Ze etanol nie je karcinogén, ale
za urcitych experimentalnych podmienok je kokar-
cinogénom alebo promoétorom nadorov. Metaboliz-
mus etanolu vedie k tvorbe acetaldehydu a vol'nych
14 radikalov. Nahromadili sa dokazy, ze acetaldehyd
je prevazne zodpovedny za karcinogenézu spojent s
alkoholom. Predovsetkym je nebezpecna kombindcia
chronického abuzu alkoholu spolu s fajé¢enim ciga-
riet. Kombinacia tychto dvoch prostriedkov zvysuje
riziko karcindmu az 100-krat viac ako u osob, ktoré
iba faj¢ia alebo piju alkohol (Poschl, 2004). Za ko-
faktor karcinogenézy sa povazuju taktiez virusy, pre-
dovsetkym ide o HSV-1 (herpes simplex virus), HPV
typ 16,18 (Tudsky papillomavirus) pri karcindme
orofaryngu a EBV virus (virus Epsteina-Barrovej) u
nasofaryngealneho karcinému (Hashim a kol., 2008).
Nekvalitna strava mdze byt taktiez pri¢inou rozvoja
nadorov hlavy a krku. Konzumacia ¢erveného mésa
a vyprdzanych potravin zvysuje riziko karcinomu
hornych dychacich ciest a hltana. Najviac karcino-
génnych zlucenin vznika prave pri procese smazenia

a grilovania. Dedi¢né naddorové ochorenia predstavu-
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ju 1 -5 % vsetkych zhubnych nadorov. St za nich
zodpovedné hlavne mutécie v supresorovych génoch.
Existuju vo forme autozomalne dominantnych, auto-
zomalne recesivnych a dedi¢ne konstitucionalnych
chromozomalnych anomalii (Klener, 2002). Zuvanie
betelovych orechov zvysuje riziko oralnej/orofaryn-
gealnej HNSCC 2 az 15-nésobne (Guha a kol., 2007).
Zanedbavanie starostlivosti o ustnu dutinu, vratane
nedostatocného pouzivania zubnej kefky a nedosta-
tocného pouzivania Ustnej vody stvisia s 2-nasob-
ne zvySenym rizikom HNSCC (Guha a kol., 2014;
Mazul a kol., 2017). Pacienti s chronickou infek-
ciou hepatitidou C alebo chronickou infekciou HIV
a suvisiacou imunodeficienciou maji zvysené riziko
vzniku HNSCC a mézu mat’ horSie vysledky suvi-
siace s rakovinou (D’Souza a kol., 2014; Mahale a
kol., 2016; Economides a kol., 2018). Ini pacienti s
potlacenou imunitou, najmé pacienti s transplantova-
nymi solidnymi orgdnmi, maju az 3-krat vyssi vyskyt
HNSCC (Liu a kol., 2014; Rabinovics a kol., 2014).
Napokon, rézne genetické polymorfizmy prispievaji
k vnimavosti na tento druh nddorov a pravdepodobne
interaguju s inymi rizikovymi faktormi (Vigneswaran
a kol., 2014; Vukovic a kol., 2018).

Nédory tstnej dutiny st celosvetovo jednou z naj-
Zastejsich malignit. Standardom starostlivosti je pri-
marna chirurgicka resekcia s alebo bez pooperacne;j
adjuvantnej terapie. ZlepSenie chirurgickych technik
v kombinacii s rutinnym pouzivanim poopera¢ného
ozarovania alebo chemoradiacnej terapie viedlo k
zlep3eniu prezivania. Uspesna lie¢ba je zalozena na
multidisciplinarnych lie¢ebnych stratégiach s cielom
maximalizovat’ onkologicku kontrolu a minimalizo-
vat’ vplyv terapie na formu a funkciu.

Medzi nadory hlavy a krku zarad’'ujeme nadory no-
sovej dutiny, prinosovych dutin, stnej dutiny, nazo-
faryngu, orofaryngu, hypofaryngu, Struktdry laryngu
a krku. Hoci nadory vychadzaji najma zo slizni¢nych
povrchov, postihuju tiez kozu, mikké tkaniva, svaly,
kosti tvare a krku, ako aj velké a malé slinné zl'azy.
Casto byva v réznych stupiioch postihnuté reé, pre-
hitanie a dychanie, &o st mimoriadne délezité funkcie
pre kvalitu zivota a prezitia (Adam a kol., 2004). Na-
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dory hlavy a krku zvycajne zacinaju v dlazdicovych
bunkach, ktoré lemuju sliznicné povrchy, napriklad
vo vnutri Ust, hrdle a hlasovej schranke. Tieto nadory
sa oznacuju ako skvamocelularne karcinoémy hlavy a
krku (HNSCC) (Longo, 2020). Skvamocelularne kar-
cinomy (SCC) vznikaju zo skvamodznej vystelky vlh-
kych slizni¢nych povrchov hlavy a krku, hltana, hrta-
na a paranazalnych dutin. Pochadzaju tiez z povrchu
koze, pricom najvacsi podiel kozného SCC vznika
hlavne na hlave a krku vystavenych sinku (Gurudutt
a Genden, 2011). Nadory hlavy a krku mozu zacat’ aj
v slinnych zl'azach, prinosovych dutinach alebo sva-
loch ¢i nervoch v hlave a krku, no tieto typy nadorov
st ovel'a menej Casté (Longo, 2020).

Zavaznost’ ochorenia je urcena podl'a lokalizacie,
miestneho rozsahu, stupiia postihnutia regionalnych
uzlin, podla stupna diferenciacie nadoru a taktiez
zavisi aj na celkovom stave pacienta a pritomnos-
ti metastaz. Nadory hlavy a krku patria medzi Casté
malignity s nie prili§ dobrou prognézou (Novotny,
2005).

Priznaky mézu zahtiiat’ hréku na krku alebo bolest’
v ustach, ¢i hrdle, ktora moze byt’ bolestiva, pricom
bolest’ neustupuje. Pacient moze mat’ problémy s
prehitanim, méZe sa zmenit' hlas alebo nastat’ chra-
pot hlasu. Biela alebo ¢ervena $kvrna na d’asnach,
jazyku alebo sliznici tst, nezvycajné krvacanie alebo
bolest’ v ustach, opuch ¢el'uste. TNM (tumor, nodus,
metastaza) klasifikacia je publikovana europskou
organizaciou UICC (Union for International Cancer
Control). TNM systém anatomického rozsahu hod-
noti 3 zlozky: T: rozsah primarneho nadoru N: ne-
pritomnost’ alebo pritomnost’ a rozsah metastaz v re-
gionalnych lymfatickych uzlinach M: nepritomnost’
alebo pritomnost’ vzdialenych metastaz. Pre kazda
lokalizaciu existuju dve klasifikacie. Prva je klinicka
klasifikacia oznacovana ako TNM alebo ¢cTNM, kto-
ra je dolezita pre vyber a hodnotenie liecby. Nalezy st
ziskané na podklade klinického vySetrenia, zobrazo-
vacich vysetrovacich metddach, endoskopie, biopsie
a inych potrebnych vySetreniach. Druha klasifikacia
je patologicka, oznacovana ako pTNM a je zalozena
na nalezoch ziskanych pred liecbou, doplnenych ale-



bo zmenenych d’al§imi nalezmi, ktoré boli ziskané pri
chirurgickom vykone (Krska a kol., 2014).

Diagnoéza nadorov ustnej dutiny zavisi od ziskania
vzorky tkaniva z lézie, biopsie. V idealnom pripa-
de by biopsiu mal vykonat’ oralny a maxilofacialny
chirurg, ked’Ze oSetrujci chirurg ma moznost’ ab-
solvovat’ kompletné vysetrenie hlavy a krku vratane
presnych merani, palpacie hrubky lézie a klinického
vySetrenia krénych uzlin. Vo vybranych situaciach
ma dokonca moznost’ ziskat’ urcité zobrazenie pred
deforméciou 1ézie prostrednictvom zmien po biopsii.
To plati najmé pre skoré nadory ustnej dutiny, kde
moze byt tazké uréit hibku lézie na postbioptickom
zobrazeni v dosledku edému tkaniva.

Vyber spravnej liecby je zavisly na lokalizacii na-
doru, jeho velkosti a tiez celkovom stave pacienta. V
niektorych pripadoch sa kombinuje viac lie¢ebnych
metod ako napriklad chirurgicka liecba, chemotera-
pia, radioterapia, pripadne biologicka liecba (Dobro-
vi¢ a kol., 2017). Radioterapia spolu s chemoterapiou
maju vyznamnu tlohu v liecbe nadorov hlavy a krku.
Primarna chemoterapia umoznuje zachovanie funk-
cie organu a je lieCbou volby pre nadory vznikajtice v
orofaryngu, nazofaryngu, hypofaryngu a hrtane (Le-
febyre, 2006; Kazi a kol., 2008). Pri nadoroch ustne;j
dutiny sa najlepSie dosahuju vysledky pomocou chi-
rurgickych technik spolu s adjuvantnou alebo poope-
racnou radioterapiou (Scully a kol., 2009). Radiote-
rapia patri medzi zakladné metody liecby zhubnych
nadorov. Pouziva sa na lieCbu pokrocilého ochorenia
ako doplnok k chirurgickému zakroku alebo stibezne
s chemoterapiou. Vyuziva letalny 0¢inok ionizuji-
ceho ziarenia na nadorové bunky, ktoré nemaju takl
schopnost’ regeneracie enzymatickym systémom ako
bunky zdravych tkaniv. Tato niz§ia schopnost’ rege-
neracie sa vyuziva pri frakciovanej radioterapii, kde
sa celkova davka ziarenia aplikuje v nizkych dennych
davkach po dobu 6 — 7 tyzdiov v pripade kurativnej
radioterapie (Novotny a kol., 2017). Pri liecbe ozaro-
vanim v oblasti hlavy a krku sa §tandardne pouzivaju
techniky ako trojrozmernd konformna radioterapia
(3D-CRT), radioterapia riadend obrazom (IGRT) a
radioterapia s modulovanou intenzitou (IMRT) (Her-

mans a kol., 2012). IMRT sa pouziva kvoli vyssej
ucinnosti pri predchadzani vedlajsim t¢inkom v po-
rovnani s trojrozmernou konformnou rédioterapiou.
IMRT ma tu vyhodu, Ze umoziuje presnejsie dodanie
davky do miesta nadoru, pricom sucasne zniZuje vy-
stavenie normalnych tkaniv ziareniu. Akutne nezia-
duce ucinky spojené s radioterapiou nastupuji uz v
priebehu ozarovania a trvaju priblizne 3 mesiace od
skoncenia liecby. Intenzita reakcie uzko suvisi s poc-
tom frakcii a trvanim liecby. Medzi najcastejSie ne-
ziaduce ucinky patri oralna mukozitida, xerostomia a
strata chuti. Radiaciou indukovana oralna mukoziti-
da je znacne neprijemna a je vyraznejsia u pacientov
podstupujticich chemoradioterapiu. V extrémnych
pripadoch sa mo6zu objavit' 1ézie charakterizované
vel'kymi a bolestivymi vredmi, ktoré maji vyznamny
vplyv na kvalitu zivota pacienta a mézu znacne ob-
medzovat’ ¢innosti ako je jedenie, rozpravanie alebo
prehitanie slin (Watters a kol., 2011).

Chirurgicka liecba pri nadoroch hlavy a krku je vy-
uzivana u 2/3 pacientov. Cielom je odstranenie pri-
marneho novotvaru a spadovych lymfatickych uzlin.
Radikalnym odstranenim loziska sa znacne znasobuje
percento moznosti vylieCenia, avSak musi byt’ odstra-
nené celé, spolocne s dostatocne velkym okrajovym
lemom zdravého tkaniva (Dobrovi¢ a kol., 2017). Ak
su u pacienta preukdzané regionalne metastazy, alebo
sa objavi predpoklad vyskytu subklinickych metastaz
sucasne s primarnym nadorom, odstranuje sa spadova
lymfatickéd oblast’. Rozozndvame kurativnu a palia-
tivnu chirurgicku liecbu (Becker, 2005). Chirurgicka
resekcia je preferovana pri nadoroch Ustnej dutiny v
spojeni s elektivnou krénou disekciou, po ktorej na-
sleduje adjuvantna radioterapia alebo chemorédio-
terapia (v zavislosti od posudenia vysokorizikovych
znakov).

Chemoterapia sa u nadorov hlavy a krku vyuziva
pri dvoch indikaciach. Prva je samostatna paliativna
liecba a druhd je liecba lokalne pokrocilych nadorov
v kombindcii s radioterapiou. Principom chemotera-
pie je podavanie liekov, ktoré su produktami chemic-
kej syntézy alebo derivaty latok ziskanych z rastlin
alebo plesni. Pri nadoroch hlavy a krku vyuzivame
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cisplatinu, karboplatinu, taxany — paklitaxel, doce-
taxel, 5-fluorouracil a metotrexat. Pouzivame ich sa-
mostatne alebo v kombinacii. Pri nddoroch hlavy a
krku sa chemoterapia vyuZziva iba okrajovo. Velkym
problémom je vysoka toxicita a preto byva pritom-
nost’ inych ochoreni ako je vysoky vek, podvyziva
alebo porucha srdca castou prekazkou pre podanie
cytostatik. Pred zahajenim chemoterapie musi byt
preto zhodnoteny celkovy stav pacienta, rozsah a
lokalizacia nadoru, predchadzajica lieCba a mozna
toxicita. Cytostatickd liecba sa moze aplikovat’ vo
viacerych sposoboch podania. Najmenej zat'azujuce a
neinvazivne je peroralne podanie. Dalsim spdsobom
je podanie cytostatika intraven6zne za pomoci infuzie
alebo injekcie. V ojedinelych pripadoch je mozna aj
intraarterialna alebo intrakavitalna aplikécia. Konko-
mitantna chemoradioterapia je kombinacia jednotli-
vych spdsobov liecby nddorovych ochoreni. Spojenie
cytostatik spolu s radioterapiou sa povazuje za u¢inna
lie¢bu aj napriek niektorym negativam (Slampa a Pe-
tera, 2007). Konkomitantnd chemoradioterapia bola
povodne vyvinuta ako Standardny postup pre lokalne
pokrocilé inoperabilné naddory a dnes sa stdva vel'mi
ucinnou alternativou chirurgickej liecby. Pri aplikécii
chemoradioterapie dochadza medzi Ziarenim a cy-
tostatikom k interakciam, ktoré zvysuju ich ucinok
na nadorové tkanivo. Na druhej strane moze viest’ k
véacsiemu poskodeniu zdravych tkaniv v porovnani s
aplikovanim len jedného terapeutického postupu. U
lokalne pokrocilych nadorov hlavy a krku je konko-
mitantnd chemoradioterapia efektivnejsia ako samo-
statna aplikécia jednotlivych metéd. Pri kombinova-
nej lieCbe sa spolu s ozarovanim najcastejSie pouziva
cisplatina samostatne, alebo v kombinacii s 5-fluo-
rouracilom. Podobny efekt vykazuje aj jeho analog
karboplatina (Slampa a Smilek, 2016). U lokalne
pokrocilych nadorov hlavy a krku pred chirurgickou
liecbou sa aplikuje indukéna chemoterapia. Aby sa
dosiahol oc¢akévany efekt, spravidla sa aplikuju 3 — 4
cykly chemoterapie. Vyhodou indukénej chemotera-
pie je zmenSenie rozsahu primarneho nadoru, pripad-
na eradikacia mikroskopicky vzdialenych metastéaz.
Pri liecbe nadorov hlavy a krku nie je indikacia in-
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dukénej chemoterapie jednoznacna. Moze sa pouzit
pri rozsiahlych nadoroch hypofaryngu, orofaryngu
a laryngu s bilaterdlnymi uzlinami. NajcastejSie je
podéavana cisplatina alebo taxany (Pointreau a kol.,
2009; Cohen a kol., 2014; Slampa a Smilek, 2016).
Paliativna chemoterapia sa pouziva pri pacientoch s
lokalnou recidivou, pri progresivnych ochoreniach
a pri pacientoch s metastdzovymi postihnutiami, pri
ktorych nie je mozna chirurgicka lie¢ba alebo radio-
terapia. Pri nadoroch hlavy a krku je prinos paliativ-
nej chemoterapie minimalny. Vynimku tvoria nedife-
rencované karcinomy, prevazne nadory nazofaryngu
(Adam a kol., 2003; Adam a kol. 2004). Paliativna
liecba je indikovana s cielom spomalit’ nadorovy
proces a zmenSit symptomy, ktoré nador spdsobu-
je. Standardnym rezimom cytostatickej lie¢by bolo
podavanie metotrexatu v tyzdiovom intervale, av-
Sak neskor boli publikované vysledky stadie, ktoré
preukazali vyssiu efektivitu kombindacie cisplatiny a
5-fluorouracilu. Taktiez vyssiu u¢innost’ zaznamenali
pri podani chemoterapie spolu s cetuximabom (Ver-
morken a kol., 2007). Neziaduce ucinky chemotera-
peutickych latok vznikaju z dovodu rychlo sa delia-
cich buniek organizmu, ktoré st napadané spolocne
s patologickymi bunkami. Chemoterapia sa podava
v cykloch, ktoré maju priaznivy efekt na regeneraciu
organizmu a Ustup neziaducich tc¢inkov. Prejavy ne-
gativneho ucinku tiez zavisia od druhu cytostatika a
jeho davky. Cytostatika napadaji aj zdravé bunky, a
to bunky produkujuce krv, vlaskové bunky a bunky
sliznic v oblasti ust, hrdla a v traviacom trakte. Me-
dzi kratkodobé ucinky patri vypadavanie vlasov, ané-
mia, nevol'nost’, vracanie, hnacka a infekcie v tstach.
Tymto neziaducim uc¢inkom sa da predchadzat’ alebo
zmiernit’ ich priznaky.

Metotrexat posobi ako antifolatovy antimetabolit.
Je absorbovany do bunky nosi¢mi nazyvanymi I'ud-
sky redukovany folatovy nosic a tvori metotrexat-po-
lyglutamat. Metotrexat aj metotrexat-polyglutamat
inhibuju enzym dihydrofolatreduktazu, ktora kata-
lyzuje premenu dihydrofolatu na tetrahydrofolat, co
je aktivna forma kyseliny listovej. Tetrahydrofolat je
nevyhnutny pre syntézu nukleotidov DNA aj RNA.



Metotrexat-polyglutamat d’alej inhibuje dihydrofolat-
-reduktazu a tymidylat-syntdzu, ¢im inhibuje synté-
zu DNA. Tento mechanizmus sa vyuziva pri lieCbe
nadorov pre svoj cytotoxicky ucinok (Singh a kol.,
2019). NajcastejSimi neziaducimi U¢inkami st gas-
trointestinalne prejavy ako nevolnost, vracanie, vre-
dy na slizniciach, strata chuti do jedla. Tieto su zazna-
menané u vacSiny pacientov a su 'ahko zvladnutel'né
(Chande a kol., 2014). Hlavnym neziaducim uc¢inkom
metotrexatu je hepatotoxicita. Tieto vedl'ajsie ti€inky
su podobné nedostatku foldtu a mozno im predist’ do-
plnenim metotrexatu o kyselinu listovi (Bannwarth a
kol., 1994).

Cisplatina posobi prostrednictvom cytotoxicity
nespecifickej pre bunkovy cyklus, ktora sa dosahuje
kovalentnou vézbou platiny na purinové bazy guanin
a adenin. Tato kovalentna vézba vedie k vnutrovlak-
novym a medzivldknovym krizovym védzbam, ktoré
spdsobuju nasledné zlomy vlakna. Zatial’ ¢o s v hre
mechanizmy opravy DNA, bunky casto podliehaju
apoptickej alebo neapoptickej bunkovej smrti v do-
sledku poskodenej zvyskovej DNA, RNA a protei-
nov (Casini a kol., 2018). Chemoterapia cisplatinou
je obzvlast’ ucinna pri zacieleni na rychlo sa deliace
bunky, ¢o je vyznamné pri rychlo rasticich malig-
nych nadoroch (Aggarwal a kol., 1993). Medzi ne-
ziaduce ucinky, ktoré sa mozu vyvinuit’, najcastejsie
patria gastrointestinalne symptomy. Viac ako 90 %
pacientov pocituje nevolnost’ a vracanie; proti tym-
to symptémom sa podavaju antiemetika. V menSom
pocte pripadov sa vyskytuju celkové symptomy ako
horticka, hyposténia, zmeneny cyklus spanok-bdenie,
myelosupresia a zmeny v peceni, kozi a dychacom
aparate. Medzi negativne vedlajSie ucinky s viac
alebo menej zavaznym postihnutim tkaniv patri ne-
urotoxicita, nefrotoxicita a ototoxicita (Astolfi a kol.,
2013).

5-Fluorouracil (5-FU) vstupuje do buniek a pre-
miena sa na fluorodeoxyuridinmonofostat (FAUMP).
FAUMP tvori komplexy s enzymom tymidylatsynta-
zou (TS), ¢im inhibuje produkciu zluceniny deoxyty-
midinmonofosfatu ({TMP). dTMP je nevyhnutny pre
replikaciu a opravu DNA a vycerpanie tejto zIuceniny

vedie k nerovnovahe intracelularnych nukleotidov, ¢o
vedie k dvojvldknovym zlomom v DNA enzymoch
endonukledzy (Zhang a kol., 2008). Neziaduce ucin-
ky: 5-FU ma pri systémovom pouziti vel'a neziadu-
cich ucinkov. NajcastejSim neziaducim ucinkom hla-
senym u pacientov, ktori dostavali systémovu liecbu
5-FU, bola hnacka. Medzi d’alSie casté neZiaduce
iginky patri vracanie, nevolnost’ a dehydratacia. Dal-
Sie vedlajsie ucinky, ktoré si vyzaduju sledovanie u
pacientov, ktori dostavaju systémovi chemoterapiu
5-FU, zahtiaji neutropéniu, pyrexiu, pl'icnu embo-
liu, trombocytopéniu a leukopéniu.

Biologicka alebo cielena liecba je terapia latkami
cielenymi proti Struktiram pre nadorové tkanivo.
Pouziva sa ako doplnok k malo Specifickej chemo-
terapii na liecbu recidivujucich a metastatickych na-
dorov (Klener, 2014). Principom biologickej liecby
je blokdda prenosu informacii. Za¢ina naviazanim
ligandu na extracelularnu Cast’ receptoru a dochadza
k vytvoreniu signalu, ktory sa prenasa do intracelu-
larnej Casti receptoru. Dochadza k aktivécii tyrozin-
kinazy a spusti sa kaskada prenosu informacii, ktora
vedie k bunkovej proliferacii, angiogenéze, diferen-
cidcii, apoptdze, chemorezistencii a metastazovaniu.
NajvyznamnejSou monoklonalnou protilatkou liecby
nadoru hlavy a krku je cetuximab. ZvySuje protina-
dorovy ucinok sucasne podavanych cytostatik a Zia-
renia (Fusek, 2010). Spinocelulérne karcindmy hlavy
a krku potrebuji pre svoj rast epidermalny rastovy
faktor (EGF) a su charakteristické vysokou expresiou
jeho receptoru (EGFR). Cetuximab $pecificky bloku-
je EGFR a brani tak nadorovej proliferacii (Slampa a
Smilek, 2016).

Cetuximab je monoklondlna protilatka, ktora sa
Specificky viaze na EGFR na normalnych aj nadoro-
vych bunkach, aby kompetitivne inhibovala vizbu
epidermalneho rastového faktora (EGF) a inych li-
gandov, ktoré st produkované normalnymi a nadoro-
vymi tkanivovymi epitelialnymi bunkami (Snyder a
kol., 2005). Po naviazani na doménu I1I EGFR (¢o je
viazbové miesto pre jeho ligandy rastového faktora)
cetuximab zabranuje receptoru prijat’ rozsirenti kon-

formaciu, ¢im inhibuje aktivaciu EGFR, ako aj fos-
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forylaciu a aktivaciu kindz spojenych s receptorom.
Inhibicia signalnej drahy EGFR v kone¢nom dosled-
ku vedie k inhibicii progresie bunkového cyklu, drah
prezitia buniek a motility, ako aj invazii nadorovych
buniek. Cetuximab tiez indukuje apoptézu buniek a
znizuje produkciu matricovej metaloproteinazy a vas-
kuladrneho endotelového rastového faktora (VEGF).
In vitro sa ukazalo, Ze cetuximab inhibuje nadorovt
angiogenézu. Viézba cetuximabu na EGFR tiez ve-
die k internalizacii komplexu protilatka-receptor, ¢o
vedie k celkovej regulacii expresie EGFR. K-Ras je
maly G-protein od EGFR, ktory hra dolezita tlohu
pri podpore signalnej kaskady EGFR: v niektorych
malignych bunkdch moéze K-Ras ziskat' aktivacné
mutacie v exone 2, a tak byt nepretrzite aktivny bez
ohl'adu na regulaciu EGFR. Ked’Ze mutantné protei-
ny mézu izolovat’ drahu od ucinku EGFR, mutacie
K-Ras moézu sposobit’, ze inhibitory EGFR, ako je
cetuximab, nebudu U¢inné pri uplatiiovani protina-
dorovych ucinkov. Pouzitie cetuximabu pri nddoroch
dvojakého typu K-Ras s expresiou EGFR je teda ob-
medzené (Vincenzi a kol., 2010). Pocas liecby mono-
klondlnymi protilatkami sa moézu vyskytnat’ infuzne
reakcie, ktoré st charakterizované rychlym nastupom
anafylaktickej reakcie (obstrukcia dychacich ciest,
zihl'avka, hypotenzia a/alebo zastava srdca) a vyzadu-
ju okamzité prerusenie infuzie cetuximabu. Dal$im,
relativne ¢astym neziaducim ucinkom je hypomag-
nézia. Pretoze sa sérovy horcik ¢asto nemeria, tento
vedl'ajsi ucinok moze byt asto vynechany a prejavi
sa az potom, Co sa stane zavaznym. Klinické preja-
vy hypomagnézie sa mézu vyskytnut’ postupne alebo
nahle a zahfiiaji srdcové arytmie, zachvaty a iné ab-
normality elektrolytov, napr. hypokaliémiu (Gurdal a

kol., 2019).
MATERIAL A METODY

V tejto stadii sme sa venovali moznostiam tera-
pie pri nddorovom ochoreni hlavy a krku. MUDr.
Vladimir Malec, PhD., ktory je Specialista v odbore
klinicka onkoldgia, ndm poskytol depersonalizované

vypisy zo zdravotnej dokumentacie pacientov. Na ich
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podklade sme spracovali 4 kazuistiky. V kazuistikach
sme sa zamerali na terapiu pacientov s nadorovym
ochorenim v oblasti hltana a na zdklade odbornej lite-
ratury sme vyhodnocovali vysledky tychto pacientov.
Pomocou odbornej literatiry v databdzach PubMed,
Solen, ScienceDirect a Scopus sme vyhodnocovali
vysledky terapie pacientov.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Kazuistika 1: Pacientka s karcinémom pravej ton-
zily lieCena radiacnou terapiou spolu s cetuxima-
bom

Pacient: 60-ro¢na zena

Osobnd anamnéza: ucitel’ka na zakladnej Skole, ne-
faj¢i, alkohol pije prileZitostne. Ziadne vyznamné
ochorenie v minulosti nemala.

Rodinnd anamnéza: matka mala rakovinu pazeraka,
otec rakovinu pecene

Subjektivne tazkosti: zdurenie na pravej strane krku
pretrvavajuce asi dva mesiace

Wysetrenia:

* histologia: histologické vySetrenie potvrdilo v

pravej tonzile diferencovany skvamocelularny
karciném s pozitivnymi resekénymi okrajmi. Da-
lej histologia preukazala metastdzu v jednej z
dvoch extirpovanych lymfatickych uzlin.

» Klinické vySetrenie: v oblasti pravej podnebnej
mandle bola zistena povrchova infiltracia, ktora
siaha aj na mikké podnebie a predny podnebny
obluk.

* RTG hrudnika: negativne

» USG pecene: negativne

« Pred rédioterapiou bola vykonand perakdtna
endoskopicka gastrostémia

Diagnéza: karcindm pravej tonzily T3 N2a M0
Liecba:

» Radioterapia: 54 Gy pre oblast’ subklinického
postihnutia a 70 Gy pre primarny nador a postih-
nuté lymfatické oblasti v 35 frakciach pocas 7

tyzdiov



* Biologicka liecba: cetuximab, v tivodnej davke
400 mg/m? a nasledne 250 mg/m? pocas 7 tyz-
diov

Epikriza: pacientka prijata na ORL kvdli zdureniu na
pravej strane krku. Histologické vySetrenie ukazalo v
pravej tonzile diferencovany skvamocelularny karci-
nom s resekénymi okrajmi, a taktiez metastazu lym-
fatickych uzlin. Na zaklade vsetkych vySetreni bol
pacientke diagnostikovany karcindm orofaryngu T3
N2a MO. Ordinovana bola liecba radioterapiou spolu
s cetuximabom, ktoru pacientka absolvovala ambu-
lantne.

Zaver: pacientke bol diagnostikovany karcindm oro-
faryngu lieceny konformnou radioterapiou spolu s
konkomitantnou biologickou lie¢bou cetuximabom
pocas siedmych tyzdnov. V priebehu liecby sa u nej
objavilo niekol'ko vedlajsich u¢inkov ako mukozitida
v oblasti orofaryngu, mierne nevolnosti s ubytkom
hmotnosti 6 kg, dysfagia tuhej potravy a erytémova
dermatitida na tvari a krku. Po ukonceni liecby boli
vykonané kontrolné vySetrenia, kde bol lokdlny na-
lez orofaryngu negativny a lymfadenopatia vymizla.
Gastrostomicky katéter bol odstraneny 4 mesiace po
ukonceni liecby. U pacientky sa vyskytli poradiacné
komplikacie, ako znizeny objem slin a zhorSen¢ hlta-
nie. 3 roky po liecbe karcinomu orofaryngu bol nélez
v oblasti hlavy a krku negativny bez inych neskorych
nasledkov liecby.

Diskusia: pacientkou z kazuistiky 1 bola 60-ro¢na
pani, ktora pre zdurenie v pravej Casti krku navstivila
Specialistu otorinolaryngoldga. Po vsetkych vySetre-
niach jej bola stanovend diagnoza karcindm orofa-
ryngu podla TNM Kklasifikacie ako T3 N2a MO. T3
znamena, ze nador je vac¢si ako 4 cm, N2a znamena,
7e unilateralna metastdza v jednej lymfatickej uzline
ma velkost’ od 3 do 6 cm a M0 znamena, Ze sa u
pacientky nenachadzaji vzdialené metastazy. Pocas
7 tyzdnov bola lieCena radioterapiou spolu cetuxima-
bom v Gvodnej davke 400 mg/m? a nasledne 250 mg/
m?2. Cetuximab je monoklonalna protilatka inhibujlca
receptor pre epidermalny rastovy faktor, ktory zvysu-
je cytotoxické ucinky ziarenia pri skvamocelularnom

karcinome. Metaanalyza potvrdila, Ze cetuximab plus

radioterapia je lepSia ako samotna radioterapia v pre-
diZeni trvania kontroly lokoregionalneho ochorenia a
prezitia pri pokroc¢ilom karcinéme hlavy a krku (Her-
ve a kol., 2017). Trojrozmerna konformna radiotera-
pia sa vykonala s cielom prisposobit’ tvar oZzarované-
ho objemu nepravidelnému tvaru nadorového lozis-
ka. Tato technika umoznuje oziarit’ cielovy objem s
mensim zat'azenim okolitych zdravych tkaniv (Slam-
pa a kol., 2007). Pred podanim radioterapie bola vy-
konana perakutna endoskopicka gastrostomia (PEG),
ktorej cielom bolo zabezpecit dostatoéntl vyzivu aj
pri vzniku radia¢nej mukozitidy. T4 sa nakoniec ob-
javila ako akttna odpoved’ na liecbu, ktora postihuje
vacsinu pacientov s radioterapiou. Dokonca cielena
terapia cetuximabom zosilfiuje mukozitidu a moze
sposobit’ dermatitidu. S primarnou mukozitidou je
spojena aj bolest’, ¢o viedlo k strate hmotnosti a po-

uzitia gastrostomickej trubice (Herve a kol., 2017).

Kazuistika 2: Pacient s karcinomom hypofaryngu
lie¢eny radiacnou terapiou spolu s cetuximabom
Pacient: 58-ro¢ny muz
Osobna anamnéza: fajciar, fajci 10 cigariet za den,
alkohol pije kazdy den jeden pohdr vina. Lieceny na
arterialnu hypertenziu, hyperlipoproteinémiu, pece-
flovu steatdzu a chronickll pankreatitidu.
Rodinnd anamnéza: nevyznamna
Subjektivne tazkosti: pocit cudzieho telesa v krku a
Skrabanie v hrdle
VysSetrenia:
* histologia: menej diferencovany skvamocelular-
ny rohovujdci karciném
Ultrasonografia: rozsiahla infiltrdcia na krku
4 cm paramedialne

* CT: pod celustnou slinnou zl'azou patologicka

infiltracia s neostrym ohranic¢enim
» USG pecene: steatdza pecene, chronicka pankre-
atitida
* RTG hrudnika: negativne
» Klinické vySetrenie: v lavej Casti hypofaryngu
bola zistena rozsiahla nadorova infiltracia
Diagndza: karcindm hypofaryngu T3 N2b MO
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Liecba:
* IMRT radioterapia s konkomitantnou biologic-
kou liecbou cetuximabom
» Radioterapia: 66 Gy pre oblast’ tumoru hypofa-
ryngu a postihnutych uzlin vlavo
* Biologicka liecba: cetuximab v 1 nasycovacej
davke 600 mg/m? a nasledne spolu s radiotera-
piou 400 mg/m?
Epikriza: pacient prijaty na ORL kvoli pocitu cudzie-
ho telesa v krku a skrabanim v hrdle. Histologické vy-
Setrenie preukazalo diferencovany skvamocelularny
rohovujuci karcinom. Na zéaklade vSetkych vySetreni
bol pacientovi diagnostikovany karcindm hypofaryn-
gu T3 N2b M0. Ordinovana bola liecba kombinova-
nou radioterapiou spolu s cetuximabom, ktoru pacient
absolvoval hospitalizovany na onkologickom oddele-
ni v Roosveltovej nemocnici v Banskej Bystrici.
Zaver: pacientovi bol diagnostikovany karcindbm hy-
pofaryngu lieCeny kombinovanou IMRT radiotera-
piou spolu s biologickou liecbou cetuximabom. Prvé
3 tyZdne reagoval na lieCbu bez problémov, potom sa
rozvinuli zadvazné komplikacie. Radioterapia musela
byt prerusena z dovodu rozvoja tazkej koznej a sliz-
ni¢nej toxicity a infekénych komplikacii. Rozsiahla
dermatitida krku bola lieCend antibiotikom cefalexin
a pacient trpel tiez bolestivou mukozitidou, ktora bola
liecena opiatmi. Po dolie¢eni pokracoval v radiotera-
pii, ale uz bez cetuximabu. Bol pozorovany tbytok
na véhe 10 kg, preto mu bola podana ciastocna pa-
renteralna vyziva. Pri prepusteni pacienta bola koza
krku zahojena, sliznice v ustnej dutine bez patologic-
kych povlakov a pacient toleroval kaSovitu stravu. Pri
kontrole po 2 mesiacoch bolo prevedené vySetrenie
PET/CT s negativnym nalezom. Tiez bolo vykonané
RTG pltc s negativinym vysledkom. Z poradiacnych
komplikacii sa vyskytol znizeny objem slin a boli mu
odportacané umelé sliny. Posledna kontrola bola po 5
rokoch s negativnym vysledkom.
Diskusia: pacientom z kazuistiky 2 bol 58-ro¢ny muz,
ktory pre pocit cudzieho telesa v krku a Skrabaniu na-
vstivil otorinolaryngoldga. Absolvoval CT, USG vy-
Setrenie a bola mu odobrata vzorka na histologiu. Na
zaklade tychto vySetreni mu bola stanovena diagnoza
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karcinom hypofaryngu, podl'a TNM klasifikacie ako
T3 N2b MO. T3 znamena, Ze nador je vacsi ako 4 cm,
N2b znamen4, ze unilateralne metastazy sa nachadza-
juvo viacerych lymfatickych uzlinach, priCom ziadna
nie je vicsia ako 6 cm a M0 znamena, Ze sa u pacienta
nenachéddzaju vzdialené metastazy. Z anamnézy moz-
no vidiet' viacero rizikovych faktorov, ktoré mézu
sposobit’ nddor v oblasti hlavy a krku. Fajcenie a pitie
alkoholu patri medzi najrizikovejsie faktory pre vznik
karcinomu (Klener, 2002). Chirurgicka liecba v tom-
to pripade nebola moznd, ked’ze nddor ma viac ako 4
cm. V tychto pripadoch sa rozhoduje medzi radiotera-
piou, chemoterapiou a biologickou terapiou. Vzhla-
dom k pridruzenym chorobam pacienta sa predpokla-
dalo, ze radioterapia s cetuximabom bude ta spravna
volba. Prvé tri tyzdne bol lieCeny radiacnou terapiou
spolu s cetuximabom, ktora musela byt prerusena
kvoli tazkym neziaducim ucinkom. IMRT sa stala
beznou technikou pre pacientov s karcindbmom hla-
vy a krku vd’aka svojej schopnosti selektivne zacielit
primarne miesto a rizikové oblasti lymfatickych uz-
lin, zniZzenim davky do zdravych susednych tkaniv,
¢im sa zlepsi pokrytie ciel'ového objemu s lokoregi-
onalnou kontrolou. Casto sa pouziva na oblast’ hy-
pofaryngu, pricom sa vyhyba délezitym Struktiram
ako je mozog, zrak a priusna slinnd zl'aza (Kwong a
kol., 2004). V metaanalyze Lambercht a kol. (2013)
bolo hlasené vyznamne menej xerostomie suvisia-
cej s IMRT v porovnani s 3D CRT po 6 mesiacoch
liecby. Okrem toho Rathod a kol. (2013) zistili, Ze
vyrazne nizsiu suchost’ v Ustach, otvaranie ust, lep-
kavé sliny, prehitanie maji pacienti prave pri IMRT.
Rozsiahla dermatitida a mukozitida bola vysledkom
neziaducich uc¢inkov radioterapie a cetuximabu ako
bolo potvrdené v metaanalyze (Herve a kol., 2017).
Z tohto dovodu musela byt liecba preruSena, pacient
sa prelieCil betalaktimovym antibiotikom cefalexin,
ktory je ucinny pri infekciach koze a méakkych tkaniv.
S bolestivou mukozitidou bolo pravdepodobne spoje-
né aj problémové prijimanie potravy, pacient schudol
10 kg, a preto mu bola podana Ciasto¢na parenteralna
vyziva. Po ukonceni liecCby mu bolo vykonané este
kontrolné vysetrenie PET/CT s negativnym vysled-



kom a po 5 rokoch bol pacient bez zndmok recidivy.

Kazuistika 3: Pacient s karcinomom jazyka lie-
¢eny chirurgickou liecbou doplnenou radia¢nou
lie¢bou a cisplatinou

Pacient: 53-ro¢ny muz

Osobna anamnéza: fajciar, fajci 8 cigariet za den, al-
kohol pije kazdy den, dva pohare piva

Rodinnéd anamnéza: onkologicky nevyznamna

Subjektivne tazkosti: pocit cudzieho telesa v krku,

zdurené mandle
Vysetrenia:
« histoldgia: rohovatejuci epidermoidny karcindm
korena jazyka, vlavo infiltrujuci v rozsahu 30
mm a zasahujuci do spodiny a jedného lateralne-
ho okraja nadoru
* CT: v zadnej tretine jazyka vl'avo na hrane tumo-
rézna infiltracia do 2 cm
* RTG hrudnika: negativne
Diagnoza: karcindm jazyka T2 NO MO
Liecba:

* resekcia tumoru jazyka

« adjuvantna radioterapia
Epikriza: pacient prijaty na ORL kvoli pocitu cudzie-
ho telesa v krku a zdurenym mandliam. Histologické
vySetrenie preukdzalo rohovujuci epidermoidny kar-
cindm korefia jazyka. Daliie vySetrenia objavili na
hrtane tumoro6znu infiltraciu do 2 cm. V tomto pripa-
de bol diagnostikovany karcinom jazyka T2 NO MO.
Vykonana bola resekcia jazyka a po Styroch tyzdiioch
nasledovala adjuvantna radioterapia IMRT Ziarenim s
35 oziarmi, prvé dva tyzdne prebiehala spolu s che-
moterapiou cisplatinou.
Zaver: pacientovi bol diagnostikovany karcindm ja-
zyka a bola vykonana resekcia jazyka, po Styroch tyz-
diioch nasledovala adjuvantnd radioterapia Ziarenim
IMRT a chemoterapia cisplatinou. Dva mesiace po
liecbe bolo vykonané PET/CT, kde bol stav po resek-
cii jazyka bez znakov lokalnej recidivy, bez vzdiale-
nej diseminacie. VysSetrenie tstnej dutiny ukazalo, ze
sliznica je pokojna, jazyk menej pohyblivy, po resek-
cii zjazveny. Pacient sa citil dobre, mdze jest’ vSetko
okrem Stipl'avého a tiez udava sucho v ustach. Bolo

mu odporucané zvlhcenie umelymi slinami a navste-
va klinického logopéda, kvoli problémom s recou.
Kontrola na ORL kazdy rok, po piatich rokoch nega-
tivny vysledok a ukoncenie liecby.

Diskusia: pacientom z kazuistiky 3 bol 53-ro¢ny
muz, ktory navstivil otorinolaryngoléga z dovodu po-
citu cudzieho telesa v krku a zdurenych mandli. Na
CT vySetreni bola viditelnd tumorézna infiltracia v
zadnej tretine jazyka. Histologické vySetrenie potvr-
dilo epidermoidny karcindm korena jazyka, podla
TNM klasifikovany wako T2 NO M0. T2 znamena, ze
nador ma rozmer od 2 do 4 cm, NO a M0 znamenaju,
ze regionalne miestne aj vzdialené uzliny su bez me-
tastaz. Pri v€asnych nadoroch jazyka ako v tomto pri-
pade sa zvykne pouzivat’ ako najvhodnejsia metdda
chirurgicka liecba. Avsak, pri tomto pacientovi bola
okrem tumoru jazyka zistena aj tumorézna infiltracia,
preto bola zvolen4 kombindcia chirurgického odstra-
nenia tumoru s ndslednou adjuvantnou radioterapiou a
chemoterapiou po Styroch tyzdnoch. Poopera¢né oza-
rovanie zlepsuje vysledok skvamocelularneho karci-
nému vznikajuceho v hlave a krku. Jednou stratégiou
na zlepSenie vysledku je zosilnenie uc¢inkov poope-
racnej radioterapie pouzivanim subeznej chemotera-
pie po kompletnej resekcii. Nerandomizovana Stidia
naznacila, Ze tento pristup méze znizit’ riziko lokalnej
a regionalnej recidivy u vysokorizikovych pacientov
(Cooper a kol., 2012). Pri pooperacnej adjuvantnej
konkomitantnej chemoterapii s radioterapiou byva
Casta toxicita, ¢o sa prejavuje mukozitidou (Bernier a
kol., 2006). Rovnako to bolo aj u tohto pacienta. Std-
dia tiez preukazala, Ze konkomitantnd chemoterapia a
radioterapia je efektivnejSia ako radioterapia samot-
na, ¢o sa tyka lokalnej kontroly a prezivania neza-
visle od frakciona¢ného rezimu radioterapie (Budach,
2007). Rozsah resekcie a aj sprievodné komplikécie
onkologickej liecby maju za nasledok vznik defici-
tu na Grovni re¢i a prehitania. Tie mozu negativne
ovplyvilovat’ kvalitu zivota pacienta. Pacient podstu-
pil rehabilitacie i klinického logopéda, ktori zohrava-
ju dolezitt ulohu pri poruchach s recou po resekcii
jazyka. Pacient rehabilitacie uspesne zvladol a po pia-
tich rokoch nepreukazuje znamky recidivy.
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Kazuistika 4: Pacient so zhubnym nadorom pod-
nebného oblika lieceny radikalnou radioterapiou
spolu s konkomitantnou chemoterapiou cisplati-
nou a S-fluorouracilom

Pacient: 52-ro¢ny muz

Osobna anamnéza: fajéi asi 5 cigariet denne, alkohol
konzumuje pravidelne

Rodinnd anamnéza: otec zomrel na karcinom paze-
raka

Subjektivne tazkosti: bolesti v krku. Pacient ma po-
cit, akoby mal v krku zmolky, vykasliava hlieny. Taz-

Sie sa mu dycha nosom, zvykne byt unaveny.
WysSetrenia:

* histologia: stredne diferencovany nerohovateja-
ci epidermoidny karcinom v excizii z kranialnej
Casti arcus palatoglossus

* USG: zvidcsené lymfatické a submandibularne
uzliny na krku pred kyva¢om

* CT krku: negativne

* CT hrudnika: negativne

Diagnoéza: karcinom orofaryngu — podnebného obli-
ka T2 N2 MO
Liecba:

» konkomitantne radioterapia a cisplatina + 5-fluo-
rouracil

« radikalna radioterapia konformnou technikou

Epikriza: pacient prijaty na ORL kvdli bolestiam v
krku, ma pocit, akoby mal v krku zmolky a vykasliava
hlieny. Histologické vySetrenie potvrdilo nerohovate-
juci epidermoidny karcindm predného podnebného
obluka. Na zaklade vySetreni bola stanovena diagno-
za karcinom podnebného obluka s rozsahom T2 N2
MO. Lieceny bol v uvodnej davke konkomitantnou
radioterapiou s cisplatinou a 5-fluorouracilom a d’alej
nasledovala radikélna radioterapia.

Zaver: pacientovi bol diagnostikovany karciném
podnebného obluka. V tvode liecby bola zahajena
terapia konkomitantnou radioterapiou s cisplatinou
a S-fluorouracilom. Pacient tuto liecbu zvladol dobre
bez nevolnosti, citil sa unaveny a mal suché¢ sliznice.
Dalej nasledovala radikalna radioterapia konformnou
technikou v CTD 70 Gy. Z vedlajsich ucinkov sa u
neho vyskytli vyrazné hlieny, ktoré ho budili v noci.
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Tazko sa mu dychalo nosom, vyrazne sa mu zniZil
prijem jedla, ¢o malo za nasledok ubytok vahy o 8 kg.
Bol mu odporuceny sprej do nosa vincentka, ktory
zvlhcuje a Cisti nosovu sliznicu. Na lici sa mu obja-
vila aftézna eflorescencia a oblast’ miakkého podnebia
orofaryngu bola opuchnuta. Na tieto problémy bolo
predpisané antibiotikum ciprofloxacin a antimykoti-
kum flukonazol. Po dvoch tyzdnoch bolo preukazané
zlepSenie a tiez dokazal lepsie jest’. Po troch cykloch
radikalnej radioterapie na lokoregionadlnu oblast’ v
CTD 70 Gy s uvodom konkomitantnej chemoradio-
terapie bola lieCba ukonéena. Pri kontrole po Styroch
tyzdiioch sa pacientovi zlepsilo prehitanie. Pocas pia-
tich rokov chodil pravidelne na kontroly s negativny-
mi vysledkami.

Diskusia: pacient z kazuistiky 4 je 52-ro¢ny muz,
ktory bol prijaty na ORL kvoli bolestiam v krku, méa
pocit, akoby mal v krku zmolky, vykasliava hlieny,
tazSie sa mu dycha a zvykne byt unaveny. Vset-
ky tieto priznaky st typické pre karcindm v oblasti
ustnej dutiny. Z anamnézy sme zistili, Ze za vznik
karcindému v oblasti ustnej dutiny moézu mat’ vplyv
rizikové faktory, a to vyskyt karcinomu v rodine, faj-
¢enie a konzumovanie alkoholu. Z vysetreni sa zistila
diagndza karcinom podnebného obluka podl'a TNM
klasifikacie ako T2 N2 MO. Z toho vyplyva, Ze nador
je vacsi ako 2 cm, ale mensi ako 4 cm. Nerastie do
blizkych tkaniv (T2). Nerozsiril sa do blizkych lym-
fatickych uzlin (NO) ani do vzdialenych miest (MO).
Pri tomto type nadoru, kde velkost nie je prilis vel'ka,
je moznost’ chirurgickej alebo kombinovanej liecby.
V tomto pripade bola v uvode lieCby zahajena terapia
konkomitantnou radioterapiou s cisplatinou a 5-fluo-
rouracilom, ktoru pacient zvladol bez zavaznych ne-
ziaducich G¢inkov. Citil sa unaveny, ¢o je pri liecbe
bezné. Liec¢ba konformnou radioterapiou je sti¢astou
Standardnych odporucani pre planovanie radikalnej
radioterapie pre karcinomy hlavy a krku. V priebehu
liecby sa u neho vyskytlo dalsich niekol'ko neprijem-
nych neziaducich uc¢inkov, ktoré museli byt liecené
farmakologickou liecbou. Boli mu nasadené antibio-
tika s ucinnou latkou ciprofloxacin a antimykotika s

ucinnou latkou flukonazol. Po lie¢be sa mu zmiernil



opuch, aftdzna eflorescencia a dokazal lepsSie konzu-
movat’ potravu, co moézeme povazovat za UspesSnu
liecbu. Aj napriek viacerym neprijemnym neziadu-
cim ucinkom lie¢bu dokon¢il a recidiva nenastala ani

5 rokov od ukoncenia lieCby.
ZAVER

Z vysledkov vyplyva, ze neexistuje jeden optimal-
ny spdsob liecby zhubnych nadorov hlavy a krku. S
dobrou prognézou sa ukazuji niektoré nechirurgické
liecebné metddy pozostavajiice z kombinacie radio-
terapie, chemoterapie a biologickej lieCby. V predkla-
danej praci st opisané 4 kazuistiky karcindmu hlta-
na, lokalizovaného na inom mieste a s inou terapiou
liecby. Vyber liecby pre pacienta zavisel od viacerych
faktorov, ako je zdravotny stav pacienta, vel'kost’ na-
doru, typ nadoru a lokalizacia.
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ABSTRAKT

Jadrovy faktor kappa B (NF-kB) je transkripc-
ny faktor, ktory indukuje expresiu réznych pro-
zapalovych génov. NF-kB ma vyznamnu ulohu aj
pri regulécii aktivacie a diferenciicie vrodenych
imunitnych buniek a zapalovych T lymfocytov.
V dosledku toho deregulovana aktivacia NF-kB
prispieva k vzniku patogénnych procesov roz-
nych zapalovych ochoreni. Tento transkripény
faktor sa preto stal hlavhym ciel’om pri vyvoji
novych liekov a skimané boli aj viaceré skupiny
prirodnych zli¢enin z hPadiska ich potencidlnych
inhibi¢nych uéinkov na NF-kB. Ciel'om tohto pre-
hPadového ¢lanku je popisat’ dve cesty aktivacie
transkripcného faktora NF-kB a poskytnut® pre-
hPad o prirodnych latkach rastlinného poévodu,
najmai izoprenoidoch a fenolickych latkach, ktoré

su v sucasnosti uvadzané ako najucinnejsie inhibi-
tory drahy NF-kB.

Krlucové slova: fenolické latky; izoprenoidy;
jadrovy faktor kappa B

ABSTRACT

Nuclear factor kappa B (NF-xB) is a transcrip-
tion factor that induces the expression of various
pro-inflammatory genes. NF-kB has a significant
role in the regulation of activation and differen-
tiation of innate immune cells and inflammatory
T lymphocytes. Consequently, deregulated acti-
vation of NF-kB contributes to the pathogenesis
of various inflammatory diseases. Therefore, this
transcription factor has become the main target in
the development of new drugs, and several groups
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of natural compounds have been investigated in
terms of their potential inhibitory effects on NF-
-kB. The aim of this review article is to describe
two pathways of activation of the transcription
factor NF-kB and to provide an overview of natu-
ral substances of plant origin, especially isopreno-
ids and phenolics, which are currently reported as
the most effective inhibitors of the NF-kB pathway.

Key words: isoprenoids; nuclear factor kappa B;
phenolics

UvVoD

Jadrovy faktor kappa B (NF-kB) zohrava délezita
ulohu v systémoch vrodenej a ziskanej imunitnej od-
povede a jeho ¢innost’ je spajana s viacerymi druhmi
ochorenia, od tych menej zavaznych az po nadoro-
vé ochorenia. Tento transkripcny faktor je zapojeny
aj do viacerych mechanizmov proliferacie a apopto-
zy. NavySe je schopny aktivovat’ prozapalové gény
a spustat’ kaskady zapalovych reakcii v organizme.
NF-kB je jednym z hlavnych indukovatel'nych tran-
skripénych faktorov u cicavcov a dolezitu tlohu zo-
hrava aj pri expresii cytokinov, chemokinov a adhéz-
nych molekul. Medzi d’alsie mediatory zapalu, ktoré
su pod vplyvom jadrového transkrip¢ného faktora
kappa B patri aj indukovatel'na syntaza oxidu dusna-
tého (iNOS), s nou spojend produkcia oxidu dusnaté-
ho a prostaglandin syntazy, najmé cyklooxygenazy 2
(COX-2) (D’Acquisto a kol., 1997). Prostaglandiny
su tiez schopné inhibovat’ aktivitu jadrového fakto-
ra, navyse cyklopentenon prostaglandin moze priamo
blokovat’ aktivitu inhibitorov NF-kB kinazy (IkB)
(Rossi a kol., 2000).

Napriek tomu, ze draha NF-xB je pomerne dobre
preskiimana, poskytuje mnohé vyzvy pre dalsi vys-
kum nielen z hl'adiska molekularnej biologie, ale aj
z pohl'adu perspektivneho vyuzitia prirodnych latok
pri vyvoji lieciv. Liecba zapalovych stavov prirodny-
mi latkami rastlinného povodu je znama uz oddav-
na, napriek tomu v stcasnosti neustale narasta pocet

novych prirodnych latok s potencidlnym vyuzitim vo
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farmaceutickom priemysle. Navyse, prirodné latky sa
ukazali ako silny modulator aktivity transkripéného
faktora NF-kB. Dosial’ sl najlepsie prestudované dve
skupiny potencialnych cielovych sekvencii, ktorych
modulacia vyznamne ovplyvni celil kaskadu jadrové-
ho faktora. Prvou skupinou st inhibitory NF-xB (IkB)
a druht skupinu tvori kinazovy komplex kB (IKK).
Prirodné latky tiez ovplyviiuju export komplexu NF-
-kB-IkB z jadra, ako aj presun neaktivneho komplexu
do jadra prostrednictvom jadrového exportného sig-
nalu, ktory obsahuje inhibi¢ny protein IkBa. Vacsina
prirodnych latok vSak posobi Sirokospektralne, a pre-
to st potrebné dalSie Studie na objasnenie presnych
ucinkov latok, ako aj cielovych sekvencii v kaskade
NF-«B.

Vysvetlenie a pochopenie U¢inkov produktov na-
turalneho pdvodu na molekularnej urovni je dolezité
a vyznamne tak prispieva k tvorbe a vyvoju novych
lieciv, ktoré mozu byt’ pouzité pri terapii Sirokej Skaly
ochoreni a zapalovych procesov.

Transkripcny faktor NF-kB

Transkripény faktor NF-xB bol prvy krat objaveny
Davidom Baltimorom v roku 1986 (Sen a Baltimo-
re, 1986). Ovplyvnuje transkripciu génu kodujiceho
lahky retazec k imunoglobulinov, odkial’ pochadza aj
jeho ndzov. NF-kB bol spociatku identifikovany ako
protein, ktory je potrebny pre expresiu génov Speci-
fickych pre B bunky, neskor sa podarilo dokazat,, ze
je exprimovany vo vacSine buniek (Zhang a Gosh,
2001). NF-xB sa viaze na dekamericku sekvenciu
-5 GGG ACT TTC C 3’ v intrébnovom zosiliiovaci
kappa l'ahkého imunoglobulinového retazca zrelych
B buniek a plazmatickych buniek, ale nie je schop-
ny naviazat' sa na rovnaka sekvenciu nezrelych pre-
-B buniek (Sen a Baltimore, 1986). Vizbova aktivita
transkripéného faktora NF-xB je indukovana nielen
vnatrobunkovymi, ale aj mimobunkovymi signélmi a
vazbové miesto pre NF-kB sa nachadza v promdtoro-
vych oblastiach a zosiliiovacoch viacerych inducibil-
nych génov.

Transkripény faktor NF-«xB sa zucastnuje celej ska-
ly bunkovych procesov, ktoré predstavuju odpoved



Obr. 1: Uloha NF-kB v imunitnom systéme

Zdroj: upravené podl'a Taniguchi a Karin, 2018

Obr. 2: Schematické znazornenie ¢lenov rodiny NF-kB

RHD — Rel homolégna doména, TAD — transaktiva¢na doména, LZ — leucinovy
zips, GRR — oblasti bohaté na glycin, AMK — aminokyseliny

Zdroj: upravené podl'a Tilstra a kol., 2011

na rézne formy stresovych podnetov v podobe pri-
tomnosti vol'nych radikalov, ultrafialového Ziarenia,
ale aj pritomnosti bakteridlnych alebo virusovych
antigénov, i cytokinov (Baeuerle, 1991). NF-«kB sa
vo vyznamnej miere podiela na zapalovej a imunit-
nej odpovedi organizmu, diferenciacii a raste buniek,
apoptdze a na transkripcii z virusovych promotorov
(Jimi a Gosh, 2005). Nadorové ochorenia, zapal, au-

toimunitné ochorenia, septicky Sok a virusové infek-
cie vedu k deregulacii tohto transkripéného faktora
(Yamanoto a Gaynor, 2001) (vid’ obr. 1).

Clenovia rodiny NF-kB sa rozdel'uju do dvoch
skupin — NF-xB proteiny a Rel proteiny (vid’ obr. 2).
Do skupiny Rel patria c-Rel, RelB, RelA (p65) a viru-
sovy onkoprotein v-Rel. Clenovia skupiny NF-kB su
NF-xB1 (p50 a jeho prekurzor p105) a NF-kB2 (p52
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Obr. 3: Vizba dimérného proteinu NF-kB s ret’azcom DNA

Zdroj: upravené podl'a https://www.creative-diagnostics.com/The-NF-kB-

Signaling-Pathway.htm

Obr. 4: Vznik homodimérnych a heterodimérnych komplexov NF-kB/Rel

droj: upravené podla https://www.creative-
diagnostics.com/The-NF-kB-Signaling-Pathway.

htm

a jeho prekurzor p100). Tieto proteiny su az do skra-
tenia proteolyzou v neaktivnej forme. Proteiny c-Rel,
RelB, RelA a rovnako aj ich virusovy homoldg v-Rel,
obsahuju minimalne jednu transaktivacnii doménu v
C-terminalnej oblasti a st priamo syntetizované ako
aktivne transkripcné proteiny. Podjednotky p50 a p52
skupiny NF-kB st najskor vytvarané ako dlhSie pre-
kurzory s velkostou 105 kDa a 100 kDa, z toho do-
vodu musia byt proteolyticky Stiepené (Karin a Ben-
-Neriah, 2000). Prekurzorové proteiny podjednotky
p50 — p105 st skracované konstitutivne, naopak, pre-
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kurzor p100 podjednotky p52 je skracovany v zavis-
losti od signalnych drah (Beinke a Ley, 2004).
Proteiny sa spajaju do homodimérov alebo hete-
rodimérov a vytvaraju transkripcné regulacné kom-
plexy, ktorych transkripcna aktivita je charakterizo-
vana zlozenim dimérov a rovnako zavisi aj od lokali-
zacie v bunke, ¢i asociacii s inhibitorovymi proteinmi
skupiny IkB kinaz (Hayden a Gosh, 2004). Charak-
teristickym znakom jednotlivych podjednotiek NF-
-kB je vysoko konzervovand N-terminalna doména,

ktoru tvori priblizne 300 aminokyselin. Oznacuje sa



ako Rel homolégna doména (RHD). Tato oblast’ je
zodpovedna za vazbu na molekulu DNA (vid’ obr. 3),
dimerizaciu, interakciu s proteinom IkB inhibujiicim
NF-«xB, ako aj za lokalizaciu transkripéného faktora
v jadre. Aktivny NF-xB musi obsahovat’ aspon jeden
protein s transaktivatnou doménou, ktora je nevy-
hnutna pre aktivaciu génovej expresie.

Najcastejsie sa vyskytujucou formou transkripcné-
ho faktora NF-kB v bunkach je heterodimér p50/p52.
Nie je vsak jediny. Aj ostatné podjednotky sa mézu
spajat’ do heterodimérov alebo homodimérov a vy-
tvarat’ tak aktivne transkripéné regulatory. Jedinou
vynimkou, ktord sa nemoéze spajat’ a vytvarat’ homodi-
méry, st proteiny RelB. ZloZenie podjednotiek sa 1isi
v zavislosti od typu bunky, doby pdsobenia stimulu a
vlastnosti podnetu, ktory indukuje ich spajanie. Prave
z toho dovodu je mozné vytvarat’ vel'ky pocet kom-
binacii homodimérnych a heterodimérnych faktorov
NF-kB/Rel (vid obr. 4). Jednotlivé proteiny NF-«xB/
Rel maji navyse odlisné biologické funkcie, presné
fyziologické funkcie jednotlivych proteinov dosial
neboli exaktne popisané. Prikladom su homodiméry
z podjednotiek p50 a p52, ktorym chyba transakti-
vacna doména. Tieto podjednotky stperia o miesta
kB s d’alsimi komplexami NF-kB a preto posobia na
expresiu génov skor inhibi¢ne (May a Gosh, 1997).
Dalsim prikladom je strata podjednotky p65, ktora
spdsobi letalitu embrya v doésledku degeneracie pe-
cene, zatial’ Co strata ktorejkol'vek inej podjednotky
vyusti k imunitnej deficiencii, nie vSak k poskodeniu
plodu a vyvojovym poruchdm. Transkrip¢na aktivita
NF-«kB je regulovana na viacerych urovniach, naj-
ma cez kB proteiny a cez rozne kombindcie NF-kB
podjednotiek. NajsilnejSie je inhibovany komplex
pS50/p65, a to prostrednictvom inhibi¢ného proteinu
rodiny IkB-IkBa, menej inhibované st komplexy
p50/RelB a p50/c-Rel. IkBf ma rovnaka inhibi¢nu
aktivitu pre vSetky komplexy (Baeuerle a Baltimore,
1988).

NF-xB je povazovany aj za hlavného sprostred-
kovatel'a imunitnej odpovede. Pre spravnu funkciu
NF-kB je nevyhnutné presna regulacia odpovedi na
odli$né podnety. Vizba ligandu na rézne druhy recep-

torov, akymi st IL-1R (z angl. interleukin 1 recep-
tor), TNFR (z angl. tumor necrosis factor receptor),
TLR (z angl. Toll-like receptors), TCR (z angl. T cell
receptors), BCR (z angl. B-cell receptors), BAFF-R
(z angl. B-cell activating factor receptor) a LTbR (z
angl. lymphotoxin b receptor) spusta regulaciu ex-
presie cytokinov, chemokinov, rastovych faktorov,
povrchovych adhezivnych molektl, imunorecepto-
rov, niektorych d’alSich transkripcnych faktorov, ale
aj regulatorov apoptozy a efektorovych enzymov
(Bonizzi a Karin, 2004). NF-kB ovplyviiuje aj vyvin
tkaniv a organov v priebehu embryogenézy a vplyva
aj na fyzioldgiu tkaniv v dospelosti. Navyse je hlav-
nym regulatorom odpovedi na stres a je schopny blo-

kovat” apoptdzu v niektorych bunkovych typoch.

Aktivacia NF-xB

Na aktivacii NF-kB sa podiel'a mnoho réznych la-
tok a molekul. Najdolezitejsimi regulatormi su inhi-
bitory NF-kB (IkB) a kindzovy komplex IxB (IKK).
Proteiny NF-kB sa v nestimulovanych bunkach na-
chadzaju v cytoplazme v neaktivnej forme, kde aso-
ciuju s inhibicnymi proteinmi rodiny IxB (najma
IkBa, IxkBp a NEMO/IkBy (z angl. NF-xB essential
modulator) prostrednictvom 5 — 7 ankyrinovych re-
petitivnych domén (30 — 33 aminokyselin), ktor¢ su
sucasne jednym z charakteristickych znakov protei-
nov IxB rodiny. Do tejto rodiny patri aj Bel-3 (z angl.
B-cell lymphoma 3-encoded protein), IkBe a prekur-
zory pl00 a p105 (Abraham, 2000). Protein Bcl-3
Specificky interaguje s homodimérmi p50, pripadne
p52 a s heterodimérmi pS0/p52 a nasledne spusta ex-
presiu génov kB, a to aj napriek tomu, ze patri do
rodiny inhibi¢nych proteinov. Prekurzor p100, ktory
sa nachadza v komplexe s RelB, potlaca transkripcnu
aktivitu RelB prostrednictvom svojej C-termindlne;j
oblasti. Proteolyza p100 a nasledné uvolnenie diméru
p52/RelB je spustané najmenej tromi ¢lenmi rodiny
TNF, a to CD40, LTBR a BAFF-R (Yamamoto a Gay-
nor, 2004).

Lokalizacia diméru v bunke je ovplyvnena vizbou
NF-«B a IkB, v dosledku prekrytia jadrového lokali-
zacného signalu NF-kB, ktory sa nachadza v C-termi-

51



nalnej oblasti Rel homolognej domény NF-«kB protei-
nov. Sucasne prebieha export komplexu NF-kB-1xB
z jadra. Proteiny IxBp a IkBe su naviazané na diméry
NF-kB a nachadzaju sa striedavo medzi cytoplazmou
a jadrom (Lee a Hannink, 2002). Inhibi¢ny protein
IkBp navyse dokaze prekryt oba jadrové lokaliza¢né
signaly a z toho dévodu udrziava NF-kB diméry trva-
lo v cytoplazme (Tam a Sen, 2001).

Gény kodujuce podjednotky RelB a c-Rel, ako aj
vysoko konzervované prekurzorové proteiny NF-xB1
(p50) a NF-xB2 (p52) obsahuju vo svojich promoto-
rovych oblastiach elementy kB, ktoré si indukova-
telné NF-kB. Z toho dovodu sa zlozenie komplexov
NF-kB, a tym aj indukcia a expresia mnohych génov
moze menit. Komplexy obsahujiuce prekurzorovy
protein p50 alebo p52 sa mézu Ciastocne nahradzat’.
Podobne je to aj v pripade pS0 a kompenzacie nedo-
statku RelB, c-Rel a p65 (Nakamura a kol., 2013).

Klasicka draha aktivacie NF-kB

Klasicka draha, nazyvana aj klasicka cesta aktiva-
cie NF-kB je dosial’ najlepsie prestudovanou drahou
aktivacie tohto transkripéného faktora. Zahiiia fosfo-
rylaciu IkB, ¢im umozni translokaciu dimérov NF-kB
do jadra, nasledne ich vdzbu na prométory cielovych
génov a spust’a ich transkripciu (Rothwarf a Karim,
1999). Fosforylacia kB prebieha pomocou kindzové-
ho komplexu IKK, ktory je zlozeny z katalytickych
podjednotiek IKKa a IKKp a regulacného protei-
nu NEMO (Karim, 1999). Aktivaciu moze spustat
viacero stimulatorov vratane patogénov, stresovych
signalov a prozapalovych cytokinov — TNF a IL-1
(Kelliher a kol., 1998). IL-1 a TNF predstavuji za-
kladné prozapalové cytokiny, ktoré su pri poraneni
alebo infekcii tkaniva okamzite uvol'nované. Stimuly
aktivacie NF-kB su rozpoznavané najmé transmem-
branovymi Toll-like receptormi (TLR), ktoré majt
dolezitt ulohu vo vrodenej imunitnej odpovedi. TLR
rozoznévaju mikrobidlne molekuldrne vzorce, preto
su aj sucastou skupiny receptorov rozoznavajucich
molekularne vzory (PRR, z angl. patern recognition
receptors) odkial’ pochédza ich nazov (Akira a kol.,
2006). Vyskytuju sa v bunkach imunitného systé-
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mu, ako su makrofagy, dendritové bunky, neutrofi-
ly, mastocyty a B-lymfocyty, ale aj vo fibroblastoch
a bunkdach epitelu. V pripade rozpoznania patogénu
si schopné aktivovat’ imunitny systém prostrednic-
tvom produkcie prozapalovych cytokinov, interfero-
nov alebo antimikrobialnych peptidov (Abbas a kol.,
2010). Napriek tomu, Ze tieto receptory predstavuju
Strukturdlne odlisné typy, vyuzivaji podobné signal-
ne transduk¢éné mechanizmy, ktoré zahfnaju aktivaciu
IKK a NF-kB (Ghosh a Karin, 2002). NF-kB méze
byt tiez stimulovany aktivaciou T-bunkového recep-
tora. VSetky tieto stimuly vedu ku kaskade reakcii,
ktoré nasledne spustaju aktivaciu kinadzového KK
komplexu. Aktivovany IKK komplex je schopny fos-
forylovat’ dva seriny v IkB a spustat’ ubikvitinaciu.
Takto oznaceny inhibitor je odstraneny v 26S protea-
zome a uvolnené diméry NF-«xB su translokované do
jadra. Véazba NF-«B na molekulu DNA vSak nestaci
na aktivaciu cielového proteinu, preto su potrebné
dalsie transkripéné koaktivatory (Sheppard a kol,
1999).

Aktivacia NF-kB sa spaja najmé so zvysenou akti-
vaciou transkripénych génov kodujtucich chemokiny
(napr. IL-8, eotaxin, MCP-1, MIP-1, RANTES), cy-
tokiny (napr. TNF, IL-1), adhezivne molekuly (napr.
ELAM, ICAM-1, VCAM-1), mediatory zapalu (napr.
COX-2) a inhibitory apoptozy. Vsetky tieto molekuly
predstavuju vyznamné zlozky nespecifickej imunit-
nej odpovede v boji proti invadujicim mikroorganiz-
mom. Zabezpecuju tiez presun fagocytujucich a za-
palovych buniek do tkaniv tam, kde sa nachadza pato-
gén. Aktivované fagocytujuce bunky pohltia, usmrtia
a rozlozia baktérie a po translokacii do sekunddrnych
lymfoidnych organov prezentuju baktériové antigény
T-lymfocytom, ¢im za¢nu procesy Specifickej imunit-
nej odpovede. NF-kB okrem transkripcie imunoglo-
bulinovych génov zabezpecuje aj transkripciu génov
pre IL-2, IL-18, IFNy, CD80 a CD86 a d’alsich, ktoré
sa podielaju na aktivacii T-lymfocytov (Buc, 2012).

Alternativna draha aktivacie NF-kB
Alternativna dradha aktivacie NF-kB je dosial pre-
Studovana v men3ej miere ako klasicka. Charakteris-



Obr. 5: Klasicka a alternativna draha aktivacie NF-kB

Zdroj: upravené podl'a Khongthong a kol., 2019

tickym znakom tejto drahy je, ze nezahfia fosfory-
laciu a ubikvitinaciu IkB, a to z dovodu aktivatorov
NF-xB, ako napr. CD40, CD30, CD27, RANK (z
angl. receptor activator of NF-«kB), B-bunky akti-
vujuci faktor TNF rodiny, LMP-1 Epstein-Barrovej
virus (z angl. latent membrane protein-1) a lymfoto-
xin-f receptory, ktoré spust’aju vyhradne alternativnu
drahu aktivacie. Tato draha zacina aktivaciou NIK
(z angl. NF-xB-inducing kinase), ktora je zavisla len
na homodiméri IKKa IKK komplexu a aktivovany
je vyhradne p52/RelB dimérom (Bonizzi a Karin,
2004). IKKa fosforyluje podjednotku pl100 na C-
-terminalnom konci a takto zabezpeci ubikvitinaciu
a nasledné proteolytické Stiepenie v proteazoéme 26S
na podjednotku p52 odstranenim ankyrinovych re-

peticii (Quing a kol., 2005). Ankyrinové repeticie na
C-terminalnom konci zabezpecuju lokalizaciu p100
v cytoplazme a sucasne brania premiestneniu do
jadra. Z toho dévodu je skratena podjednotka p52 uz
ako dimér s RelB translokovana do jadra. Dimér p52/
RelB, ako aj samotna alternativna draha aktivacie sa
uplatituju predovsetkym pri expresii génov, ktoré sa
podielaju na vyvoji a udrziavani Struktury a funkcie
sekundarnych lymfoidnych organov (Dejardin a kol.,
2002) (vid’ obr. 5).

Inhibicia NF-kB prirodnymi latkami rastlinného
povodu

Vplyv latok pochadzajucich z prirodnych zdrojov
na transkripcny faktor NF-kB bol prvy krat popisany
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Tab. 1: Prehl’ad vybranych prirodnych latok rastlinného povodu inibujticich NF-kB

Latka Producent Utinok/Mechanizmus
andalusol Siderites foctens protizapalovy/redukcia NO cez inhibiciu
iINOS
kaurénové ditepenoidy protizapalovy/znizenie aktivity IKK,
(najma: kamebanin, kamebacel A, Isodon japonicus inhibicia produkcie NO, inhibicia aktivacie
kamebakaurin a excisanin A) NF-xB
protizapalovy/znizenie aktivity IKK,
B hvooestoxid Hvpoestes rosed inhibicia produkcie NO, inhibicia aktivacie
= yp P NF-«B, inhibicia produkcie prozapalovych
S cytokinov (IL-1b, TNF-q, IL-6)
§ seskviternénové lakton protinadorové, znizenie rezistencie na
8 (na'mrg artenolid) y Tanacetum parthenium chemoterapeuktika/inhibicia produkcie
N Jmap NO zévislej od iNOS
T . . L protinadorové/indukcia apoptozy, znizenie
triterpénové saponiny (aviciny) Acacia victoriae proliferacie nadorovych buniek
. . C cytotoxické, protinadorové/znizenie
tritepenoidy (pristimerin) Celastrus spp. indukcie INOS, potlaca aktivaciu NF-xB
. , ) protizapalové, protinadorové/inhibicia
kardenolidy (oleandrin) Nerium oleander drihy NF-«B
derivaty teaflavinu, Thea sinensis inhibicia aktivacie NF-xB, zniZenie
epigalokatechin-3-galat produkcie NO cez inhibiciu iNOS
>~ - . A .
) , - . , . . . znizenie produkcie NO, regulacia expresie
: wogonin, baikalin, baikalein Scutellaria baicalensis INOS, COX-2
: hypericin Hypericum perforatum protizapalové/inhibicia aktivacie NF-xB
@) . protinadorové, protiapoptické/inhibicia
= kurkumin Curcuma longa iNOS, inhibicia NF-kB
o
E cytoprotektivne, protizdpalové, protinadorové,
= svlimarinové flavonolienan Silvbum marianum chemoprotektivne/inhibicia aktivacie NF-kB,
Y ghany Y inhibicia produkcie IL-1, regulacia expresie
COX-2

NO - oxid dusnaty, iNOS — indukovatel'na syntaza oxidu dusnatého, IKK — kinazovy komplex kB, NF-kB — jadrovy
faktor kappa B, IL-1 — interleukin 1, IL-6 — interleukin 6, TNF-a — tumor nekrotizujuci faktor alfa

v roku 1994 (Kopp a Chosh), kedy bol identifikovany
salicylat sodny a jeho polysynteticky derivat aspirin.
Tento objav sa stal zakladom pre d’alsi vyskum pri-
rodnych latok, najmé extraktov izolovanych z lieci-
vych rastlin, ktoré mali inhibi¢nu aktivitu na NF-kB
(vid’ tab. 1). Tieto stadie vSak vyzaduju cely rad kon-
trolnych experimentov s pouZzitim réznych stimulan-
tov na aktivaciu kaskady signalnych drah, testovanie
zapalovych procesov v organizme, vyuzitie roznych
typov buniek, ako aj testy Specificity zamerané na
jednotlivych ¢lenov kaskady NF-«xB, vratane sledo-
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vania degradacie IkB, komplexu IKK, translokacie
NF-«xB do jadra a vizby NF-kB na molekulu DNA,
ktoré st kl'a€ovymi krokmi kaskady.

Izoprenoidy

Klasické farmakologické §tadie naznacuju, Ze nie-
ktoré druhy extraktov z rastlin Sideritis sp. (Lamia-
ceae) maju protizapalovu aktivitu a viedli k iden-
tifikacii andalusolu, diterpenoidu izolovaného zo
Siderites foetens Clemen. s vyznamnymi protizapa-

lovymi G¢inkami (Navarro a kol., 1997). Testami na



bunkovej linii makrofagov J774 sa neskor podarilo
dokazat, ze tato zIuCenina nema ziadne toxické Ucin-
ky a redukuje syntézu oxidu dusnatého (NO) pros-
trednictvom inhibicie iNOS (z angl. inducible nitric
oxide synthase) génu, ktory je pod kontrolou NF-kB.
Inhibi¢ny ucinok andalusolu na NF-xB bol zazname-
nany od koncentracie 50 uM prostrednictvom testu
EMSA (z angl. electrophoretic mobility shift assay)
(de las Heras a kol., 1999) a vyraznejsi uc¢inok bol
dosiahnuty v pripade, ak boli bunky stimulované li-
popolysacharidom (LPS) po dobu 1 hod. Podobné in-
hibicné vlastnosti na NF-«B boli dosiahnuté aj v pri-
pade kaurénov, d’alsich ¢lenov rodiny diterpenoidov
pri testoch na rovnakej bunkovej linii J774 (Castrillo
a kol., 2001). Kaurénové diterpenoidy pdsobia pro-
strednictvom znizovania aktivity IKK, konkrétne
IKK, kedy bola pri koncentracii 25 uM danej latky
dosiahnuta 70 — 80 % inhibicia. V pripade alterna-
tivnej drahy aktivacie NF-kB sa zistilo, Zze kaurény
posobia ako NIK inhibitory a interferujii fosforylaciu
IKK.

Neskdr boli ako inhibitory NF-kB identifikované aj
dalsie latky Struktarne pribuzné diterpenoidom, pat-
riace do rodiny kaurénovych diterpenoidov (kameba-
nin, kamebacetal A, kamebakaurin, excisanin A a hy-
poestoxid) izolovanych z rastliny Isodon japonicus
(Lamiaceae), a to uz pri koncentraciach 13,3 uM.
Zistilo sa, Ze tieto latky inhibuju produkciu NO a ak-
tivaciu NF-kB v bunkach stimulovanych LPS. Pro-
dukcia NO bola vyrazne potlacena uz pri nizkych IC,
hodnotach (z angl. 50 % inhibitory concentration)
(0,06 uM; 0,58 uM; 0,15 uM a 0,35 uM). Najvyssia
inhibi¢na aktivita bola pozorovana v pripade excisani-
nu, ktory znizil rast buniek o < 50 %, a tym aj produk-
ciu NO. Hypoestoxid izolovany z rastliny Hypoestes
rosea (Acanthaceae) s vyraznymi protizapalovymi
ucinkami Specificky inhibuje aktivitu IKK komplexu
(Ojo-Amaize a kol., 2001). Navyse, v bunkovej linii
I'udskych nadorovych epitelovych buniek HeLa sti-
mulovanych TNF-a, hypoestoxid vykazoval vyznam-
nu inhibi¢nu aktivitu na NF-«B pri koncentraciach 50
— 100 pM, pricom IC, hodnota dosiahla 11 uM. Tieto
koncentracie ucinnej latky vSak neboli dostatocné na

inaktivaciu niektorych inych transkripcnych faktorov,
ako AP-1 (z angl. activator protein 1) a SP-1 (z angl.
specificity protein 1) (Black a kol., 2001). Hypoesto-
xid inhiboval aj produkciu prozapalovych cytokinov
(IL-1b, TNF-a, IL-6) pri koncentracii 10 uM v mono-
nuklearnych bunkach periférnej krvi stimulovanych
LPS. Potlacena bola aj produkcia NO v l'udskych arti-
kularnych chondrocytoch stimulovanych interleukin-
mi [L-1b a IL17 pri koncentraciach 5, 10 a 50 uM.

Dalsou skupinou prirodnych latok s inhibiénymi
ucinkami na NF-«kB su seskviterpénové laktony. In-
hibicné vlastnosti tychto latok vSak nezavisia len od
pouzitej koncentracie danej latky, ale vychadzaju naj-
mi zo Struktiry molekudl. Inhibi¢ny ucinok je vyssi
v pripade, ak danu latku tvoria lakténové kruhy obsa-
hujtice konjugované exometylénové skupiny (o-me-
tylén-y-lakton) a nenasytené konjugované esterové
skupiny (Riingeler a kol., 1999). Pritomnost’ tychto
skupin v seskviterpénovych laktonoch vyrazne zosil-
nila inhibiciu produkcie NO zavislej na iNOS (Han
a kol., 2001). Prikladom takejto latky je partenolid
izolovany z rastliny Tanacetum parthenium (Astera-
ceae), ktory potlacal aktivitu NF-kB v HeLa bunkach,
ato uz od koncentracie 5 az 10 pM. Partenolid zabra-
nil degradacii inhibi¢nych proteinov IkBa, IxBf tak,
ze ovplyvnil aktivitu IKK komplexu prostrednictvom
modifikacie cysteinu 179 (Kwok a kol., 2001). Na-
vyse bolo dokazané, ze partenolid vyznamne znizZuje
chemorezistenciu buniek karcinomu prsnika po poda-
ni paklitaxelu. V nadorovych bunkach prsnika, ktoré
aktivuji antiapoptické gény dochadza k nadmernej
expresii NF-xB, a z toho doévodu je inhibicia dolezita
najma pre zvySovanie citlivosti na chemoterapeutika
(Patel a kol., 2000).

Vyznamné Ucinky preukazali aj dichlormetanové
extrakty izolované zo stromu Acacia victoriae patria-
ce do skupiny triterpénovych saponinov, nazyvanych
aviciny. Zlozka extraktov oznacenych FO35, ako aj
avicin D a G sa ukézali ako selektivne indukujuce
apoptdzu a znizujuce proliferaciu nadorovych Jurkat
T buniek a buniek rakoviny prsnika (Mujoo a kol.,
2001). Avicin G navySe inhibuje aktivaciu NF-xB
v Jurkat T bunkach indukovanych pomocou TNF-a
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az 0 90 % do 4 hodin po podani 1 uM (2 pg.ml')
(Haridas a kol., 2001). Avicin G tiez Specificky po-
tlaca translokaciu NF-«xB (podjednotka p65) do jadra,
a tym aj vdzbu tohto transkripéného faktora na mole-
kulu DNA. Aktivita avicinu G bola dokazana aj pri in-
hibicii indukcie iNOS a COX-2 v LPS aktivovanych
RAW264.7 makrofagoch. Aviciny maju potencial pri
pouziti v terapii nadorovych ochoreni z dovodu ucin-
nej indukcie cielenej apoptozy v malignych bunkach
(Croce, 2001).

Potencidlny inhibitor NF-kB v makrofagoch je aj
triterpenoid, pristimerin (Drich a kol., 1997). Tato
latka ucinne potlacila indukciu iNOS, a to uz pri
IC,, hodnotach 0,2 - 0,3 uM v LPS stimulovanych
RAW264.7 makrofagoch a pri koncentracii 0,5 uM
pristimerin potlacal aj aktivaciu NF-xB. Pri pouziti
dvakrat az trikrat vyssich koncentracii (1 uM) pristi-
merinu bol zaznamenany 37 % cytotoxicky ucinok
pri hodnoteni MTT testom a 20 % pri pouziti sulforo-
daminu B. Vysoka miera cytotoxicity bola potvrdena
aj pri hodnoteni uc¢inkov na V-70, KB a P388 bunko-
vych liniach, a to uz pri koncentraciach IC,, 0,25; 0,5
a 0,1 uM (Ankli a kol., 2000). Synteticky pripraveny
triterpenoid vykazoval inhibi¢né vlastnosti na aktiva-
ciu iNOS, COX-2 a NF-kB (Suh a kol., 1998; https://
pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/26683203/).

Vyznamnym inhibitorom NF-xB je kardenolid,
glykozid oleandrin izolovany z Nerium oleander
(Apocynaceae). Vysoka miera inhibicie aktivacie
NF-«kB v bunkovej linii U937 bola zaznamenana pri
koncentracii 1,7 uM (90 %) a podobné vysledky boli
dosiahnuté aj pri testovani na ré6znych 'udskych bun-
kovych liniach (HeLa, CaOV3 a Jurkat), ako aj my-
Sacich L-929 fibroblastoch. Vicsina prirodnych latok
potlacajucich aktivitu NF-kB pdsobi aj na transkripc-
ny faktor AP-1, ¢o bolo potvrdené aj v pripade tes-
tovania u¢inkov oleandrinu na bunkach U937 stimu-
lovanych LPS, PMA a TNF-a. Vysledky poukazuju
na neSpecificky inhibi¢ny u¢inok na kaskadu NF-kB
anaznacuju, Ze oleandrin moze posobit’ aj ako inhibi-
tor kinaz (Manna a kol., 2000).
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Fenolické latky

Fenolické latky zahmmaju Siroku Skalu zlucenin
s protizapalovym ucinkom sprostredkovanym inhi-
biciou NF-kB alebo iNOS v réznych typoch buniek
(Surh a kol., 2001). Navyse, fenolické latky maju aj
vyznamné antioxidac¢né vlastnosti, a preto st viace-
ré zluceniny definované ako nesSpecifické inhibitory
NF-kB. Prikladom je kvercetin a resveratrol, ktoré
posobia prostrednictvom primarnej redukcie reaktiv-
nych foriem kyslika (Manna a kol., 2000a). Niektoré
fenolické latky mozu tento transkripcny faktor nielen
inhibovat’, ale aj aktivovat.

Polyfenolické latky, derivaty teaflavinu a epiga-
lokatechin-3-galat (EGCG) izolované z cajovnika
Thea sinensis (Theaceae) vyznamne potlacali akti-
vaciu NF-xB v RAW 267.4 bunkéch stimulovanych
LPS pri koncentracii 30 uM (Pan a kol., 2000b);
v dosledku coho bola zaznamenana aj znizena pro-
dukcia NO a iNOS proteinu. Ako inhibitor expresie
IKKa v RAW246.7 bunkach bol potvrdeny aj derivat
teaflavinu — teaflavin-3,3°-digalat pri rovnakej kon-
centracii 30 uM. ECGC potlacal aktivaciu NF-xB aj
v zdravych ludskych epidermalnych keratinocytoch
(80 uM) a v l'udskych epidermalnych bunkach karci-
nomu A431 (20 uM) (Ahmad a kol., 2000).

Cinska bylina Scutellaria baicalensis (Lamiace-
ae) obsahuje mnozstvo latok Struktirne podobnych
fenolom, ktoré inhibuji produkciu NO a aktivaciu
NF-kB. Prikladom je wogonin, metylovy flavon, ale
aj baikalin a baikalein, ktoré zna¢ne redukuju pro-
dukciu NO v makrofagoch RAW264.7 stimulova-
nych LPS uz pri nizkych IC, hodnotach (9,5; 15a 19
uM) (Chen a kol., 2001). Zistilo sa, ze tato inhibicia
bola sprostredkovana regulaciou expresie iNOS génu
a rovnako aj COX-2. Podobny ucinok tychto latok
bol pozorovany aj na stimulované C6 gliové bunky
potkana (Kim a kol., 2001).

Niektoré prirodné latky moézu vykazovat' aj znac-
ny toxicky ucinok na bunky organizmu. Antrachinon
emodin mal podobné inhibi¢né vlastnosti ako pred-
chadzajuce fenolické latky, avSak pri podani vyssej
davky — 74 uM vykazoval az 30 % cytoxicitu.

Silnym inhibitorom NF-kB, ktory je indukovany



TNF-a v roznych typoch buniek, vratane U-937 bun-
kovej linie, Jurkat, HeLa a H4 je resveratrol (Manna
a kol., 2000). Siroké spektrum buniek, na ktoré moze
resveratrol vplyvat naznacuje, ze tato latka ma znac-
ne nespecifické ucinky. Zistilo sa, zZe resveratrol ma
supresivny ucinok aj na transkripény faktor Ap-1 ak-
tivovany TNF-a, ako aj na c-Jun kindzy a MAPK (z
angl. mitogen activated protein kinase) kinazov dra-
hu v U-937 bunkach. Specifické cielové miesta tejto
latky boli najdené len v kaskade indukovanej TNF-a,
ktora zabezpecuje presun podjednotky p-65 NF-«B
do jadra a je nezavisla od fosforylacie, pripadne de-
gradacie IkB a vdzby NF-xB na molekulu DNA.
Medicinsky vyznamna bylina Hypericum perfora-
tum (Hypericaceae) je pouzivana uz celé storocia pri
liecbe miernych depresivnych portch. Jednou z hlav-
nych ucinnych latok tejto rastliny je hypericin, kto-
ry posobi ako silny neantioxida¢ny inhibitor NF-«xB.
Zistilo sa, Ze hypericin potlaca aktivitu NF-xB v HeLa
(1,98 uM) a TC-10 (3,96 uM) bunkach po stimulacii
TNF-a, zaroven vsak indukcia NF-kB v HeLa bun-
kach nebola ovplyvnena, ¢o preukazalo, ze hypericin
nevychytava volné radikaly. Hypericin tiez ucinkuje
aj na kinadzovu drahu transkripéného faktora, najmi
na proteinkinazu C, ktora sa podiel’a na indukcii NF-
-kB (Lallena a kol., 1999). Tato latka bola aktivna aj
pri potlaceni expresie IL-6 indukovaného TNF-a, ¢im
bolo dokazané, ze hypericin je schopny zabranit’ in-
dukovanej expresii zapalovych génov, ktoré su ciel'o-
vymi sekvenciami pre transkripény faktor NF-xB.
Kurkumin izolovany z rastliny Curcuma longa
(Zingiberaceae) je Studovany najmd z dévodu jeho
protinadorovych u¢inkov. Vyznamné ucinky boli po-
zorovangé aj pri inhibicii iNOS na modeli mySacich bu-
niek ex vivo a na mysacich makrofagoch RAW364.7
prostrednictvom supresie NF-kB. Pri oboch §tididch
stacilo 10 pM tejto ucinnej latky na inhibiciu iNOS
v stimulovanych bunkach. Navyse, kurkumin v bun-
kéach pbsobil aj na IKK komplex, kedy doSlo k po-
zastaveniu jeho fosforylacie. Kurkumin potlacil aj
aktivaciu NF-xB a AP-1 po stimulacii IL-1 a TNF-a
v bunkéach kostnej drene (Xu et al., 1998). NeSpeci-
ficky inhibi¢ny Uc¢inok kurkuminu na transkripcny

faktor NF-kB bol pozorovany na bunkach stimulova-
nych H,O,. Aktivita tychto buniek tiez preukézala, ze
kurkumin je v porovnani s hypericinom schopny vy-
chytavat’ vol'né radikaly. Navyse kurkumin moze po-
sobit’ proapopticky v bunkach rakoviny prostaty, a to
prostrednictvom aktivacie NF-kB a inhibicie TNF-a
(Mukhopadhyay a kol., 2001).

Vyznamnymi fenolickymi latkami su aj sylimari-
nové flavonolignany. Oxidacnou reakciou flavono-
idov (taxifolin) a fenylpropanoidov (koniferil alko-
hol) vznika sylimarinovy komplex, extrakt zo semien
Sylibum marianum (Asteraceae), ktory obsahuje 70
— 80 % flavonolignanov. K najlepsie prestudovanym
latkam patri silybin (silibinin), izosilibinin, silydianin
a silychristin. Novsie identifikované derivaty silyma-
rinu ako dehydrosilybin, silandrin, silymonin, sily-
hermin maju silnejsiu antioxida¢nt a cytoprotektivnu
aktivitu (Borecky a kol., 2010). Na zaklade vysled-
kov experimentalnych S$tidii boli popisané ich anti-
oxidacné, protizdpalové, imunomodulacné a antifib-
rotické vlastnosti, ako aj ich komplexné metabolické
ucinky a protinadorové vlastnosti (Ulbricht a Wendy,
2010). Silymarin blokuje aktivaciu NF-xB prostred-
nictvom inhibicie degradacie kB, ¢im nasledne za-
brani presunu NF-xB do jadra, a tym aj génovej ex-
presii pri odpovedi na zapalové reakcie (Lin a Karin,
2007). Kang a kol. (2004) zistili, ze silymarin (6,25;
12,5; 25; 50 ng.ml") potlacil produkciu IL-1 induko-
vanu LPS (200 ng.ml!), produkciu prostaglandinu
E a expresiu COX-2 v peritonealnych makrofagoch
mysi prostrednictvom inhibicie transkripéného fak-
tora NF-kB. Silymarin blokuje aj aktivaciu NF-xB
indukovanu forbolesterom, LPS, kyselinou okadao-
vou a ceramidom. Tieto U¢inky su Specifické, a pre-
to nebol potvrdeny ziadny vplyv na iné transkripcné
faktory, ako napr. AP-1. Wang a kol. (2002) sledovali
neuroprotektivny ucinok silymarinu proti neurotoxi-
cite na mezencefalickych kultirach neuréonov indu-
kovanych LPS. Zéapalové reakcie v centralnom ner-
vovom systéme prispievaju k neurodegenerativnym
chorobam, ako Parkinsonova choroba, Alzheimerova
choroba a skler6za multiplex. Vo svojej stadii zistili,

ze silymarin inhibuje tvorbu mediatorov zapalu, ako
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je TNF-o a NO, a tym znizuje poskodenie dopami-
nergnych neurdénov stimulovanych LPS. Navyse si-
lymarin znizil aj produkciu iNOS, tvorbu superoxidu
anegativne ovplyvnil aktivaciu NF-kB, o naznacuje,
Ze inhibi¢né u¢inky tejto prirodnej latky na aktivaciu
mikroglii mo6zu byt sprostredkované potlacenim ak-
tivacie NF-kB drah (Wang a kol., 2002). Niekol'ko
dalsich stadii d’alej ukazalo, Ze silymarin inhibuje
drahu ERK-1/2 (z angl. extracellular signal-regulated
kinase 1/2), ktora je stucastou indukcie transkripcie
iNOS sprostredkovanej NF-kB. Silymarin inhibuje
NF-kB, a tym aj zapalové procesy a oxidacny stres
(Kim a kol., 2015).

Protinadorové a chemoprotektivne ucinky silyma-
rinu a silibinu boli potvrdené na viacerych typoch na-
dorov v in vitro aj in vivo podmienkach. Tieto Studie
naznacuju, ze silymarin potlaca aktivaciu NF-xB in-
dukovanti TNF-a v ¢asovo a koncentracne zavislych
davkach prostrednictvom fosforylacie a degradacie
IkB. Sucasne blokuje translokaciu podjednotky p65
do jadra bez vplyvu na schopnost’ vizby na molekulu
DNA. Silymarin je aj vyznamnym inhibitorom ex-
presie TNF-a v r6znych typoch buniek a tkaniv (He
a kol., 2004). Silymarin tiez inhibuje expresiu TNF-a
indukovanu LPS alebo mykotoxinmi, ¢o naznacuje
jeho hepatoprotektivne u¢inky (He a kol., 1996).

Hepatoprotektivne ucinky silymarinu boli Studo-
vané pri chronickych ochoreniach pecene, akym je
chronicka hepatitida C a zapal pecene. Poskodenie
je spdsobené najméd bunkami imunitného systému
a produkciou zapalovych cytokinov a chemokinov,
ktoré st indukované transkripénym faktorom NF-kB.
Na modeli hepatitidy C v konkanavalinom A stimulo-
vanych T bunkach mysi bolo dokazané, ze lieCba sily-
marinom (25 mg.kg") vyznamne potlacila hladiny in-
trahepatalnych mRNA pre IL-2, IL-4, IFN-y (z angl.
interferon gamma), TNF-a a sekréciu rovnakych cy-
tokinov v slezine. Rovnako doslo k zvySeniu intra-
hepatalnej hladiny IL-10 v splenocytoch a k indukecii
apoptozy hepatocytov (Schumann a kol., 2003).
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ZAVER

Transkripény faktor NF-kB je dobre prestudovany
protein zodpovedny za regulaciu komplexnych javov
s kl'i¢ovou ulohou pri kontrole bunkove;j signalizacie
za urcitych fyziologickych a patologickych podmie-
nok. Navys$e, NF-kB riadi expresiu génov kodujucich
prozapalové cytokiny, ako IL-1, IL-2, IL-6, TNF- a,
chemokiny najmé IL-8, MIP-1, RANTES, ale aj ad-
hezivne molekuly (napr. ELAM, ICAM-1, VCAM-
1), mediatory zapalu (napr. COX-2), rastové faktory
a imunitné receptory, z ktorych vSetky maju vyznam-
na ulohu pri kontrole va¢siny zapalovych procesov.
NF-kB preto predstavuje vyznamny terapeuticky
ciel’ z hl'adiska pouzitia liekov zameranych na lie¢-
bu mnohych zapalovych ochoreni, vratane artritidy,
astmy a autoimunitnych ochoreni, ktoré v sucasnosti
patria k najcastejSie sa vyskytujicim ochoreniam.

V poslednych desatro¢iach sa pozornost’ zameria-
va najmé na identifikaciu zlucenin, ktoré selektivne
ovplyviuju prave drahu NF-«B. Vysledky stadii do-
kazali inhibi¢né ucinky na tento transkripény faktor
u viacerych prirodnych zlti¢enin, najmé izoprenoidov
a fenolickych latok. AvSak farmakologické ucinky
potencialnych prirodnych latok je potrebné dalej
podrobne prestudovat, a to najméd z dovodu pozo-
rovaného Sirokospektralneho pdsobenia extraktov.
Ddlezité st aj nasledné in vivo stadie, ktoré potvrdia
zistené farmakologické vlastnosti skumanych latok.
Osobitnl vyzvu predstavuje aj charakterizacia pri-
rodnych produktov, ktora musi poskytnut’ presné uda-
je o Cistote zlicenin ziskanych prostrednictvom vy-
sokoucinnej kvapalinovej chromatografie, nuklearne;j

magnetickej rezonancie a hmotnostnej spektrometrie.
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ABSTRAKT

Antidepresiva patria medzi liefiva posobiace na
centralny nervovy systém. PoZivaju sa na liecbu
depresie, ale aj inych psychickych porich, ako je
napriklad panickd porucha, porucha pozornosti,
obsedantno-kompulzivna porucha a rézne d’alSie
poruchy. Podl’a r6znych mechanizmov ucinku sa
rozdel’'uju do viacerych skupin, my sme sa kon-
krétne zamerali na tricyklické antidepresiva, kam
patria lieciva imipramin, klomipramin, amitrip-
tylin a nortriptylin. Ciel'om $tudie bolo stanovit’
letalne koncentréacie LC_ u vybranych druhov lie-
¢iv pomocou alternativneho biotestu II. generacie,
ktory trval 10 dni. Ako modelovy organizmus sme
pouzili druh Artemia franciscana. Artémie sme
vystavili a€inkom lieciv. V pravidelnych 24-hodi-
novych intervaloch sme zaznamenavali ich dhyn.
LC,, sme ziskali pomocou dvojdavkovej interpo-
la¢nej metody podl’a Rotha a pomocou programu
ToxRat. Hodnota LC,, imipraminu po 24 hodi-
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nach bola 3,561 mg.l" (spodna hodnota interva-
lu spolahlivosti pre LC,, bola 3,51 mg.I'' a horna
hodnota intervalu spolahlivosti pre LC, bola 3,61
mg.l"). Pri zvySnych lie¢ivach sme nemohli urcit’
presné hodnoty LC, , nakol’ko hodnoty LC, boli
vyS$sie ako nami testované najvyssie koncentracie.
Letalna Koncentracia klomipraminu bola LC, >
0,01 mg.I", amitriptylinu LC_ > 0,1 mg.I"' a nor-
triptylinu LC_ > 1 mg.I".

KPicové slova: amitriptylin; Artemia francisca-
na; imipramin; klomipramin; LC_;; nortriptylin

ABSTRACT

The antidepressants belong to the group of drugs
acting on central nervous system. They are used to
treat depression but also other mental disorders
such as panic disorder, attention deficit disorder,
obsessive-compulsive disorder and various other
disorders. According to different mechanisms of



action, they are divided into several groups; we
specifically focused on tricyclic antidepressants,
which included the drugs imipramine, clomipra-
mine, amitriptyline and nortriptyline. The aim of
our study was to determine the lethal concentra-
tions LC_, in selected types of drugs using an alter-
native bioassay Il. generation, which lasted for 10
days. We used the Artemia franciscana species as a
model organism. We exposed artemia to the effects
of drugs. We recorded their deaths at regular 24-
hour intervals. LC, was obtained using the two-
-dose interpolation method according to Roth and
using the ToxRat program. The LC_ of imiprami-
ne after 24 hours was 3.561 mg.l" (the lower confi-
dence interval for LC,, was 3.51 mg.l" and upper
confidence interval for LC_, was 3.61 mg.l"). For
the remaining drugs, we could not determine the
exact LC,  values, because the LC_ values were
higher than the highest concentrations we tested.
Clomipramine had the LC_ > 0.01 mg.l", amitrip-
tyline had the LC_ > 0.1 mg.l", and nortriptyline
had the LC_> 1 mg.l".
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Povrchové vody su znecistované reziduami farma-
ceutickych latok (Minguez a kol., 2014). Rasttcu ce-
losvetova kontaminaciu tymito drogami mozno sle-
dovat’ prostrednictvom ich zvySujicej sa pritomnosti
v kolobehu vody v mestach. Ich vyskyt bol zisteny
aj v mimomestskych vodach, ako su rieky a oceany.
Niektoré endemické vodné zivocichy ako su urcité
ryby a makkySe majd vo svojich tkanivach bioaku-
mulované rozne antidepresiva (Castillo-Zacarias a
kol., 2021). Antidepresiva predstavuju doleziti sku-
pinu liekov spojenych s liecenim klinickej depresie
a inych dusevnych portch u ludi. Su klasifikované
na zaklade spdsobu, akym interferujli so serotoniner-
gickym a noradrenalinovym neurotransmiterom. Su

definované dve zakladné triedy: selektivne inhibitory

Tab. 1: ZloZenie morskej vody

Latka Hmotnost’ (g.1')
NaCl 23,900
MgCl,. 6H,0 10,830
CaCl,.6H,0 2,250
KCI 0,680
Na,SO,. 10 H,O 9,060
NaHCO, 0,200
SrCl,. 6H,0 0,040
KBr 0,099
H,BO, 0,027

spatného vychytavania serotoninu (SSRI) a inhibito-
ry spitné¢ho vychytavania serotoninu a noradrenalinu
(SNRI). Vécsina stadii o ekotoxikologickych ucin-
koch antidepresiv je zamerana na SSRI a len malo
z nich skumalo vodnu toxicitu inych antidepresiv.
Okrem toho nie je dostato¢ne objasneny sposob ich
pdsobenia na necielové vodné organizmy (Minguez
a kol., 2014). Ciel'om tejto Stadie bolo blizsie objas-
nit’ toxicitu tricyklickych antidepresiv a stanovit’ ich
letalne koncentracie.

MATERIAL A METODY

Toxicitu antidepresiv sme skimali pomocou al-
ternativneho biotestu II. generdcie a ndsledne sme
zistili hodnoty ich letalnych koncentracii. Hodnoty
letalnych koncentracii sme stanovili pomocou dvoj-
davkovej interpola¢nej metdody podla Rotha (Roth
a kol.,1962) a pomocou programu ToxRat (ToxRat
Professional Version 3.3.0). Ako modelovy organiz-
mus sme pouzili druh Artemia franciscana, ziabro-
nozky z Cel'ade Artemiidae. Tie sme vystavili uéin-
kom lie¢iv s r6znou koncentraciou a ich uhyn sme
zaznamenavali v pravidelnych ¢asovych intervaloch
do tabuliek, nasledne sme zostrojili grafy a Statisticky
vyhodnatili nase vysledky.

Priprava morskej vody a liahnutie
Artemia franciscana je druh, ktory sa vyskytuje vy-

lucne v slanych vodach a na jej prezitie je dolezita
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Tab. 2: Koncentracie roztokov imipraminu

Tab. 3: Koncentracie roztokov klomipraminu

Oznadenie Koncentréacia Oznadenie Koncentréacia
Petriho misky [mg.1"] Petriho misky [mg.1"]
11 5 01 0,01
12 2,5 02 0,005
13 1,25 03 0,0025
14 0,625 04 0,00125
15 0,3125 05 0,000625

Tab. 4: Koncentracie roztokov amitriptylinu

Tab. 5: Koncentracie roztokov nortriptylinu

Oznacenie Koncentréacia Oznacenie Koncentréacia
Petriho misky [mg.I"] Petriho misky [mg.I"]
Al 0,1 N1 1
A2 0,05 N2 0,5
A3 0,025 N3 0,25
Ad 0,0125 N4 0,125
A5 0,00625 N5 0,0625
Tab. 6: Hodnoty k  Deanovho-Dixonovho testu
A 2 3 4 5 6 7
k 0,886 0,591 0,486 0,430 0,395 0,370
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Tab. 7: Signifikantné rozdiely preukazatel’nosti

50 jedincov v skupine

Skupina s minimalnym | Skupina s maximalnym
efektom (%) efektom (%)
0 12
4 16
10 26
20 38
30 50
40 60
50 70
60 80
70 88
80 94
90 -




Tab. 8: Letalita imipraminu

, CAS (hod)
IMIPRAMIN
24 48 72 96 120 144 168 192
X 98 98 98 98 100* 100* 100* 100*
5 mg.I" n 5 5 5 5 5 5 5 5
s 43 43 43 43 0 0 0 0
X 0 0 60* 84 96* 100* 100* 100*
2,5mg.l! n 5 5 5 5 5 5 5 5
s 0 0 30,1 17,2 43 0 0 0
X 0 0 0 0 22 36 62* 90
1,25 mg.I! n 5 5 5 5 5 5 5 5
S 0 0 0 0 8,6 12,9 8,6 12,9
X 0 0 0 0 0 14 18 34*
0,625 mg.I"! n 5 5 5 5 5 5 5 5
S 0 0 0 0 0 43 8,6 8,6
X 0 0 0 0 0 0 10 12
0,3125mg.I" | n 5 5 5 5 5 5 5 5
S 0 0 0 0 0 0 43
X 2 2 2 2 4 8 12 14
K n 5 5 5 5 5 5 5 5
S 43 43 43 43 43 8,6 43 43

K - kontrolna skupina
x — letalita (%)

n — pocet replikatov
s —smerodajna odchylka

morskd voda. T4 sa pouziva aj na liahnutie a jej zlo-
zenie je zobrazené v tabul'ke 1 (Sklenar a kol., 2006).

Jednotlivé suroviny sme navazili a doplnili destilo-
vanou vodou do vysledného objemu 1000 ml. Takto
pripravend morska voda mala hodnotu pH 8,35. Po-
uzili sme vakuovo balené cysty ,,MAXIMA brine
shrimp eggs” (Sanders, Utah, USA). Ich liahnivost’
je dosiahnuta za 18 hodin pri teplote 27 — 30 °C, sla-
nosti 1,2 — 3 % a pri pH 7,5 — 8,5. My sme pracovali
pri teplote 25 °C, ¢im sme predizili liahnutie na 24
hodin. Cysty sme nasypali do sklenenej nadoby, do-
plnili morskou vodou a sklenent nadobu sme ulozili
do vodného kupela. Pre dokonalt 100 % liahnivost’
je dolezity neustaly pohyb vaji¢ok a dostatok kyslika.
To sme docielili pomocou vibraéného membranové-
ho kompresoru. Takto pripravené cysty sme nechali
liahnut’ 24 hodin (Sklenat a kol., 2006).

Priebeh testu

Petriho misky sme dokladne umyli s gazou v des-
tilovanej vode, aby sa zabranilo r6znym necistotam,
nechali sme ich vysusit’ a vSetky misky sme oznacili,
aby nedoslo k ich zamene. Ako prvé sme si pripravili
roztoky s koncentraciami testovanych latok. Nase lie-
¢iva museli byt dobre rozpustné vo vode. Pripravili
sme roztoky imipraminu, klomipraminu, amitripty-
linu a nortriptylinu v réznych koncentraciach. Tieto
roztoky sme pripravili dvojkovym riedenim, ktoré
je uvedené v tabulke 2. PrediZenie Zivotnosti arté-
mii sme dosiahli dodanim energie z potravy. Kazdy
roztok obsahoval okrem lie¢iva a morskej vody aj
glukozu. Ich koncentracie a oznacenia su znadzornené
v tabulkdch 2 — 5. Kontrolnd vzorka obsahovala len
morsku vodu a glukozu bez lieciva (Dvotéak a kol.,
2009).
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Tab. 9: Letalita klomipraminu

. CAS (hod)
KLOMIPRAMIN
24 48 72 96 120 144 168 192
X 0 0 0 0 2 4 14 18
0,01 mg.I"! n 5 5 5 5 5 5 5 5
s 0 0 0 0 43 43 8,6 43
X 0 0 0 0 2 4 10 16
0,005 mg.I"! n 5 5 5 5 5 5 5 5
s 0 0 0 0 43 43 0 43
X 0 0 0 0 0 2 4 10
0,0025 mg.I" | n 5 5 5 5 5 5 5 5
s 0 0 0 0 0 43 43 8,6
X 0 0 0 0 0 0 6 8
0,00125 mg.I" | n 5 5 5 5 5 5 5 5
s 0 0 0 0 0 0 43 43
X 0 0 0 0 0 0 8 10
0,000625 mg.I" | n 5 5 5 5 5 5 5
S 0 0 0 0 0 0 43
X 2 2 2 2 4 8 12 14
K n 5 5 5 5 5 5 5 5
S 43 43 43 43 43 8,6 43 43

K - kontrolna skupina
x — letalita (%)

n — pocet replikatov
s —smerodajna odchylka

Do Petriho misiek sme napipetovali 10 ml
pripraveného roztoku a pomocou pipety sme pridali
10 nauplii. Pre kazdu koncentraciu sme pouzili 5
misiek, dokopy 50 kusov nauplii. Petriho misky sme
prikryli vie¢kom a ulozili ich do termostatu, ktorého
teplota bola nastavend na 20 °C. Ich Uhyn sme
zaznamenavali do tabuliek v casovych intervaloch
24,48, 72,96, 120, 144, 168, 192, 216 a 240 hodin.
Je potrebné pocitat’ aj s tym, ze vynimoc¢ne sa mohol
objavit’ thyn v kontrolnych skupinach aj po 24 alebo
48 hodindch, ktory mézeme vysvetlit’ traumatiziciou
pri odchyte a prenasani nauplii pipetou. Za uhynuté
nauplie sme povazovali tie, ktoré nevykazovali pohyb
ziadnej Casti tela po dobu 15 sektind ani po opakovom
krazivom pohybe Petriho misky. Odcitanie sme

uskutocnovali pomocou lupy a mikroskopu.
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Statistické metody

V kazdej skupine sa nachadzalo 50 jedincov, ktori
boli rozdeleni do 5 samostatnych misiek, pricom
kazda miska obsahovala 10 jedincov. Pocet misiek
v ramci jednej pouzitej koncentracie je v tabulkach
oznaceny symbolom n. Aby sa zabranilo vyskytu
hrubych chyb, pouzili sme Deanov-Dixonov test pri
pravdepodobnosti o = 0,05. Ako stredna hodnota
uhynu v jednotlivych koncentraciach bol vypocitany
aritmeticky priemer z 5 testovanych skupin. Ako
miera variacie bola stanovena smerodajna odchylka
jedného merania podla vzorca s = R . k_ pre rozsah
suboru mensi ako 8, kde R je variacné rozpitie (R =

X —X
max

i) @K je koeficient, ktorého ¢iselna hodnota
je uvedena v tabulke 6 (Dvoiak a Sucman, 2006).
Z vypocitanych hodnét sme nasledne pripravili

tabulky a trojrozmerné grafy, ktoré zndzornuju



Tab. 10: Letalita amitriptylinu

) CAS (hod)
AMITRIPTYLIN

24 48 72 9 120 144 168 192 216
X 0 0 0 0 4 24 24 42 56*

0,01 mg.I" n 5 5 5 5 5 5 5 5 5
S 0 0 0 0 43 25,8 25,8 30,1 30,1

X 0 0 0 0 4 6 8 12 20

0,05 mg.I n 5 5 5 5 5 5 5 5 5
S 0 0 0 0 43 8,6 8,6 12,9 8,6

X 0 0 0 0 6 10 14 18 28

0,025 mg.I" n 5 5 5 5 5 5 5 5 5
s 0 0 0 0 43 8,6 8,6 8,6 8,6

X 0 0 0 0 0 4 12 18 24

0,0125mg.l" | n 5 5 5 5 5 5 5 5 5
s 0 0 0 0 0 43 43 8,6 8,6

X 0 0 0 0 0 0 4 6 14

0,00625 mg.I' | n 5 5 5 5 5 5 5 5 5
s 0 0 0 0 0 0 43 43 43

X 0 0 0 0 4 8 10 14 14

K n 5 5 5 5 5 5 5 5 5

s 0 0 0 0 43 43 8,6 43 43

K - kontrolna skupina
x — letalita (%)

n — pocet replikatov
s —smerodajna odchylka

zavislost’ letality Artemia franciscana na koncentracii
latky v roztoku a na Case. Vypocitané hodnoty sme
porovnali s hodnotami v tabulke 7, v ktorej su
signifikantné¢ rozdiely preukazatelnosti. Hodnoty,
ktoré predstavuju Statisticky vyznamné rozdiely
medzi jednotlivymi koncentraciami a druhmi
toxickych latok su vo vyslednych tabul’kach oznacené

* (Wayland a Hayes, 1991).
VYSLEDKY

Vysledky studie si zobrazené v tabul’kach 8 — 11
a grafoch 1 — 4. Pri imipramine a klomipramine sme
do tabuliek neuviedli hodnoty letality po 216 hodi-
nach, pretoze v kontrolnej vzorke doslo k ithynu vac-
Siemu ako 20 % a test by tak nespial kritérium vali-

dacie testu. Podobne aj pri amitriptyline a nortripty-

line sme neuviedli hodnoty letality po 240 hodinach,
pretoze v kontrolnej vzorke doslo k tthynu véac¢siemu
ako 20 % a test by tak nesplial kritérium validacie
testu (Dvorak a kol., 2005).

LC,, ziskané dvojdiavkovou interpolatnou meté-
dou

Vysledné hodnoty LC,, sme ziskali dvojdavkovou
interpola¢nou metdédou pomocou pocitacového pro-
gramu. Pouzili sme hodnoty letality v rozmedzi 20
—50 % a 50 - 80 %. Okrem hodn6t LC, program sta-
novil aj rozmedzie intervalov spolahlivosti. Pre po-
rovnanie vysledkov sme pouzili aj program ToxRat.
Pri klomipramine, amitriptyline a nortriptyline sme
nedosiahli thyn vicsi ako 50 %, preto sme nemohli
pouzit’ dvojdavkovu interpolacnit metoédu a ani pro-
gram ToxRat hodnoty LC_ nevyhodnotil. Vysledky
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Tab. 11: Letalita nortriptylinu

i CAS (hod)
NORTRIPTYLIN

24 48 72 96 120 144 168 192 216
X 0 0 0 6 8 20% 28* 34% 42%

1 mg.l! n 5 5 5 5 5 5 5 5 5
S 0 0 0 8,6 8,6 0 12,9 12,9 8,6
X 0 0 0 0 4 4 12 18 32%

0,5 mg.I"! n 5 5 5 5 5 5 5 5 5
S 0 0 0 0 4,3 4,3 8,6 12,9 4,3

X 0 0 0 0 0 0 14 18 26

0,25 mg.I"! n 5 5 5 5 5 5 5 5 5
S 0 0 0 0 0 0 4,3 8,6 8,6

X 0 0 0 0 0 6 10 16 24

0,125 mg.I"! n 5 5 5 5 5 5 5 5 5
S 0 0 0 0 0 4,3 0 4,3 4,3

X 0 0 0 0 0 0 2 4 22

0,0625 mg.|"! n 5 5 5 5 5 5 5 5 5
s 0 0 0 0 0 0 43 4,3 43

X 0 0 0 0 4 8 10 14 14

K n 5 5 5 5 5 5 5 5 5
] 0 0 0 0 43 4,3 8,6 4,3 4,3

K - kontrolné skupina n — pocet replikatov

x — letalita (%)
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s — smerodajna odchylka

Tab. 12: Vysledky imipraminu vyhodnotené dvojdavkovou interpola¢nou metédou

Cas les1a, . Vyss1a{ . LC,, Interval spolahlivosti
(hod) koncentracia koncentracia (mg i-‘) (mg.1")
(mg.I") (mg.I") ’ ’

24 2,5 5 3,561 (3,51 -3,61)
48 2,5 5 3,561 (3,51 -3,61)
72 1,25 2,5 2,227 (1,946 — 2,548)
96 1,25 2,5 1,888 (1,793 - 1,988)
120 1,25 2,5 1,624 (1,512 — 1,745)
144 1,25 2,5 1,454 (1,295 - 1,633)
168 0,625 1,25 1,034 (0,876 - 1,221)
192 0,625 1,25 0,76 (0,673 -0,861)
216 0,625 1,25 0,657 (0,555 - 0,779)
240 0,325 0,625 0,478 (0,416 - 0,549)




Tab. 13: Vysledky imipraminu vyhodnotené programom ToxRat

(E:;) ‘LC, (mgl) | “LC, (mgl) | LC,(mgl")
24 3,617 3.775 4,096

18 3,617 3.775 4,096

72 1639 1.868 2401

% 1470 1,654 2,072
120 1,090 1,229 1546
144 0,678 0,829 1218
168 0,419 0,549 0,921
192 0,340 0.431 0.677
216 0.296 0.367 0,554

"LC,, letalna koncentracia pre 10 % testovanych zvierat
“LC,, letalna koncentracia pre 20 % testovanych zvierat

hodndt LC, ziskané dvojddvkovou interpolacnou

metodou st znazornené v tabulke 12.

LC,,ziskané programom ToxRat

Vysledné¢ hodnoty LC, ziskané programom ToxRat
su znazornené v tabul’ke 13.

Pri klomipramine, amitriptyline a nortriptyline sme

neurcili presn¢ hodnoty LC,, pretoZe hodnoty LC,,

50°
boli vyssie ako nami testované najvyssie koncentra-
cie. U klomipraminu je hodnota LC_, > 0,01 mg.I",
u amitriptylinu je hodnota LC_, > 0,1 mg.I"" a u nor-
triptylinu je hodnota LC,, > 1 mg.I"". Vyssie koncen-
tracie lieciv sme nemohli pouzit' z dovodu limitnej

rozpustnosti.
DISKUSIA

Ked’ze antidepresiva patria celosvetovo k najcas-
tejSie predpisovanym liekom, je potrebné sledovat
ako ovplyvnuji nase prostredie, nakolko véc¢sina
z nich alebo ich metabolitov sa dostava do zivotného
prostredia roznymi cestami, najcastejSie vSak stolicou
amocom. Tieto lie¢iva nevplyvaji len na zivotné pro-

stredie, ale aj na drobné mikroorganizmy. Pomocou

alternativneho biotestu II. generdcie sme testovali 4
lie¢iva zo skupiny antidepresiv ich vplyv na drobné
organizmy, sledovali sme uhyn nauplii a stanovili
sme letalne koncentracie danych lieciv.

Pri imipramine sa podla EDQM (European Direc-
torate for the Quality of Medicines) hodnota LC,,
udava vysSia ako 1 mg.I"! po 96 hodinach u ryb. V na-
Som pripade, kde sme ako modelovy organizmus po-
uzili druh Artemia franciscana, bola hodnota LC, po
96 hodinach 1,888 mg.I"' (spodna hodnota intervalu
spol'ahlivosti pre LC, bola 1,793 mg.I"" a horna hod-
nota intervalu spol’ahlivosti pre LC, bola 1,988 mg.I
1), ¢o sa priblizuje k doterajSim zistenym $tudiam
(EDQM, Imipramine). Podl'a Caymanskej chemicke;j
spolo¢nosti sa v karte bezpec¢nostnych udajov imipra-
minu uddva hodnota LD, 305 mg.kg ", pri klomipra-
mine je letalna davka 915 mg.kg™!, pri amitriptyline
240 mg.kg" a pri nortriptyline 405 mg.kg' (Safety
Data Sheet, 2021). VSetky lieciva boli testované na
mysiach. Z doterajSich studii vyplyva, ze amitriptylin
je najviac toxicky. V porovnani s naSou $tadiou sa
vysledky priblizujt, v nasom pripade sa ako najtoxic-
kejsi prejavil amitriptylin spolu s klomipraminom.
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ZAVER

Antidepresiva sa dostavaju do zivotného prostredia
v dosledku viacerych antropogénnych aktivit. Preto je
dolezité venovat’ vel’ku pozornost’ oblastiam s rastu-
cou populaciou a nedostato¢nymi systémami Cistenia
odpadovych vod, nakol’ko dochadza k bioakumulacii
antidepresiv ako aj ich metabolitov v r6znych orga-
nizmoch, hlavne v rybéach, vodnych rastlinach, mak-
kySoch, slimakoch.

Ciel'om Studie bolo stanovenie hodn6t LC; u vy-
branych druhov antidepresiv za pouzitia alternativ-
neho biotestu 1. generacie na modelovom organizme
Artemia franciscana. Vysledné hodnoty LC,, sme
ziskali pomocou dvojdavkovej interpolacnej metody
podl'a Rotha a pomocou programu ToxRat. Pri liec¢i-
vach sme pouzili r6zne koncentracie, preto je tazké
urcit, ktor¢ liecivo bolo najtoxickejsie. Hodnoty LC,
sme ziskali len pri imipramine, pri ostatnych lieci-
vach boli hodnoty LC,  vysSie ako nami testované
najvyssie koncentracie. VysSie koncentracie sme pri
lieCivach nepouzili, pretoze vy$sie koncentracie by
boli za hranicou rozpustnosti. Zistili sme, ze aj tie-
to lie¢iva maju vplyv na uhyn drobnych organizmov.
Z nasich lie¢iv sa ako najviac toxicky javil amitrip-
tylin spolu s klomipraminom. AvSak koncentracie,
ktoré sme pouzili v nasej Studii nepredstavuju nijaké
Specifické riziko pre zivotné prostredie. Koncentracia
tricyklickych antidepresiv v povrchovych vodach je
znacne nizka, nachadzaju sa len v stopovych mnoz-
stvach.
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ABSTRAKT

Nealkoholova steatohepatitida (NASH) je pova-
Zovana za progresivnu formu nealkoholovej tuko-
vej choroby pecene (NAFLD), ktora moZe prog-
redovat’ do vyvoja cirhdozy pecene a vzniku he-
patocelularneho karcinému pecene. NajcastejSou
pri¢inou NAFLD/NASH je metabolicky syndrom.
Ciel’om $tidie bolo v sibore 15 pacientov rézneho
veku a pohlavia (9 muZov a 6 Zien) s diagnostiko-
vanou NASH zistit’ pritomnost’ obezity na zaklade
stanovenia indexu telesnej hmotnosti (BMI) a me-
rania obvodu pasa, sledovat’ zmeny laboratérnych
vySetreni sérovych hepatalnych enzymov (alanina-
minotransferaza — ALT, aspartataminotransfera-
za — AST) a lipidového profilu (triacylglyceroly —
TAG, lipoproteiny s nizkou hustotou prenasajice
cholesterol — LDL-C) pred a po 6 mesiacov trvaju-
cej terapii a analyzovat’ indikovanu farmakotera-
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piu. Vysledky Studie potvrdili, Ze nadvahou trpelo
40 % pacientov a obezitou 1. stupnia trpelo 33,3 %
pacientov. Abdominalna obezita sa zistila u 53,3 %
a abdomindlna nadvaha u 20 % pacientov. Pred
liecbou malo 86,7 % pacientov zvySenu aktivitu
ALT v sére, po liecbe klesli hodnoty u vSetkych,
pricom 1 pacient mal referenéni hodnotu ALT.
Koncentracie AST boli zvySené oproti referencnej
hodnote u 80 % pacientov, po liecbe klesli hodnoty
u vSetkych, referenénui hodnotu dosiahlo 33,3 %
pacientov. Koncentracie triacylglycerolov a LDL-
-C boli zvySené u 5 pacientov, po lie¢be dosiahli
koncentracie u vSetkych referenéné hodnoty. Pri
lie¢be u 8 pacientov (53,3 %) bol najcastejSie indi-
kovany atorvastatin v r6znych dennych davkach.
Monoterapia (ezetimib, fenofibrat, silymarin) bola
aplikovana u 13 pacientov (86,6 %). Najefektiv-
nejSia terapia bola pri pouziti ezetimibu (1 x 10
mg) a atorvastatinu (1 x 20 mg).



Klucové slova: atorvastatin; hepatalne testy;
LDL-C; steatohepatitida; terapia; triacyglycerol

ABSTRACT

Non-alcoholic steatohepatitis (NASH) is con-
sidered a progressive form of nonalcoholic fatty
liver disease (NAFLD), which can progress to the
development of liver cirrhosis and hepatocellular
carcinoma of the liver. The most common cause of
NAFLD/NASH is metabolic syndrome. The aim of
the study was to determine the presence of obe-
sity in a group of 15 patients of different ages and
sexes (9 men and 6 women) diagnosed with NASH
based on the determination of body mass index
(BMI) and waist circumference measurements,
to monitor changes in laboratory examinations
of serum hepatic enzymes (alanine aminotrans-
ferase — ALT, aspartate aminotransferase — AST)
and lipid profile (triacylglycerols — TAG, low den-
sity lipoproteins transport cholesterol — LDL-C)
before and after 6 months of therapy and to ana-
lyze indicated pharmacotherapy. The results of
the study confirmed that 40 % of patients suffered
from overweight and 33.3 % of patients suffered
from obesity of the 1st degree. Abdominal obesity
was found in 53.3 % and abdominal overweight
in 20 % of patients. Before the treatment, 86.7 %
of patients had elevated serum ALT activity, af-
ter the treatment the values decreased in all, while
one patient had a reference ALT value. AST con-
centrations were increased compared to the refer-
ence value in 80 % of patients, after the treatment
the values decreased in all, the reference value was
reached in 33.3 % of patients. The concentrations
of triglycerides and LDL-C were increased in 5
patients, after the treatment the concentrations
reached the reference values in all. In the treat-
ment of 8 patients (53.3 %), atorvastatin in vari-
ous daily doses was most often indicated. Mono-
therapy (ezetimibe, fenofibrate, silymarin) was
applied in 13 patients (86.6 %). The most effective
therapy was when using ezetimibe (1 x 10 mg) and

atorvastatin (1 x 20 mg).

Key words: atorvastatin; LDL-C; liver tests;
steatohepatitis; therapy; triacyglycerol

UvVOoD

Nealkoholova steatohepatitida (NASH), anglicky
non-alcoholic steatohepatitis, je povazovana za prog-
resivnu formu nealkoholovej tukovej choroby pecene
(NAFLD), anglicky nonalcoholic fatty liver disease,
ktorda moze progredovat’ do vyvoja cirhozy pecene
a vzniku hepatocelularneho karcindomu pecene. Podl’a
Medzinarodnej klasifikacie chorob (MKCH10) (ICD
— 10 Version: 2016) patria NASH a NAFLD k diag-
néze Choroby pecene K70-K77. Choroba NAFLD/
NASH je povazovana za organovu, resp. pecenovi
manifestdciu metabolického syndromu s prejavmi
obezity, inzulinovej rezistencie (IR), hypertenzie
a dyslipidémie. Na zaklade populacnych stidii sa
predpoklada, ze NAFLD je pritomna u 16 — 23 % po-
pulécie (Bellentani a kol., 2000) a samotny NASH u 1
—2 % populécie (Ground, 1982). Vyskyt NASH stlpa
priamoumerne s narastajucim poctom obéznych pa-
cientov a s po¢tom pacientov, ktori trpia ochoreniami,
ktoré klinicky k obezite vedu. Vzhl'adom na naras-
tajucu incidenciu a zavaznost’ je NASH zarad’ovana
medzi priority v starostlivosti o pacienta (Holoman
a kol., 2016).

V patogenéze NAFLD/NASH zohravaji vyznam-
nt ulohu niektoré rizikové faktory spajajice sa s me-
tabolickym syndromom. Obezita je povazovana za
vyznamny rizikovy faktor v rozvoji ochorenia. Roz-
hodujuce je mnozstvo pritomného visceralneho tuku,
ktory je mozné posudit’ zmeranim obvodu pasa. VoI-
né mastné kyseliny (VMK) sa rychlejSie mobilizuju
z visceralnych (centralnych) ako subkutannych (pe-
riférnych) zasob. V procese esterifikacie tvoria VMK
triacylglyceroly (TAG), pricom tvorba TAG sa v do-
sledku IR zvySuje. Aktivita lipoproteinovej lipazy je
u diabetikov zniZena, ¢o ma za nasledok hromade-
nie lipoproteinov s vel'mi nizkou hustotou (VLDL),
chylomikronov a TAG v plazme. Vyskyt NASH je
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u chorych s NAFLD zisteny u 10 — 40 %. ESte vyssi
je vyskyt u obéznych pacientov (55 — 74 %) a u dia-
betikov 2. typu (21 — 78 %) (Chalasani a kol., 2015).
V sucasnosti sa venuje zvysenad pozornost’ aj d’alSim
faktorom, ktoré vedu k vzniku a rozvoju oxida¢ného
stresu s rozvojom lipoperoxidacie, tlohe endotoxinov
a cytokinmi sprostredkovanej zapalovej odpovede,
ktoré sa moézu podielat’ na vzniku NASH (Farrell
a Larter, 2006).

Farmakoterapia NASH je zamerana na ovplyvnenie
zapalovych zmien poskodzujucich hepatocyty a na
zabranenie vzniku fibrozy pecene. Cielom farmako-
terapie je zlepSenie laboratorneho nalezu (zniZenie
aktivity aminotransferaz), zlepSenie inzulinovej sen-
zitivity s upravou naruseného tukového a glycidové-
ho metabolizmu a priame ovplyvnenie metabolizmu
hepatocytov (Fejfar a kol., 2016).

Cielom naSej Stadie bolo zistit’” vyskyt obezity
u skupiny pacientov s diagnostikovanou NASH sta-
novenim indexu telesnej hmotnosti (BMI) a meranim
obvodu pasa, interpretovat’ laboratorne vysledky vy-
branych hepatalnych enzymov (alaninaminotransfe-
raza — ALT, aspartataminotransferaza — AST) a lipi-
dového profilu (triacylglyceroly — TAG, lipoproteiny
s nizkou hustotou prenasajuce cholesterol — LDL-C)
vzhladom na referencné hodnoty pred a po 6-mesac-
nej terapii a analyzovat preskripciu lie¢iv na zaklade

analyzy preskripcnych zaznamov.

MATERIAL A METODY

Charakteristika stiboru pacientov

Analyzovany sibor pozostaval z 15 pacientov, a to
z 9 muzov (60 %) a 6 zien (40 %). Ich vek sa pohy-
boval od 33 do 67 rokov, priCom priemerny vek vset-
kych pacientov bol 51,7 roka. Priemerny vek Zien bol
51,5 roka a muzov 52,3 roka.

Ziskanie laboratornych vysledkov

V spolupréaci s internym a vSeobecnym lekéarom
sme ziskali vysledky laboratérnych vysetreni pre re-
alizaciu retrospektivnej analyzy. VSetky laboratorne
analyzy boli uskuto¢nené na prisluchajucich praco-
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viskach laboratornej diagnostiky. Analyza vysledkov
sa tykala obdobia od jula do decembra 2019, t. j. 6
mesiacov. Informacie o zdravotnom stave a labora-
tornych vysetreniach pacientov so steatézou a steato-
hepatitidou sme ziskali z ich chorobopisov. Nasledne
sme spracovali potrebné udaje, ako je vek a pohlavie
pacientov, stanovena diagnoza, laboratorne vysled-
ky hepatalnych enzymov ALT a AST, hladiny TAG
a lipoproteinovych castic bohatych na cholesterol
(LDL-C) a naordinovant farmakologicku terapiu.

Vsetky zistené udaje boli spracované v sulade so
zédkonom o ochrane osobnych tdajov. Pohlavie a vek
pacientov sme urcili na zéklade rodného ¢isla.

Laboratorne vysledky pred a po 6-mesacnej liec-
be sme spracovali do tabuliek pomocou programu
Microsoft Excel.

Pritomnost’ obezity
Ia) Stanovenie BMI

Vo vseobecnosti sa obezita povazuje za najriziko-
vejsi faktor, ktorého dosledkom mdze vzniknut ste-
atoza a nasledne steatohepatitida. Medzi najcastejSie
pouzivané kritérium pre hodnotenie obezity patri sta-
novenie BMI.

Stupen obezity sme zistili na zaklade BMI. BMI

sme vypocitali podl'a vzorca:

hmotnost (kg)

BMI =
vySka? (m?)

Ib) Meranie a hodnotenie obvodu pasa

V naSej Studii sme obvod pasa u pacientov merali
horizontalne, presnejsie v strednej vzdialenosti medzi
crista iliaca a dolnym okrajom rebra. Pacienti pocas
merania stali, s chodidlami od seba vo vzdialenosti
cca 13 cm s rovnomerne rozlozenou vahou na oboch
nohach.

Statisticka analyza

Pri statistickej analyze vysledkov §tidie bola okrem
metody deskriptivnej Statistiky pouzitd neparamet-
ricka testovacia metdda (Wilcoxonov péarovy test).
Vypocty boli realizované pomocou programu Wilco-



xon Signed-Rank Test Calculator a podl'a Gravettera
a Wallnaua (2013), pricom hodnota T, znamena sucet

kladnych poradi a T sucet zapornych poradi.
VYSLEDKY A DISKUSIA

Marchesini a kol. (2016) vo svojej stadii uviedli, ze
56 — 79 % pacientov s nadvahou (BMI > 25 kg/m?)
trpi NAFLD a u tretiny je diagnostikovany metabo-
licky syndrom.

Z vysledkov nasej studie vyplyva, ze 40 % pacien-
tov n&sho suboru trpelo nadvahou (BMI 25 — 29,9 kg/
m?) a 33,3 % pacientov trpelo obezitou 1. stuptia (BMI
30 — 34,9 kg/m?). Steatdza byva diagnostikovana aj u
jednotlivcov oznacenych ako ,,neobézni®, ktori maju
hodnoty BMI v norme (BMI do 24,9 kg/m?). U tychto
sa vyskytuje centralna obezita (Farrell a Larter, 2006)
alebo niektory d’alsi z rizikovych faktorov metabolic-
kého syndrému (Marchesini a kol., 2016). V nasom
pripade sa tento stav vyskytoval u Styroch pacientov
(26,6 %), u troch muzov a jednej Zeny.

Damaso a kol. (2008) uvadzajt, ze vel'mi dolezita
ulohu pri vzniku NASH zohrava podiel visceralneho
(vnutrobrusného) tuku, ktory sa urCuje meranim ob-
vodu pésa.

Fraenkel a Lazarova (2006) sledovali vzt'ah medzi
BMI a obvodom pasa u pacientov so steatézou a ste-
atohepatitidou. Vo svojej praci uviedli, Ze obvod pasa
patri k rozhodujicim antropometrickym parametrom
vedicim k vzniku NAFLD a NASH, pretoZze mera-
nie obvodu pasa signalizuje informaciu o mnozstve
pritomného tuku, ktory obal'uje vnutorné organy, a to
predovsetkym pecer.

Pri vyhodnoteni idajov ziskanych pri merani ob-
vodu pasa sme vychadzali zo stidie Koninga a kol.
(2007) a Pavelekova a Peterkova (2008), kedy u
muzov v pripade, ak obvod pasa je vacsi ako 94 cm,
hrozi vysené riziko ukladania visceralneho tuku (ab-
dominalna nadvéha) a ak je obvod vac¢si ako 102 cm,
pacienti maju vysoké riziko ukladania visceralneho
tuku (abdominalna obezita). Za zvySené riziko uk-
ladania visceralneho tuku (abdominalna nadvéha)
u zien je povazovany obvod pasa vacsi ako 80 cm

a vysoké riziko ukladania tuku (abdominalna obezita)
pri obvode pasa va¢Som ako 88 cm.

V naSom stbore pacientov mali dvaja muzi (22,2
%) obvod pasa vacsi ako 94 cm a u jednej zeny (16,7
%) bol obvod pasa viacsi ako 80 centimetrov, a preto
na zaklade tychto vysledkov mdézeme skonstatovat’,
ze celkovo trom pacientom (20 %) hrozilo zvysené
riziko ukladania visceralneho tuku, teda abdominalna
nadvaha. Abdomindlna obezita sa vyskytovala u Sty-
roch muzoch (44,4 %); ktori mali obvod pasa nad 102
centimetrov a u Styroch zien (66,6 %), ktoré mali ob-
vod pasa nad 88 centimetrov. Na zédklade nameranych
hodn6t obvodu pasa sme dospeli k zaveru, ze 53,3 %
pacientov nasho stuboru trpi abdominalnou obezitou,
pacienti maju vysokeé riziko zvyseného ukladania vis-
ceralneho tuku a riziko zvySenej imrtnosti.

Aminotrasferazy (ALT, AST) su pecenové enzy-
my, ktorych hodnoty sa pouzivaja pri biochemickych
vySetreniach pri podozreni na ochorenie pecene. Me-
dzi hlavné kritéria na stanovenie diagné6zy NASH
patria zvySené sérové aktivity pecenovych enzymov
ALT a AST. Viaceri autori vSak uvadzaji, Ze u Cas-
ti pacientov s NASH je zistovand normalna hladina
aminotransferaz (Mofrad a kol., 2003; Amarapurkar
a Patel, 2004).

Pred 6-mesacnou liecbou bola hodnota ALT zvyse-
na u 13 pacientov (86,66 %); a to u 7 muzov (77,78
%) (vid’tab. 1) au 6 zien (100 %) (vid’ tab. 2). Labora-
torne hodnoty pacientov sme porovnavali s referenc-
nou hodnotou pre ALT, ktord sa pohybuje v rozmedzi
0,20 — 0,80 pkat.I'' u muzov a 0,20 — 0,60 pkat.I"!
u zien. Po polrocnej terapii boli sérové aktivity ALT
u vSetkych muzov a zien znizené oproti hodnotam
pred terapiou. Referen¢nu hodnotu pre ALT u muzov
spifiali 3 muzi, aviak ani jedna Zena. Na hladine vy-
znamnosti p < 0,01 bol u muzov preukazany Statis-
ticky vyznamny rozdiel v aktivitich ALT pred a po
aplikdcii terapie, u zien bol vysledok signifikantny pri
hladine vyznamnosti p < 0,05. Sérové aktivity AST
pred terapiou boli zvySené oproti referencnej hodno-
te (0,17 — 0,85 pkat.I'' u 8 muzov (88,88 %) a u 4
zien (66,66 %) (vid’ tab. 3). Po 6-mesacnej lieCbe boli
znizené sérové aktivity AST u vsetkych muzov a u
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Tab. 1: Sérova aktivita ALT (pkat.I'') u muzov pred a po liecbe

pa(él;selr(l)ta Pred lie¢bou Po lie¢be Rozdiel P‘;::;;Zfll‘)s;ll?:ﬁ) );Ch

1 0,79 0,77 0,02 1
2 5,52 2,72 2,80 8
3 2,20 1,02 1,18 7
4 0,60 0,60 0
5 1,40 1,00 0,40 6
6 1,10 0,86 0,24 4
7 1,02 0,82 0,20 3
8 1,34 1,03 0,31 5
9 0,97 0,79 0,18 2

Sucet 36

T,=36, T_= 0; kritickd hodnota T prin =8 (p <0,01) je 0,3;

vysledok je signifikantny pri p < 0,01

Tab. 2: Sérova aktivita ALT (pkat.I'") u Zien pred a po lie¢be

paCcl;zlr(l)ta Pred lie¢bou Po lie¢be Rozdiel P‘;::;;%:‘:j;::;ﬁ)};m
10 0,71 0,68 0,03 1
11 1,23 1,03 0,20 4
12 0,89 0,77 0,12 2
13 1,03 0,85 0,18 3
14 1,20 0,90 0,30 6
15 1,06 0,82 0,24 5
Sudet 21

T,=21, T =0; kriticka hodnota T pri n = 6 (p < 0,05) je 0,6;

vysledok je signifikantny pri p < 0,05

vsetkych zien. Referen¢na hodnotu pre AST u muzov
spifalo 5 muzov (55,55 %) a 4 Zeny (66,66 %). Na
hladine vyznamnosti p < 0,01 bol v subore pacientov
preukazany Statisticky vyznamny rozdiel v aktivitach
AST pri porovnani hladin pred a po aplikacii terapie.

Amarapurkar a kol. (2006) na zaklade vysledkov
svojej Stadie referovali o tom, Ze vysoké hodnoty
transaminaz nie su Specifické a nemusia znamenat’
progresiu NASH. Chen a kol. (2006) uvadzaju, ze

u niektorych pacientov s NASH st zistované nor-
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malne hodnoty aminotransferaz a naopak u niekto-
rych pacientov s vysokymi hodnotami pecenovych
enzymov nemusi byt diagnostikovana steatohepati-
tida, preto je pri diagnostikovani NASH nevyhnutna
biopsia pecene (Amarapurkar a kol. 2006). Adams
a kol. (2005) zistili, Ze hladiny pecenovych enzymov
u pacientov s NAFLD koliSu a normalne hodnoty
aminotrasferaz sa vyskytuju az u 78 % pacientov
s tymto ochorenim. Ked’ st sérové hodnoty amino-

transferaz zvysené, zvysenie je mierne a casto obme-



Tab. 3: Sérova aktivita AST (pkat.I"!) u pacientov pred a po liecbe

pzfil;ill(l)ta Pred lie¢bou Po lie¢be Rozdiel P?::;;%f?j;é?zﬁ) );Ch

1 1,20 0,80 0,40 12,5
2 1,62 0,99 0,63 15
3 1,40 0,86 0,54 14
4 0,71 0,70 0,01
5 0,88 0,82 0,06 3
6 1,16 0,89 0,27 10
7 1,18 0,84 0,34 11
8 1,03 0,80 0,23 9
9 1,40 1,00 0,40 12,5
10 0,80 0,78 0,02 3
11 1,10 0,90 0,20 75
12 0,86 0,83 0,03
13 0,79 0,77 0,02
14 1,01 0,85 0,16
15 1,20 1,00 0,20 7.5

Sucet 120

T,=120, T_= 0; kritickd hodnota T prin =15 (p <0,01) je 15;

vysledok je signifikantny pri p < 0,01

dzené na jednu, resp. obidve aminotrasferazy (ALT,
AST). Uslusoy a kol. (2009) uskuto¢nili §tadiu, ktorej
sa zucastnilo 34 pacientov, z toho 12 muzov a 22 Zien.
25 pacientov malo zvySené hodnoty aminotransferaz.
U 9 pacientov boli zistené normalne hodnoty ALT
aAST. U 16 pacientov z 25-tich bola diagnostikovana
NASH a u zvys$nych 9 bola zistena jednoducha stea-
toza. U 9 pacientov s fyziologickou hladinou ALT sa
neskor potvrdila po histopatologickom vysetreni u 7
z nich pritomnost NASH a u 2 jednoducha steat6za.
V zavere Studie autori uviedli, Ze poskodenie pecene
zistené pri histopatologickom vySetreni bolo zavaz-
nejSie u pacientov s NASH, u ktorych boli vysoké
hladiny enzymov, v porovnani s pacientmi, u ktorych
boli hladiny enzymov v norme, avSak rozdiely neboli
Statisticky vyznamné.

Takmer 70 % pacientov s NAFLD trpi dyslipidé-

miou charakterizovanou zvysSenou koncentraciou

TAG v sére, zvySenim hladiny LDL-C a nizky-
mi hodnotami HDL cholesterolu (Speliotes a kol.,
2010).

TAG reprezentuji hlavni formu intrahepatalnych
lipidov akumulovanych pri NAFLD. ZvySeny pri-
jem TAG jedlom a transport mastnych kyselin (MK)
uvolnenych z inzulin rezistentného tukového tkani-
va a tiez intenzivna de novo lipogenéza v peceni st
vyznamné cesty vedice k intrahepatalnej akumulacii
TAG (Wasilevska, Lebensztejn, 2021). K vyvoju NA-
FLD a progresii ochorenia prispieva zvysena hladina
cholesterolu v bunkach. Absorpcia cholesterolu je
sprostredkovand Specifickym transportnym protei-
nom Niemann Pick Cl-like 1, ktory je bohato pro-
dukovany kefkovitym lemom membrany enterocytov
v tenkom creve (Luo, Yang, Song, 2020). Cholesterol
je esterifikovany acetyl-CoA cholesterol acyltrans-
ferazou 2 (ACAT-2) a inkorporovany spolu s TAG
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Tab. 4: Koncentracia TAG (mmol.I''") u pacientov pred a po liecbe

paCcl;ilr(:ta Pred lie¢bou Po lie¢be Rozdiel Pf:;;%?:’i;?;ﬁ) );Ch

1 1,02 0,99 0,03 35
2 1,31 1,01 0,30 14
3 1,91 1,65 0,26 11
4 1,89 1,69 0,20 10
5 1,80 1,53 0,27 12
6 1,41 1,38 0,03 3,5
7 1,23 1,10 0,13 8
8 1,11 1,00 0,11 7
9 0,86 0,79 0,07 5
10 1,01 0,99 0,02 2
11 0,70 0,69 0,01 1
12 1,11 1,11 0
13 1,81 1,67 0,14 9
14 1,99 1,70 0,29 13
15 1,23 1,15 0,08 6

Sucet 105

T,=105, T = 0; kritickd hodnota T prin =14 (p <0,01) je 12;

vysledok je signifikantny pri p < 0,01

a apolipoproteinom B-48 do chylomikréonov. TAG
su hydrolyzované lipoproteinovou lipazou a chylo-
mikrony st transformované do chylomikrénovych
remnantov obsahujucich hlavne cholesterol, ktoré
su nasledne vychytavané pecenou (Wang, 2007).

Intracelularna akumulacia lipidov pri NAFLD re-
zultuje z nerovnovahy medzi absorpciou mastnych
kyselin, syntézou a oxidaciou lipidov a exportom
TAG prostrednictvom lipoproteinov s vel'mi nizkou
denzitou (VLDL). VLDL, ktoré st syntetizované
v hepatocytoch, si vylucované do cirkulécie, kde sa
posobenim lipoproteinovej lipazy cez medziprodukt
lipoproteiny intermediarnej denzity (IDL) premienaju
na lipoproteiny s nizkou hustotou bohaté na choles-
terol (LDL-C). Ulohou LDL je zabezpedit transport
cholesterolu z hepatocytov k periférnym bunkam. Po-
kial’ bunky tkaniv nemaju dostatok receptorov LDL,
hromadia sa tieto LDL castice v krvnej plazme, t. j.
stupa hladina LDL-cholesterolu.
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V studii sme sledovali zmeny vysledkov laborator-
neho vysetrenia lipidového metabolizmu u pacientov,
a to hladiny TAG a LDL-C pred a po liecbe. Zistili
sme, ze pred lie¢bou u 3 muzov (33,33 %) a u 2 zien
(33,33 %) boli koncentracie TAG a LDL-C vyssie
ako je referen¢na hodnota pre TAG (0,45 —1,7 mmo-
[.I'") a pre LDL-C (1,2 — 3,0 mml.I""). Po 6-mesacnej
liecbe sme na zaklade vysledkov koncentracii TAG
zistili, ze u vSetkych pacientov sa koncentracie TAG
a LDL-C znizili a ani u jedného neboli hodnoty vys-
Sie ako je stanovena referen¢na hodnota pre TAG a
LDL-C. Znizenie TAG a LDL-C bolo signifikantné
pri hladine vyznamnosti p < 0,01 (vid’ tab. 4 a 5).

Farmakoterapia NAFLD/NASH

Choroba NAFLD/NASH je vel'mi casto diagnos-
tikovand u asymptomatickych jedincov po detekcii
zvySenych hodnot aminotransferaz pocas rutinného
skriningového vysetrenia (Matteoni a kol., 1999; Far-



Tab. 5: Koncentracia LDL-C (mmol.I"') u pacientov pred a po liecbe

pactenta | Predliecbou | Polieebe | Rozdiel | R et smerom

1 2,45 2,31 0,14 10 10
2 2,03 1,99 0,04 6 6
3 3,48 2,97 0,51 14 14
4 3,11 2,75 0,36 1 1
5 3,17 2,67 0,50 13 13
6 2,72 2,64 0,08 8
7 1,87 1,86 0,01 3
8 1,45 1,45 0
9 1,39 1,40 -0,01 3 -3
10 1,79 1,78 -0,01 3 -3
11 1,49 1,48 0,01 3 3
12 2,08 2,09 -0,01 3 -3
13 3,21 2,80 0,41 12 12
14 3,01 2,88 0,13 9
15 2,22 2,17 0,05 7

Sucet 96

T,=96, T =9; kritickd hodnota T prin =14 (p <0,01) je 12;
vysledok je signifikantny pri p < 0,01

rell a Larter, 2006).

Liecba je empirickd a zameriava sa na liecbu pri-
tomného metabolického syndromu. Spociva v terapii
pritomnych rizikovych faktorov, t. j. diabetu, dyslipi-
démie a obezity (Brtiha a kol., 2007). Zakladom tera-
pie je redukcia vahy, zvysenie fyzickej aktivity, zme-
na stravovacich navykov a désledna terapia dyslipi-
démie. Na farmakologické ovplyvnenie metabolizmu
cholesterolu a tukov a na tipravu hladin lipoproteinov
v krvnej plazme sa pouzivaju lie€iva s roznym me-
chanizmom ucinku (vid’ tab. 6). K najpouzivanejsej
skupine lie¢iv patria statiny. Mechanizmus ich ¢inku
spociva v inhibicii enzymu 3-hydroxy-3-metyl gluta-
ryl CoA reduktazy (HMG-CoA reduktaza), ¢o vedie
nasledne k zniZzovaniu intracelularnej syntézy choles-
terolu. Statiny s povazované za efektivne a bezpecné
latky, pri aplikacii ktorych moze d’alej dojst’ k znize-
niu zapalovej aktivity, k znizeniu koncentracie TAG
a miernemu zvyseniu koncentracie HDL-C. Podl'a

vysledkov klinickych studii a praxe statiny dokazu
znizit’ hladinu LDL-C o 38 — 40 %, pricom hypoli-
pidemicky ucinok variruje podla G¢innosti konkrét-
neho statinu (Las$anova, Tisonova, Kriska, 2005).
hladina LDL-C v krvnej plazme od 4,3 % do 12,8
% a koncentracia TAG od 1 % do 14,6 % (vid’ tab.
7). Spolahlivym typom hypolipidemika su fibraty.
Funguju ako agonisti peroxizom proliferator-aktivo-
vaného receptora a (PPAR-a), ktory patri do rodiny
nukledrnych receptorov. Ich stimulaciou sa zvySuje
aktivita lipoproteinovej lipazy, zvySuje sa oxidativna
degradacia MK, ¢o spdsobuje zniZenie tvorby LDL
Castic bohatych na TAG. V nasej studii pacient 6 uzi-
val pocas liecby fenofibrat v davke 1 x 200 mg. Po
liecbe boli uitho hodnoty TAG a LDL-C zniZené o
2,1 %, resp. 0 2,9 %. Ezetimib je selektivny inhibitor
¢revnej absorpcie cholesterolu, ktory blokuje v duo-
dene Nieman-Pickov protein. Ezetimib je indikovany
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Tab. 6: Lieciva pouZivané pri 6-mesacnej terapii NASH
v b ()
Cislo pacienta Poc?t a% Liecivo Davka (mg) Poznamka
pacientov
1,2,5,7,8,15 6 (39,9) Atorvastatin 1x20 10
14 1(6,7) Atorvastatin 1x10 Hymekronon 3 x 400 mg
Atorvastatin 1x20
4 1(6.7) Vitamin E 1x400
10, 12 2 (13,4) Simvastatin 1x20
Simvastatin 1x40
13 1(6.7) Ezetimib 1x10
3 1(6,7) Ezetimib 1x10
6 1(6,7) Fenofibrat 1x 200
9,11 2 (13,4) Silymarin 3 x 150
Tab. 7: Pokles a narast priemernych hodnét sledovanych parametrov v zavislosti
od indikovanej terapie
Terapia Pokles ALT Pokles AST Pokles TAG Pokles Navrat
P (%) (%) (%) LDL-C (%) | LDL-C (%)
Atorvastatin 37,2 24,4 12,5 53 0
1x20mg
Atorvastatin 25,0 15,8 14,6 4,3 0
1x10 mg
Atovastatin 0 1,4 10,6 11,5 0
1x20mg
Vitamin E
1 x 100 mg
Simvastatin 8,7 2,4 1,0 0 0,3
1x20mg
Simvastatin 17,5 2,5 7,7 12,8 0
1 x40 mg
Ezetimib
1x10 mg
Ezetimib 53,6 38,6 11,5 14,7 0
1x10mg
Fenofibrat 21,8 23,3 2,1 2,9 0
1 x 200 mg
Silymarin 17,3 24,0 51 0 0
3 x150 mg
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ako pridavna liecba k terapii statinmi, ktoré redukujt
syntézu cholesterolu v peceni. Dvomi odliSnymi me-
chanizmami ezetimib a statin zabezpecuji komple-
mentarnu redukciu cholesterolu. Ezetimib je mozné
indikovat’ aj v monoterapii k diéte znizujucej lipidy
u pacientov, ktori netoleruju liecbu statinmi (Olea-
rova a kol., 2015). V nasej stadii pacient 13 uzival
kombinaciu lie¢iv simvastatin (1 x 40 mg) a ezetimib
(1 x 10 mg). Tato indikovana terapia viedla k znize-
niu sledovanych laboratérnych parametrov. V Stadii
Sanyala a kol. (2010) bol u pacientov s NASH bez
diabetes mellitus dokumentovany pozitivny ucinok
dlhodobého uzivania vitaminu E (800 IU/den), kto-
ry spocival v antioxidaénom ucinku vitaminu E,
v zabraneni poSkodenia mitochondrii, v ovplyvneni
apoptozy a zapalovej odpovede a v znizeni aktivity
aminotransferaz (Gitto a kol., 2015). Holoman a kol.
(2016) v stadii uvadzaju, ze denna davka 800 mg
vitaminu E mala pozitivny efekt na steatozu pecene
v 36 % pripadov pacientov s NASH. Silymarin je tra-
di¢né hepatikum, pri ktorom viaceré stadie potvrdili
priaznivy hepatoprotektivny efekt a korelaciu medzi
vyskou davky a uc¢inkom lie¢iva (Saller a kol., 2008).
Za racionalnu davku sa povazuje davka od 420 — 600
mg/den. V naSej stadii bol silymarin indikovany 2
pacientom v davke 3 x 130 mg so zlepSenymi labora-
tornymi vysledkami po lieCbe. AvSak niektori autori
sa domnievaju, ze pre rutinné vyuzitie cytoprotektiv-
nych a antioxida¢nych latok nie je dostatok dokazov
(Zima, 2008).

Pacientka 14, ktora trpela traviacimi tazkost’ami po
prekonani akutneho zapalu pecene a cholecystitidy,
mala naordinovanti doplnkovu lie¢bu hymekromo-
nom, ktory uzivala 3 x 400 mg denne. Po 6-mesacne;j
terapii vysledky potvrdili, ze tdto doplnkova farma-
koterapia mala pozitivny vplyv na regeneraciu posko-
denych hepatocytov.

ZAVER
NAFLD a NASH su v sucasnosti povazované za

najrozsirenejSie ochorenia pecene nielen v zapadnych

§tatoch, ale narast tohto ochorenia moézeme sledovat’

aj na Slovensku. Steatoza vedie k zvySenej morbidite
a mortalite najma v podskupine obéznych l'udi, dia-
betickych pacientov a u pacientov so steatohepatiti-
dou. V stadii sme sa zaoberali analyzou klinickych
udajov u 15 pacientov, ktori boli lieceni na NAFLD a
NASH. Na zéklade merani BMI a obvodu pésa sme
potvrdili pritomnost’ obezity a nadmerného mnozstva
visceralneho tuku u tychto pacientov. Zistili sme, ze
nadvahou (BMI 25 — 29,9) trpelo 40 % pacientov (2
muzi a 4 zeny), obezitou 1. stupna (BMI 30 — 34,9)
trpelo 33,33 % (4 muzi a 1 Zena). Na zaklade merania
obvodu pasa sme zistili, Ze abdominalnou nadvahou
trpelo 22 % (2 muzi) a abdominalnou obezitou 44,4
% (4 muzi) muzov, u zien abdominalnou nadvahou
trpelo 16,7 % (1 Zena) a abdominalnou obezitou 66,6
% (4 zeny). Na zéaklade sérovych aktivit aminotras-
feraz (ALT, AST) a lipidového profilu (TAG, LDL-
-C) pred liecbou sme zistili, Ze zvySené hodnoty ALT
boli zistené u 86,66 % pacientov (7 muzov a 6 zien)
a zvysSené hodnoty AST boli diagnostikované u 8
muzov (88,88 %) a 4 zien (66,66 %). Po 6-mesacne;j
liecbe boli hodnoty ALT a AST u vsetkych pacientov
znizené oproti hodnotam pred terapiou. Zvysené kon-
centracie TAG a LDL-C pred liecbou boli preukazané
u 3 muzov (33,33 %) a 2 zien (33,33 %). Po 6-mesac-
nej liecbe hodnoty TAG a LDL-C neboli vyssie ako
je stanovena referen¢nd hodnota pre TAG a LDL-C.
U 7 pacientov bol indikovany atorvastatin v monote-
rapii a u jedného pacienta v kombindcii s vitaminom
E. Simvastatin uzivali dvaja pacienti a simvastatin v
kombinacii s ezetimibom jeden pacient. Liecba s po-
uzitim jedného lieciva bola indikovana pri ezetimibe,
fenofibrate a silymarine. Pokles laboratornych hod-
ndt bol diagnostikovany pri v3etkych indikovanych
lieCivach a ich kombinaciach. Najefektivnejsia bola
terapia ezetimibom (1 x 10 mg) a atorvastatinom (1 x
20 mQ).
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ABSTRAKT

Resveratrol (trans-3,4¢,5-trihydroxystilbén) je
prirodne sa vyskytujica polyfenolova zlicenina
s pocetnymi biologickymi ucinkami. Boli preu-
kazané jeho antioxidacné, protizapalové, kardio-
protektivne, antibakteridlne alebo antifungalne
ucinky. V poslednych rokoch resveratrol prit’aho-
val pozornost’ aj z dovodu jeho schopnosti ovplyv-
novat’ proces karcinogenézy inhibiciou iniciacie
a progresie nadorového procesu. Tento prehl’ado-
vy ¢lanok sumarizuje moZné mechanizmy antipro-
liferativneho, resp. protinadorového ucinku resve-
ratrolu v in vitro a in vivo podmienkach.

KPuacové slova: polyfenolové zliceniny; protina-
dorové ucinky; resveratrol
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ABSTRACT

Resveratrol (3,4',5-trihydroxystilbene) is a
naturally occuring polyphenolic compound with
a broad spectrum of biological activities including
antioxidant, anti-inflammatory, cardioprotective,
antibacterial or antifungal activity. In the last
decade, resveratrol has attracted attention due to
its ability to modulate process of carcinogenesis
by affecting cancer initiation and progression.
This review summarizes the basic mechanisms of
antiproliferative as well as anticancer effects of
resveratrol in both in vitro and in vivo conditions.

Key words: anti-tumor effects; polyphenolic

compounds; resveratrol



Obr. 1.: Terapeuticky potencial resveratrolu pri réznych typoch nadorov

Zdroj: obrazok bol vytvoreny pre tcely tejto Studie

UvVoD

Resveratrol (RE), bioaktivna molekula syntetizo-
vana niektorymi rastlinami ako odpoved’ na mikrobi-
alnu infekciu alebo UV Ziarenie, pritiahla pozornost’
odbornej spolo¢nosti po publikovanej praci autorov
Renaud a de Lorgeril (1992), ktori dali do stvislosti
konzumaciu ¢erveného vina so zniZenou mortalitou
na kardiovaskularne ochorenia (zndmy Francuzsky
paradox). Aj ked’ v stcasnosti je realita ,,Francuz-
skeho paradoxu® sporna, vysledkom tohto objavu
bol intenzivny vyskum zamerany na zdravie prospes-
ny ucinok RE. Boli preukazané jeho pocetné biolo-
gické ucinky, napr. antioxidacné, antimikrobidlne,
kardioprotektivne a mnohé d’alSie (He a Yan, 2013;
Abu-Amero a kol., 2016; Riba a kol., 2017; Banez
akol., 2020). Dal$ou oblast'ou intenzivneho vyskumu
biologickych ucinkov resveratrolu je jeho potencial
ovplyvnit proces karcinogenézy na roznych stupiioch
(Jang a kol., 1997; Ko a kol., 2017). V poslednych

dvoch dekadach pocetné experimentalne aj klinické
Studie preukazali chemopreventivny a antiprolife-
rativny ucinok RE (Howells a kol., 2011; Szekeres
a kol., 2011; Singh a kol., 2015; Akter a kol., 2021)
(vid’ obr. 1).

In vitro u¢inok

Presny mechanizmus chemopreventivneho a proti-
nadorového uc¢inku RE v sti¢asnosti nie je znamy, av-
Sak na zaklade publikovanych $tadii je mozné pred-
pokladat’ jeho pleiotropny efekt.

Aberantnad apoptoza je jeden z typickych znakov
nadorovej bunky a zakladom antiproliferativneho
ucinku pocetnych protinddorovych latok je ich schop-
nost’ indukovat’ proces apoptdzy u nadorovych bu-
niek. Vnutorna drdha apoptdzy (tzv. mitochondridlna)
je v konecnom désledku charakterizovana uvolnenim
proapoptickych proteinov (napr. cytochrém ¢, Smac/
DIABLO), ¢o vedie k tvorbe apoptozému s nasled-

nou aktivaciou kaspaz, Stiepenim cielovych protei-
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nov a smrti bunky. Aktivacia tejto cesty apoptozy je
kontrolovana ¢lenmi rodiny Bcl-2 proteinov, ktoré
moézu mat’ antiapopticku (napr. Bel-2, Bel-XL) alebo
proapoptickd funkciu (napr. Bax, Bad, Bid) (Cassier
a kol., 2017). Schopnost RE indukovat apoptozu
suvisi s modulaciou funkcie Bcl-2 proteinov. U na-
dorovej linie mlie¢nej zl'azy (MCF-7) RE znizoval
expresiu Bcl-2 proteinu a na druhej strane zvySoval
hladiny Bax so st¢asnou aktivaciou kaspazy-9 (Kim
a kol., 2004). Aj neskorsie Studie potvrdili schop-
nost’ RE indukovat’ apoptézu u MCF-7. Tento uci-
nok bol zavisly na pouzitej davke, pricom v niz§ich
davkach sposoboval zastavenie bunkového cyklu
v S faze, so sucasnou inhibiciou cyklinu-D a cyklin
dependentnych kindz (CDK). Vysoké davky RE na-
proti tomu viedli k zastaveniu bunkového cyklu v G1
faze a objaveniu sa buniek v sub-GO/G1 faze, ktora
je povazovand za marker apoptozy. Zaroven doslo
u nadorovych buniek k aktivacii kaspazy-9 a pokle-
su mnozstva antiapoptotického proteinu Bcl-2 (Ven-
katadri a kol., 2016; Ding a kol., 2020). Schopnost’
RE indukovat’ mitochondrialnu cestu apoptoézy bola
preukazana aj u d’alsich nadorovych linii. U bunkovej
linie LNCaP (né&dor prostaty), RE indukoval apopto-
zu intenzivnejsie ako iné polyfenolové zluceniny pri-
tomné v hrozne (kys. galova, kvercetin) so sti¢asnou
aktivaciou kaspazy kaspazy-3 a -7 (Ferruelo a kol.,
2014). Proapopticky ucinok spojeny s aktivaciou
kaspaz 7/9 a zmenami v expresii CDK2 a CDK4 ako
aj cyklinu D1 bol pozorovany aj u buniek kolorektal-
neho karcindmu (HCT116 a CaCo-2) inkubovanych
s RE v mikromoléarnych koncentraciach (Liu a kol.,
2014).

Pocetné studie dokumentovali schopnost’ RE indu-
kovat’ tito cestu apoptozy u d’alSich nddorovych bun-
kovych linii. Resveratrol u buniek A431 (epidermo-
idny nador) v zavislosti na pouzitej davke inhiboval
cyklin dependentné kinazy (CDK2, CDK4 a CDK®6),
vysledkom ¢oho bolo zastavenie bunkového cyk-
lu v G1 faze s naslednou indukciou apoptozy (Kim
a kol., 2016). Zastavenie bunkového cyklu v S faze
dokumentovali aj Ko a kol. (2017) u leukemickych
buniek CEM-C7H2, ktoré neobsahuju funkény pro-
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tein p53. Zastavenie bunkového cyklu v S faze bolo
dokumentované aj d’al$imi autormi, ktori zistili tento
ucinok RE na r6znych nadorovych bunkovych liniach
(Garcia a kol., 2012; Wu a kol., 2019). Tento efekt
moze suvisiet’ so schopnostou RE inhibovat’ ribo-
nukleotidreduktazu, enzym nevyhnutny pre syntézu
DNA v zaciato¢nych stadiach S fazy bunkového cyk-
lu. Bolo dokazané, ze RE bol ako inhibitor DNA syn-
tézy asi 25-krat u¢innejsi ako hydroxyurea, ktora je
pouzivana ako cytostatikum v klinickej praxi (Eder a
kol., 2015). Podobné tcinky zistili aj u buniek izolo-
vanych z nadoru prostaty, kde RE inhiboval cyklin-D
a cyklin-E ako aj expresiu cyklin dependentnych ki-
naz (CDK4 a CDK2). Zaroven bola zvysSena expresia
tumor supresorového génu p53 a aktivacia kaspaz -3
a -9. Podobny t¢inok mal RE aj u gliomovych buniek
U251, kde indukoval fragmentaciu DNA spojenul s
aktivaciou kaspazy-3 a rozstiepenim jej substratu —
poly(ADP-ribozo)polymerazy (PARP). Ako autori
tejto Stadie preukazali, zaroven doslo k zvySenému
uvolnovaniu cytochromu ¢ z mitochondrii a tiez
k zvySenej expresii proapototického proteinu Bax.

Plicne nadory patria medzi najcastejsie sa vysky-
tujice nadory a preto je samozrejmé, ze sa upriami-
la pozornost” aj na Stadium schopnosti RE ovplyvnit
rast a mnozenie u buniek izolovanych z plucnych
nadorov. U buniek z plicneho nadoru RE sposobo-
val zastavenie bunkového cyklu a indukciu apoptozy.
Tento uc¢inok koreloval s indukciou kaspéaz a znizenou
expresiou antiapoptotického proteinu Bcl-2 (Yousef a
kol., 2017; Fan a kol., 2020). RE okrem toho, Ze sam
inhiboval rast buniek pl'icneho nadoru, vyrazne po-
tencoval aj u¢inok paklitaxelu, antineoplastickej lat-
ky pouzivanej v klinickej praxi. Nadorové bunky po
ovplyvneni RE reagovali na antiproliferativny ti¢inok
paklitaxelu ovela intenzivnejSie. Toto zistenie dava
dobry predpoklad na $tidium mozného potenciacné-
ho u¢inku tychto dvoch latok s moznym vyuzitim v
Klinickej praxi (Maloney a kol., 2020).

Na druhej strane Pozo-Guisado a kol. (2005) doku-
mentovali, ze indukcia apoptdézy nemusi byt zavisla
od kaspaz. U buniek MCF-7 autori zistili, ze RE inhi-
boval expresiu Bcl-2, avSak u tychto buniek nedoslo



Obr. 2.: Potencialne ciel’ové molekuly antiproliferativneho ucinku resveratrolu

Zdroj: obrazok bol vytvoreny pre ucely tejto publikacie

k uvolneniu cytochromu c, aktivacii kaspaz 3/8 alebo
Stiepeniu PARP. Zaroven vSak RE menil membrano-
vy mitochondrialny potencial, indukoval produkciu
volnych kyslikovych radikédlov a inhiboval NF-kap-
paB.

V poslednom obdobi boli publikované vedecké
prace poukazujice na schopnost RE modulovat’ aj
iné formy bunkovej smrti. Autofagia je dolezita pre
udrziavanie bunkovej homeostazy, ale za urcitych
podmienok moéze viest k bunkovej smrti (Denton
a Kumar, 2019).

Park a kol. (2016) zistili, ze RE indukoval bunko-
v smrt’ u buniek MCF-7 (mamarny karciném) in-
hibiciou mTOR signalnej drahy, ktora za bazalnych
podmienok inhibuje autofagiu. Neskér Luyten a kol.
(2017) preukazali, ze v RE indukovanej supresii na-
dorovych buniek zohrava doleziti tlohu aj intrace-
lularne kalcium a inozitol trifosfat a jeho receptory,
ktoré st kI'aCové pre aktivaciu autofagie indukovanej
inhibiciou mTOR. Schopnot’ RE indukovat autofagiu
cez inhibiciu mTOR bola dokazana aj u buniek oral-
neho karcindmu rezistentnych na cisplatinu (Chang
a kol., 2017) alebo u buniek melanému (Gong a Xia,
2020).

Na antiproliferativnom u¢inku RE sa mézu podie-
lat’ aj iné mechanizmy. Lanzilli (2006) zistil, ze RE
u buniek nadoru mliecnej zl'azy okrem iného znizuje
aktivitu telomeraz. Teloméry su definované zakonce-
nia chromozémov obsahujucich Specifické, opakuja-
ce sa sekvencie DNA. St nevyhnutné pre normalnu
replikaciu chromozémov, aviak ich dizka sa s kazdou
replikaciou skracuje az nakoniec bunka odumiera.
Telomeraza je enzym, ktory opravuje posSkodené te-
loméry a v sucasnosti prevlada domnienka, Zze na-
dorové bunky maju mutantnt telomerazu, ktora je
schopna zabranovat’ skracovaniu telomér a nadorova
bunka sa tymto stava nesmrtel'nou. Inhibicia telome-
raz teda vedie k obnoveniu ,,smrtel'nosti* nadorovej
bunky. Tieto vysledky poukazujii na mozné vyuzitie
RE v chemoprevencii nadorov mliecnej zl'azy alebo
prostaty. Inhibicia telomerdzovej aktivity ako mozny
mechanizmus antiproliferativneho ucinku RE bola
zistena aj u melanomovych buniek (Platella a kol.,
2017). Na obr. 2 st zndzornené potencialne ciele
a mechanizmy antiproliferativneho uc¢inku resverat-
rolu.
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In vivo experimenty

Nadory koze

Nemelanomové nadory koze (NMSC) patria medzi
najcCastejSie sa vyskytujice malignity, ktorych inci-
dencia sa stale zvysuje. Aj ked’ mortalita na NMSC je
nizka, tieto nadory predstavuji zavazny medicinsky
problém, hlavne z dévodu limitovanej terapie.

Pretoze klinické a epidemiologické tidaje jasne pre-
ukazali korelaciu medzi vznikom nemelanémovych
nadorov koze a UV ziarenim, bol Studovany aj poten-
cidlne chemopreventivny, resp. chemoterapeuticky
ucinok RE u experimentalnych zvierat po expozicii
UV ziareniu (Chen a kol., 2013).

Lokalne aplikovany RE v davke 25 pmol/mys
signifikantne redukoval poskodenie koze u SKH-1
bezsrstych mysi kratkodobo exponovanych UVB
ziareniu. Signifikantne redukoval UVB-indukované
zhrubnutie koze a edém, inhiboval zvySenu aktivi-
tu cyklooxygendzy a ornitindekarboxylazy, ktoré su
povazované za markery karcinogenézy, ako aj UVB-
-sprostredkovant lipidovu peroxidaciu (Afaq a kol.,
2003). Neskor tito autori Studovali mechanizmus
protektivneho tcinku RE u tychto experimentalnych
zvierat po opakovanej expozicii UVB Ziareniu. Zisti-
li, Ze RE moduloval kl'icové regulatory bunkového
cyklu vratane potlacenia expresie jadrového antigénu
ako aj cyklin-dependentnych kinaz (CDK-2, 4 a 6) a
cyklinu D1 a D2, ktorych expresia bola signifikant-
ne zvysena po oziareni UVB. Zaroven bola zvyse-
na expresia inhibitora cyklin-dependentnych kinaz
(WAF1/p21) a tumor supresorového génu p53 a zni-
Zena expresia mitogénom aktivovanej protein kindzy
(MAPK) (Reagan-Shaw a kol., 2004). Ako bolo ne-
skor zistené, preventivny ucinok RE pri UVB indu-
kovanom poskodeni koze bol rovnaky bez ohl'adu na
to, ¢i RE bol aplikovany pred alebo po expozicii mysi
UVB ziareniu, pri¢om tento u¢inok bol spojeny s mo-
duléciou expresie survivinu a d’al§ich mechanizmov
zapojenych do apoptdzy (Aziz a kol., 2005).

Na druhej strane, vplyv RE na melanémové nadory
koze nie je taky jednoznacny. Melanémy patria me-

dzi vysokoagresivne nadory s vyraznou schopnost'ou
y g ry s vy p
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metastazovat’ do vzdialenych organov. Osmond a
kol. (2012) studovali efekt RE na melanémové bun-
Ky, resp. melaném v in vitro a in vivo podmienkach.
Zatial' co RE signifikantne potlacil rast a proliferaciu
melanémovych buniek v in vitro podmienkach, jeho
protektivny u¢inok u experimentalnych zvierat bol
minimalny. Ako sa autori domnievaju, tento rozdiel
moze byt zapri¢ineny nizkou biologickou dostupnos-
tou peroralne aplikovaného RE. Podobné vysledky
boli publikované aj neskor, ked’ RE neovplyvnil rast
nadorov iniciovanych podkoznou aplikaciou melano-
movych buniek (Osmond a kol., 2013).

Rozdielne vysledky ziskali Wu a Cui (2017), ktori
Studovali antiproliferativny/protinddorovy ucinok RE
Vv in vitro aj in vivo podmienkach. RE signifikantne
potlacal rast melanémovych buniek a zaroven u expe-
rimentalnych zvierat aplikacia RE viedla k vyraznej
redukcii vel'kosti nadorov. Signifikantné potlacenie
rastu nadorov u mysi po subkutannej aplikacii me-
lanémovych buniek dokumentovali aj d’al$i autori.
Bhattacharya a kol. (2011), podobne ako v predcha-
dzajucej praci, Studovali schopnost’ RE potlacit’ rast
melanémovych buniek in vitro aj in vivo. Zistili, ze
RE okrem potlacenia rastu nadorovych buniek mal
vyrazny U¢inok aj na migraciu a invazivitu melanod-
movych buniek a zaroven preukazali schopnost’ RE
redukovat’ rast nadorov u experimentalnych zvierat.
Ako uvadzaju autori nedavno publikovanej $tadie,
protektivny ucinok RE v tomto modelovom usporia-
dani méze suvisiet’ so signifikantne zvySenou aktivi-
tou NK buniek v nadoroch (Lee a kol., 2021).

Ako uz bolo spominané, melanémy maja vyrazny
potencial metastazovat’ do vzdialenych tkaniv. Z toho
dovodu je vyznamné zistenie, ze intraperitonealne
aplikovany RE vyrazne redukoval tvorbu plicnych
metastaz a signifikantne predlZzoval prezivanie mysi
po inokulécii melanémovych buniek (Davoodvandi a
kol., 2020).

Protektivny u¢inok RE na vznik koznych nadorov
bol preukazany aj za inych modelovych podmienok.
Chemicky indukované nadory koze patria medzi Cas-
té modely pouzivané pri Studiu terapeutického ucin-
ku potencidlnych lieCiv. Zvycajne sa pouziva dvoj-



stupiiovy model, pri ktorom po iniciacii mutagénom
7,12-dimetylbenz[a]antracénom (DMBA) nasledu-
je aplikacia promoétora 12-O-tetradekanoylforbol-
-13-acetatu (TPA) veduca k tvorbe benignych papi-
I6mov (Véhatupa a kol., 2019); ktoré moézu progre-
dovat’ do spinoceluldrneho karcindmu (Neagu a kol.,
2016). Schopnost’ RE inhibovat’ tvorbu nadorov koze
bola potvrdena aj pri tomto modeli.

Hu a kol. (2016) dokumentovali protektivny u¢inok
RE u DMBA/TPA indukovanych nadorov koze u pot-
kanov kmena Wistar. Intraperitonealna aplikacia RE
v davke 1 — 2 mg.kg"' signifikantne redukovala inci-
denciu, multiplicitu ako aj objem a hmotnost’ nadorov

u experimentalnych zvierat.

Nadory gastrointestinalneho traktu

Kolorektalne nadory patria medzi nadory s najvys-
Sou incidenciou a mortalitou v celosvetovom meradle
(Sung a kol., 2021).

Utinnost’ RE v in vivo podmienkach bola tudova-
na na dvoch animalnych modeloch, azoxymetdnom-
-indukovanej karcinogenéze a u mutantnych Min
mysi.

Tessitore a kol. (2000) Studovali ochranny ucinok
RE pri azoxymetanom-indukovanych nadoroch gas-
trointestindlneho traktu. RE v davke 200 ng/kg/den
signifikantne redukoval proliferaciu krypt v kolone.
Po izolacii aberantnych krypt autori zistili, ze protek-
tivny ucinok RE je pravdepodobne spdsobeny zme-
nami expresie proteinov Bax a p21.

Protektivny ucinok RE bol studovany aj u kon-
genickych mysi Min s genetickou predispoziciou
tvorby intestindlnych nadorov (Yu a kol., 2018). RE
v pitnej vode (0,01 % koncentrécii) bol podavany se-
dem tyzdiiov od piateho dna veku mysi. Po ukonce-
ni aplikacie autori zistili, Ze tvorba nddorov u mysi
prijimajucich RE bola redukovana o 70 %. Genetic-
kou analyzou bolo zistené, ze RE znizoval expresiu
génov priamo zapojenych do progresie bunkového
cyklu alebo bunkovej proliferacie (cykliny D1 a D2,
DP-1 transkripény faktor). RE taktiez zvySoval ex-
presiu pocetnych génov zapojenych do modulovania
funkcie imunokompetentnych buniek (cytotoxické T

lymfocyty, chemotakticky faktor pre monocyty) a do
inhibicie procesu karcinogenézy a expanzie tumorov
(protein nadorovej susceptibility TSG101, transfor-
mujuci rastovy faktor-f, desmokolin 2) (Schneider a
kol., 2001).

Inhibi¢ny ucinok RE bol pozorovany aj v experi-
mentoch vyuzivajucich xenograftovy model nadorov
zaltdka po implantacii primarnych buniek I'udského
nadoru Zaludka experimentalnym mysiam. Injekcéne
aplikovany RE do blizkosti nadoru vyrazne inhibo-
val rast nadoru v zavislosti od pouzitej davky. Dalgie
analyzy preukazali schopnost’ RE indukovat’ apop-
tozu nadorovych buniek ako aj fragmentaciu DNA,
kondenzaciu chromatinu a signifikantne menit’ pomer
medzi proapoptickymi a antiapoptickymi ¢lenmi ro-
diny Bcl-2 proteinov (Zhou a kol., 2005).

Nadory mliecnej zZPazy

Nadory mliecnej zl'azy predstavuju u Zien najcas-
tejsie sa vyskytujuci typ nadorového ochorenia a ce-
losvetovo je to piata najCastejSia pricina umrtia na
onkologické ochorenia (Sung a kol., 2021).

Karcinogénmi indukované nadory mliecnej zl'a-
zy patria medzi Casto pouzivané modely. Aplikacia
7,12-dimethylbenzantracénu (DMBA) alebo N-me-
tyl-N-nitrozourey (NMU) potkanom vedie k tvor-
be estrogén-dependentnych nddorov mliecnej zl'azy
s potencialom metastazovat’ (NMU) alebo bez neho
(DMBA) (Boix-Montesinos a kol., 2021). RE, po-
vazovany za fytoestrogén, moze mat’ agonistické aj
antagonistické ucinky (Bhat a kol., 2001). To moze
byt pric¢inou, ze RE u estrogén-pozitivnych nadorov
modze mat rozdielne vysledky. U pocetnych animal-
nych modelov RE znizoval incidenciu nadorov mliec-
nej zlazy. U DMBA-indukovanych nddorov mliecnej
zl'azy RE aplikovany v diéte (100 pg/potkan) signifi-
kantne prediZil ¢as do objavenia sa prvych nadorov a
zaroven znizoval incidenciu a multiplicitu nadorov.
Nasledné analyzy preukazali schopnost’ RE potlacit’
DMBA-indukovanu zvysent expresiu cyklooxyge-
nazy-2 a matrixmetaloproteinazy-9 ako aj zvySenu
aktivitu NF-kB (Banerjee a kol., 2002). Podobny
ucinok RE u DMBA-indukovanych nadorov u pot-
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kanov dokumentovali aj Whitsett a kol. (2006). RE
podavany v diéte (1 g/kg diéty) 50 dni pred aplikdciou
DMBA a nasledne este 18 tyzdinov po inicidcii ma-
marnych nadorov vyrazne redukoval pocet nadorov
a zaroven predlzoval dobu do objavenia sa prvych
nadorov. Autori predpokladajt, ze preventivne poda-
nie RE viedlo k signifikantnému zniZeniu proliferacie
buniek v duktalnych Struktirach mlie¢nej zl'azy a tym
k znizenej citlivosti k t€¢inku DMBA. Autori neskor-
Sej Stidie sa domnievaju, Ze protektivny ucinok RE
v tomto modelovom usporiadani méze byt’ spojeny so
signifikantnou inhibiciou 5-lipoxygenazy, potlaCenim
lipidovej peroxidacie a zabranenim poskodeniu DNA
(Chatterjee a kol., 2011).

RE podavany peroralne (10 a 100 mg.kg!) potka-
nom Sprague-Dawley signifikantne redukoval inci-
denciu, multiplicitu a dobu latencie do objavenia sa
prvych nadorov mlie¢nej zl'azy aj u NMU-indukova-
nej karcinogenézy, avsak iba pri vyssej pouzitej dav-
ke. V davke 10 mg.kg!' RE nemal Ziadny protektivny
ucinok (Bhat a kol., 2001). Na druhej strane, prepu-
bertalna aplikacia RE v davke 10 a 100 mg.kg! pot-
kanom Sprague—Dawley viedla k opa¢nym ucinkom.
Pri vysSej davke RE bola zvysend incidencia a multi-
plicita mamarnych nadorov v porovnani so skupinou
bez RE (Sato a kol., 2003).

Protektivny ucinok RE bol dokumentovany aj na
modeli spontannej mamarnej karcinogenézy u HER-
2/neu transgénnych mysi, u ktorych vznikaju nadory
uz v mladom veku. RE podévany v pitnej vode (cca
4 png/mys) 11 tyzdnov signifikantne predlzoval dobu
latencie tvorby nadorov ako aj pocet a velkost' na-
dorov a zaroveni znizoval pocet metastdz do pltc.
Tento ucinok RE bol v priamej korelacii so znizenou
expresiou génu HER-2/neu a zvysSenou apoptézou
v naddorovych bunkach, ¢o, ako sa domnievaju autori,
st hlavné priciny protektivneho uc¢inku RE u tychto
mys$i (Provinciali a kol., 2005).

Na druhej strane, rozdielne vysledky v u¢inku RE
boli pozorované pri xenograftovom modeli mamarnej
karcinogenézy. Intraperitonealna aplikacia RE (25
mg.kg') pocas troch tyzdiov viedla k signifikantné-

mu zmenS$eniu vel'kosti nadorov indukovanych apli-
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kaciou mamarnych nadorovych bunick MB-MDA-
-231(ERa, ERB*) atymickym mysSkam. Tento ucinok
bol sprevadzany zniZzenou angiogenézou a zvysenou
apoptozou nadorovych buniek (Garvin a kol., 2006).
Nedavna studia tiez dokumentovala schopnost’” RE
potlacit’ tvorbu pl'icnych metastaz u mysi po aplika-
cii nadorovej bunkovej linie 4 T1 (trojito negativny
nador mlie¢nej zl'azy). Autori sa domnievaju, ze tento
ucinok RE je spojeny s jeho imunomodulacnym tG¢in-
kom (Han a kol., 2021). Opacné vysledky dokumen-
tovali Ko a kol. (2017), ktori zistili, ze RE v nizkych
davkach stimuloval tvorbu nadorov a tvorbu metastaz
u experimentalnych zvierat po aplikécii nadorovych
bunkovych linii. Tento uc¢inok bol spojeny so signifi-
kantnym zvySenim aktivity Rac, ktory zohrava dole-
zith tlohu v procese migracie a invazivity nadorov.
Ako uz bolo spominang, biologicka dostupnost’ pe-
roralne podavaného RE je nizka. Zhao a kol. (2020)
pouzili RE enkapsulovany v lipozomoch za G¢elom
zlepSenia jeho terapeutického t¢inku. U mysSi s na-
dormi mlie¢nej zl'azy enkapsulovany RE v davke 5
mg.kg"' mal vyraznejsi u¢inok ako volny RE v dav-
ke 10 mg.kg'! a enkapsulovany RE v davke 10 mg.
kg inhiboval rast nddorov kompletne. Okrem toho
enkapsulacia RE bola spojend s vyraznou redukciou

neziaducich u¢inkov pozorovanych u samotného RE.

Ostatné nadory

Protektivny u¢inok RE u experimentalnych zvierat
bol potvrdeny aj u pocetnych d’alSich nadorov vra-
tane nadorov pecene (Rajasekaran a kol., 2011; Lin
a kol., 2012); pankreasu (Roy a kol., 2011); prostaty
(Seeni a kol., 2008); ovarii (Lee a kol., 2009); pluc
(Malhotra a kol., 2010); Gstnej dutiny (Berta a kol.,
2010) alebo ezofagu (Woodall a kol., 2009).

Protinadorovy ucinok resveratrolu u Pudi
Pocetné in vitro a animalne $tadie dokazujuce proti-
nadorovy ucinok RE akcelerovali zaujem o jeho moz-
né vyuzitie aj v terapii nadorovych ochoreni u l'udi.
Levi a kol. (2005) v retrospektivnej stadii sledovali
vyskyt nadorov mliecnej zl'azy v zavislosti od prij-
mu RE v obdobi 1993 — 2003 na vzorke takmer 1000



ludi. Zistili, ze zvySenad konzumacia RE z hrozna (ale
nie z vina) bola spojena so signifikantnym znizenim
rizika vzniku nadorov mlie¢nej zl'azy.

V stcasnosti je v databaze https:/clinicaltrials.
gov/ct2/ evidovanych 18 klinickych sku$ok zame-

ranych na RE a nadorové ochorenie. Pocetné z nich
boli zamerané na farmakokinetiku RE u I'udi, ktora
je rozdielna od farmakokinetiky u experimentalnych
zvierat. Publikované vysledky dokumentuju nizku
biologicku dostupnost’ RE u l'udi hlavne z doévodu
extenzivneho metabolizmu. Stadia u zdravych dob-
rovolnikov dokumentovala bezpecnost RE aj pri
vysokych davkach (5 g). Ako vSak autori Stadie uva-
dzaju, dosiahnuté plazmatické hladiny RE nemusia
byt postacujuce pre systémovy protinadorovy ucinok
(Boocock a kol., 2007). Bezpecnost’ vysokych davok
RE bola potvrdena aj po opakovanej aplikacii. Brown
a kol. (2010) podavali RE v davkach 0,5 — 5 g zdra-
vym dobrovolnikom 29 dni. Aj pri najvyssej davke
dobrol'nici popisovali iba mierny gastrointestinalny
dyskomfort. Dal§im doleZitym zistenim tejto §tidie
bolo, ze RE signifikantne znizoval plazmaticka hla-
dinu IGF-1 (inzulinu podobny rastovy faktor-1) a IG-
FBP-3 (inzulinu podobny rastovy faktor viazuci pro-
tein-3), ktoré sa mézu podiel'at’ na vSetkych stupiioch
nadorovej progresie. Cielom d’alSej Studie bolo sta-
novit’ koncentracie RE a jeho metabolitov v tkanive
koldénu a rekta u pacientov s kolorektalnym karcin6-
mom. Autori detekovali tkanivovd koncentraciu RE,
ktora bola dostatoc¢na, aby redukovala proliferaciu
nadorovych buniek, ako to preukazali detekciou Ki-
67, ktory je povazovany za marker proliferacie (Patel
a kol., 2010).

Je zname, ze Wnt signalna draha je, okrem iného,
Casto aktivovana pocas nadorovej progresie (Schatoff
a kol., 2017). Nguyen a kol. (2009) publikovali vy-
sledky klinickej Stadie zameranej na vplyv RE a suSe-
ného hroznového prasku (GP) na Wnt signalnu drahu
u pacientov s kolorektalnym karcindmom a u zdra-
vych dobrovolnikov. Ani RE ani GP nemali Ziadny
ucinok na expresiu génov asociovanych s Wnt signal-
nou drahou u pacientov s kolorektalnym nadorom. Na

druhej strane RE a GP potlacili expresiu vacsiny gé-

nov asociovanych s uvedenou signalnou drahou, pri-
¢om najvyraznejsi cinok bol zisteny u pacientov po
peroralnom podani GP v davke 80 g/deni poc¢as dvoch
tyzdinov. Tento vysledok naznacuje mozny potencial
RE/GP v prevencii kolorektalneho karcinému.

Nizka biologick4d dostupnost RE viedla k snahe
dosiahnut’ zvysenie jeho plazmatickych koncentracii
farmaceutickou Upravou RE. Howells a kol. (2011)
vo svojej Stadii pouzili mikronizovani formu RE
(SRT501) u pacientov s kolorektalnym karcinbmom
a hepatalnymi metastazami. SRT501 bol dobre tole-
rovany a plazmatické hladiny RE boli viac ako troj-
nasobne vyssie ako boli publikované pre nemikroni-
zovany RE. Autori taktiez zistili zvySenie aktivnej
formy kaspézy-3 v nddorovych bunkach, ¢o indikuje
zvySenu apoptozu indukovanu RE.

V klinickych §tadiach zameranych na nadory mliec-
nej zl'azy sa Zhu a kol. (2012) zamerali na schopnost’
RE ovplyvnit hypermetylaciu promotorovych génov
u zien s vysokym rizikom vzniku nadorov mliec-
nej zlazy. Zo Styroch génov (pl16, CCND2, APC, a
RASSF-1A) autori detekovali pokles metylacie tu-
mor supresorového génu RASSF-1A, ktory bol po-
zitivne asociovany so zvysujucou sa plazmatickou
koncentraciou RE a jeho metabolitov.

U postmenopauzalnych zien redukcia SHBG (glo-
bulin viazuci pohlavné hormoény) sa ddva do suvis-
losti so zvySenou adipozitou veducou k zvySenym
hladinam estrogénov a k zvyseniu rizika vniku na-
dorov mlie¢nej zl'azy (Key a kol., 2002). Resveratrol
u obéznych postmenopauzalnych zien v davke 1 g/
deni pocas 12 tyzdnov zvysSoval koncentraciu SHBG
a zaroven upravoval metabolizmus estrogénov, ¢o

moze prispievat’ k chemopreventivnemu ucinku RE.

ZAVER

Od svojho objavenia v roku 1939 bol pleiotrop-
ny ucinok RE dokumentovany v pocetnych stadi-
ach (Frémont, 2000; Tsai a kol., 2017; Wang, 2020).
Z predklinickych studii je zrejmé, ze RE ma vyrazny
potencial nie iba v chemoprevencii, ale aj v terapii

r6znych nadorov.
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Na druhej strane existuje relativne malo informacii
0 jeho moznom terapeutickom vyuziti u I'udi. Zaklad-
na otazka, ktoru je potrebné vyriesit’ je nizka biolo-
gicka dostupnost’ RE po peroralnom podani z dévodu
jeho extenzivneho metabolizmu. Z toho dovodu by sa
mal vyskum zamerat’ na iné aplikacné cesty, ako aj
na mozné vyuzitie nanotechnologii, resp. na syntézu
derivatov RE s lepSimi farmakokinetickymi paramet-
rami, ktoré by zvysili jeho dostupnost’ do cielovych
tkaniv.

Pocetné epidemiologické stadie (Levi a kol., 2005;
Sohrab a kol., 2013; Rabassa a kol., 2015) dokumen-
tovali vztah medzi konzumaciou potravin obsahu-
jucich RE a zdravotnym stavom u l'udi. Otvorenou
otazkou vSak ostava, do akej miery je za tento ucinok
zodpovedny samotny RE a v akej miere sa na nom
podielaju aj d’alsie zlozky konzumovanej potravy.
Ako ukazuje aj Stadia Nguyena a kol. (2009), celé ex-
trakty rastlinného povodu mozu mat signifikantne;jsi
ucinok ako samotna izolovana latka, aj ked’ ta moze
byt’ najucinnejsiou zlozkou v danom extrakte.

Zaverom je mozné povedat’, Ze RE preukazal sl'ub-
ny ucinok v terapii nadorovych ochoreni in vitro a in
Vivo, avSak st potrebné d’alSie klinické a rozsiahlejsie
studie, aby sme dokazali jeho bezpecnost' a hlavne

ucinnost’ pri liecbe rakoviny.
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ABSTRAKT

Alveolarna echinokokéza (AE) sposobena lar-
valnym S$tadiom Echinococcus multilocularis je
zavazné parazitarne ochorenie spojené s imuno-
supresiou hostitel’a. Sledovali sa i¢inky humanne-
ho neiminneho dialyzovatel’ného leukocytarneho
extraktu (DLE) na imunitné bunky v krvi, hmot-
nost’ peceni a parazitickych cyst u mysi kmena
Balb/c po peroralnom (PQO), subkutannom (SC) a
intraperitoneialnom podani (IP). Vyznamné zni-
Zenie hmotnosti cyst a peceni bolo zaznamenané
po PO podani a mierne zniZenie bolo zistené po
SC a IP podani. Perorilna aplikacia DLE vied-
la k narastu podielu lymfoidnej populacie, Cias-
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to¢ne redukovala infekciou vyvolany pokles po-
pulacie B220+ B lymfocytov, pricom jednotlivé
cesty aplikiacie neovplyvnili zastipenie CD3+ T
lymfocytov. Zastipenie CD3+CD4+ pomocnych
T lymfocytov bolo mierne zvySené a CD3+CDS8+
cytotoxickych T lymfocytov bolo naopak vyznam-
ne zniZené po vsetkych sposoboch aplikacie DLE
v porovnani s infikovanou skupinou. DLE terapia
sposobila pokles CD11b+ myeloidnej populacie
buniek v krvi, v ramci ktorej PO aplikacia vyvo-
lala narast zrelych CD11b+MHCII"®" monocytov
a CDI11b-SiglecF+ eozinofilov, pricom pocetnost’
CD11b+SiglecF+ eozinofilov vzrastla po SC a IP
podani. Nasa Studia ukazala, Ze PO sposob poda-
vania DLE bol naju¢innejsi na redukciu rastu cyst



parazita. Sticasne viedol k zmierneniu imunosup-
resie vyvolanej parazitom prostrednictvom stimu-
lacie Thl typu bunkovej imunity, zniZenia Th2/
Treg typu imunity a populicie supresorickych
CD3+CD8+Tc lymfocytov v krvi pocas infekcie E.

multilocularis u mysi.

Kracové slova: cesty podania; DLE; Echinococ-
cus multilocularis; leukocyty; mysi

ABSTRACT

Alveolar echinococcosis (AE) caused by the
metacestode stage of Echinococcus multilocula-
ris is serious parasitic disease associated with the
host’s immunosuppression. The effects of human
non-immune dialyzable leukocyte extract (DLE)
on immune cells in blood, the livers and parasitic
cysts weight in Balb/c mice after oral (PO), sub-
cutaneous (SC) and intraperitoneal administra-
tion (IP) were investigated. The significant reduc-
tion in cysts weight was recorded after PO route,
whereas moderate reduction was found after SC
and IP routes. Peroral application of DLE led
to an increase in the proportion of the lymphoid
population, partially reduced infection elicited de-
crease in the population of B220+B lymphocytes,
while individual routes of application did not af-
fect the representation of CD3+ T lymphocytes.
The proportions of CD3+CD4+ T helper lympho-
cytes slightly increased and CD3+CD8+ cytotoxic
T lymphocytes were significantly reduced after
all routes of DLE application compared to the
infected group. Compared to infected mice DLE
therapy caused a decrease in the CD11b+myeloid
cell population. Per os application resulted in an
increase in mature CD11b+MHCII"®" monocytes
and CD11b-SiglecF+ “eosinophils”, while the pro-
portions of CD11b+SiglecF+ eosinophils increased
after SC and IP administration. Our study showed
that the PO route of DLE administration was the
most effective in reducing parasite cyst growth. At
the same time, it led to the reduction of parasite-

induced immunosuppression through stimulation
of Thl-type cellular immunity, reduction of Th2/
Treg-type immunity, and the population of sup-
pressor CD3+CD8+Tc¢ lymphocytes in the blood
during E. multilocularis infection in mice.

Key words: administration routes; DLE; Echi-
nococcus multilocularis; mice; white blood cells

UvVOoD

Echinokokoza je takmer kozmopolitna zoondza
spbsobena dospelymi alebo larvalnymi Stadiami pé-
somnic (Cestoda), ktoré patria do rodu Echinococ-
cus (Gelade Taeniidae) (Wen a kol., 2019). V Eurdpe
cirkuluji dva druhy tychto pasomnic, Echinococcus
granulosus a Echinococcus multilocularis, ktorych
vyskyt bol potvrdeny aj na Slovensku (Snabel a kol.,
2000; Antolova a kol., 2009). U l'udi spdsobuje E.
multilocularis alveolarnu echinokokozu (AE), ktora
je charakterizovana tvorbou mnohokomorovych cyst
(Vuitton, 2003; Kern, 2006). Cysty, na rozdiel od cyst
E. granulosus, nie su ohrani¢ené od okolitého tkani-
va, ich rast je infiltrativny a pripomina malignu neo-
plaziu pecene (Craig, 2003).Vznik a priebeh infekcie
larvami E. multilocularis je vzdy asymptomaticky a
moze trvat’ roky, kym sa lézie stanti zjavnymi (Kern a
kol., 2017). Bez liecby je AE fatdlna vo viac ako 80 %
pripadov (Wilson a kol., 1995). Jedinou v sucasnosti
dostupnou efektivnou liecbou AE je invazivna chirur-
gicka resekcia, uspech ktorej je obmedzeny schop-
nost'ou Uplne odstranit’ cystu parazita s bezpecnym
okrajom zdravého tkaniva 2 cm, podobne ako pri on-
kologickej chirurgii (He a kol., 2015; Hillenbrand a
kol., 2017). Chirurgicka intervencia je sprevadzana
liecbou benzimidazolmi, a to albendazolom (ABZ)
a mebendazolom (MBZ) a medikament6zna terapia
je jedinou liecbou, ak chirurgicky zakrok nie je moz-
ny. Hoci benzimidazoly st efektivne voci dospelym
neproliferujuciim stadiam helmintov, ich aktivita voci
AE a CE je hlavne parazitostaticka (Schantz a kol.,
1983; Vuitton a kol., 2010). Terapia alveolarnej echi-
nokokézy moze byt komplikovana generalizovanou
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imunosupresiou sposobenou samotnym parazitom
(Vuitton a kol., 2006). Imunitnd odpoved’ pocas AE
je charakterizovana skorou Th1l odpovedou, ktora je
postupne nahradena bunkovou a humoralnou zlozkou
Th2 a T regulacnej imunity, v dosledku Specifickej
imunomodulaénej aktivity parazitickych antigénov
(Vuitton a Gottstein, 2010; Mendes a kol., 2013; Ma
a kol., 2014). V stcasnosti sa skima niekolko pri-
stupov zameranych na zlepSenie vysledkov terapie,
pricom jednym z nich je kombinovana terapia, kde sa
predpoklada, ze imunomodulacna latka, pouzita ako
adjuvans, zvysuje ucinnost’ lieCiva prostrednictvom
zoslabenia imunosupresie (Gottstein a Hemphill,
2008; Siles-Lucas a kol., 2018).

Dialyzovatelny leukocytarny extrakt (DLE), do-
stupny pod obchodnym nazvom IMMODIN, je
bunkovy homogenat pripraveny z dezintegrovanych
krvnych leukocytov zdravych I'udskych darcov. V na-
Sich predchadzajucich studiach sme ukazali, ze DLE
podavany ako adjuvans k ABZ zvysil ucinnost’ lieku
prostrednictvom stimulacie Thl a zoslabenia imu-
nitnych reakcii Th2/T-reg typu u mys$i s modelovou
infekciou Mesocestoides vogae (Macak Kubaskova
a kol., 2018). Pripravok obsahuje biologicky aktiv-
ne latky schopné normalizovat’ Specifickit bunkovi
imunitu prijemcu. V §tadii Zuniga-Navarrete a kol.
(2021) autori detegovali Styridsatosem jedinecnych
proteinov, ktoré boli klasifikované podl'a ich hlavnej
funkcie do troch hlavnych skupin. Najvacsiu sku-
pinu (14 proteinov, 50 %) tvorili proteiny spojené s
imunitnou odpovedou, ktoré sa mézu priamo alebo
nepriamo podiel’at’ na regulacii imunitnej odpovede,
vratane sekrécie cytokinov, ako st IFN-y ¢i TNF-
-a a chemokinov. Okrem toho boli identifikované
aj receptory pre parazity alebo mikroby, ktoré maju
schopnost’ rozpoznat' mikroorganizmy a iniciovat
ich inhibiciu alebo eliminaciu. Druhd rodina protei-
nov (9 proteinov; 32,1 %) sa podiela na zapalovych
reakciach a oprave tkaniva, kym najmensia skupina
proteinov (5 proteinov; 17,9 %) zohrava tlohu v re-
gulacii bunkového rastu. Vo vSeobecnosti sa uvadza,
ze neimunne DLE pripravené z imunitnych buniek

ludi a zvierat, vratane Immodinu, mozu zlepsit’ imu-
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nologické parametre pocas infekcii, alergii, rakoviny
ako aj imunodeficiencii (Viza a kol., 2013). Niekol'ko
experimentalnych $tadii s pouzitim DLE ukézalo, ze
preparat bol uc¢inny aj pri lieCbe parazitarnych infek-
cii, napriklad akutnej leishmaniézy (Delgado a kol.,
1981) a alveolarnej echinokokézy (Dvoroziidkova a
kol., 2009). Sl'ubna antivirusova aktivita bola preuka-
zana proti virusu herpes simplex-1 (HSV-1) a herpes
zoster (Viza a kol., 1983). Studia Fernandez-Ortega a
kol. (2004) odhalila schopnost’ DLE inhibovat’ rep-
likaciu HIV in vitro v MT4 bunkach, zniZit' sekréciu
TNF-a a oddialit’ progresiu infekcie HIV in vivo k
AIDS v ranom Stadiu infekcie.

Cielom tejto $tadie bolo porovnanie ucinkov nei-
munneho DLE na bunkovtl imunitntt odpoved’ v krvi
po rdznych cestach podania, ako aj na zniZenie rastu

cyst E. multilocularis u mysi.
MATERIAL A METODIKY

Experimentalny model a dizajn experimentu
Infekcia E. multilocularis je udrZiavana na me-
dzihostitel'och, pieskomiloch (Meriones ungulatus),
v akreditovanom zverinci Parazitologického ustavu
Slovenskej akadémie vied v KoSiciach. Ako experi-
mentalny model sa pouzili 8-tyzdiové samce mysi
kmenia BALB/c vo veku 8 — 9 tyzdilov s hmotnost’ou
cca 20 — 23 g. Mysi boli infikované intraperitonealne
protoskolexami (3000/mys) izolovanymi z peritone-
alnej dutiny gerbil s 3-mesa¢nou infekciou. Zdra-
vé, neinfikované mysi sluzili ako kontrolna skupina
(ZDR) (n=15). V stadii sme pouzili DLE registrovany
ako imunomodulacny pripravok pod obchodnym na-
zvom IMMODIN®, ktory bol pripraveny farmaceu-
tickou spolo¢nostou SevaPharma, s. r. 0. (Praha, Ces-
ka republika) v spolupraci s firmou ImunaPharm, a.
s. (Sari$ské Michalany, Slovensko). Infikované mysi
boli rozdelené do Styroch skupin (n = 5/skupina):
neliecené (INF), mysi lie€ené DLE peroralne (PO),
mysi liecené DLE intraperitonealne (IP) a skupina
mysi liecena DLE subkutanne (SC). Liecba sa zacala
po 4 tyzdioch po infekcii (p. i.) a DLE sa podal v 9
davkach, dvakrat tyzdenne v mnozstve 0,2 ml/mys.



Na d’alsi den po skonceni liecby boli mysi usmrtené
a odoberala sa krv a cysty z peritonealnej dutiny. Krv
bola ziskana z retroorbitdlneho splavu mysi do sku-
maviek s heparinom a nasledne boli mysi usmrtené
cervikalnou dislokaciou. Po otvoreni peritonealnej
dutiny sa izolovali cysty parazita, boli zvazené a vy-
pocitala sa priemerna hmotnost’ = SD pre kazda sku-
pinu.

Celkovy pocet bielych krviniek

Na stanovenie poctu celkovych leukocytov bol po-
uzity detekény Tiirkov roztok v riedeni 1 : 10. Leu-
kocyty boli pocitané v Biirkerovej komdrke pouzitim
svetelného mikroskopu Olympus BX51 (Japonsko).
Vysledny pocet v 1 ml krvi bol vypocitany vynasobe-

nim 1 x 10.

Test fagocytarnej aktivity

In vitro fagocytarna aktivita bola stanovena ko-
merénym kitom Phagotest (BD Biosciences, San
Jose, CA, USA). Princip testu spociva v tom, Ze sa
cela krv inkubuje s opsonizovanymi (komplementom
a imunoglobulinmi) E. coli, ktoré st znac¢ené fluores-
ceinom (fluorescein izotiokyanat, FITC). Baktérie su
pohltené fagocytmi a vytvaraji zeleny fluorescenény
signal. Vzorky boli analyzované metédou prietoko-
vej cytometrie cytometrom BD FACS Canto (Bec-
ton Dickinson Biosciences, Nemecko) a Udaje boli
analyzované pomocou softvéru FACS Diva (Becton
Dickinson Biosciences, Nemecko). Vysledky boli vy-
jadrené percentom fagocytujucich buniek v celkovej
skiimanej populacii a priemernou intenzitou fluores-
cencie (MFI).

Prietokova cytometria

Analyzovali sa podiely subpopulacii lymfocytov a
myeloidnych buniek, vratane eozinofilov v perifér-
nej krvi. Pdtdesiat mikrolitrov heparinizovanej krvi
sa odobralo do skumavky s okruhlym dnom a bolo
znacené monoklonalnymi protilatkami inkubaciou
v tme pocas 20 mint pri izbovej teplote, nasledova-
la fixacia krvi roztokom BD FACS (BD Biosciences,
San Jose, CA, USA), premytie PBS a resuspendova-

nie v 100 pl PBS. Vzorky krvi boli najskor znace-
né monoklonalnymi protilatkami proti povrchovym
markerom CD45.2 (PE-Cyanine7, klon 104), CD3
(FITC, klon 17A2) a CD45R-B220 (APC, klon RA3-
-6B2). Dalsie vzorky boli znaéené protilatkami voci
CD3 (PerCTeFluor710, klon C 17A2), CD4 (FITC,
klon GK1.5) a CD8a (PE, klon 53 — 6.7). Myeloidné
subpopulécie sa analyzovali pomocou protilatok voci
CD11b (FITC, klon M1/70), MHCII (PECyanine?,
klon M5/114.15.2) a CD170 Siglec F (PerCPeFluor
170, klon 1IRNM44N). Na meranie a analyzy bol po-
uzity prietokovy cytometer BD FACS Canto (Becton
Dickinson Biosciences, USA) a hodnotilo sa relativ-
ne percento buniek v ramci 10000 analyzovanych bu-
niek.

Statistické analyzy

Vsetky udaje boli vypocitané ako priemernd hod-
nota + smerodajna odchylka (SD). Statistické analyzy
boli vykonané pomocou jednosmerného ANOVA tes-
tu a rozdiely medzi skupinami boli hodnotené nasled-
ne Tukeyho post hoc testom. Udaje boli analyzované
v programe GraphPad Prism (verzia 7) (GraphPad
Software, Inc., San Diego, CA, USA) a rozdiely boli
povazované za Statisticky vyznamné, ked’ p < 0,05.

VYSLEDKY

U¢inok lie¢by na redukciu hmotnosti cyst a peeni
v peritonealnej dutine mysi

Uginok lie¢by DLE podavaného intraperitoneélne,
subkutanne a peroralne sa porovnaval s nelieCenymi
infikovanymi (INF) mySami. Priemernd hmotnost
cyst je zndzornena na obr. 1A a hmotnost’ peceni na
obr. 1B. Signifikantne niz§iu hmotnost’ cyst sme za-
znamenali v skupine liecenej PO (p < 0,01); priCom
SC a IP aplikacia DLE viedla len k miernemu zniZe-
niu. Po podavani DLE bolo zaznamenané aj zniZenie
hmotnosti peceni, najvyznamnejsie po SC aplikacii
(p <0,001).
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Obr. 1: A - B. Utinky PO, SC a IP podavania DLE na hmotnost’ cyst a peteni infikovanych mysi

Infikovana

PO aplikacia

Cisla predstavuju priemer + SD (n = 5 mysi/skupina). Reprezentativne obrazky pecene a cysty z
infikovanej a PO liecenej mysi. Signifikantné rozdiely medzi infikovanymi a lieCenymi mySami st

oznacené spojnicou, **p < 0,01 a ***p < 0,001

Obr. 2: A - B. U¢inky DLE podavania PO, SC a IP cestou na: A/ celkovy poéet leukocytov v krvi;
B/ podiel lymfoidnej populicie v ramci populécie bielych krviniek

Udaje st vyjadrené ako priemer + SD. Rozdiely medzi skupinami st znazornené spojovacimi
¢iarami a signifikantne vyznamné rozdiely st uvedené ako *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001,

ns — nesignifikantné

Utinok DLE na leukocyty a proporcie lymfocytov
v krvi

Celkové pocty leukocytov v INF, PO a SC skupi-
nach boli signifikantne nizSie v porovnani so zdravou
kontrolnou skupinou (vid’ obr. 2A). Podavanie DLE
nemalo vyznamny vplyv na celkovy pocet bielych
krviniek v porovnani s infikovanou skupinou. Me-
toda prietokovej cytometrie preukazala, ze infekcia
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viedla k znizeniu celkového poctu lymfocytov v krvi
(vid’ obr. 2B) a podanim DLE sa ¢iasto¢ne obnovili
ich proporcie, najviac po PO aplikacii (p < 0,05). V
porovnani so zdravymi mySami boli podiely CD3+
T lymfocytov signifikantne zvySené u vsetkych infi-
kovanych skupin (p < 0,001) a PO aplikacia Ciastoc-
ne potlacila narast populacie tychto buniek (vid’ obr.

3A). Opacny trend bol pozorovany v pripade zasta-



Obr. 3: A — D. Zastupenie subpopulacii lymfoidnych buniek v periférnej krvi kontrolnych (ZDR),
infikovanych a infikovanych-lie¢enych mysi

A/ zastupenie CD3+T lymfocytov, B /B220+ B lymfocytov; C/ zastapenie pomocnych CD4+T
lymfocytov a D/ cytotoxickych CD8+lymfocytov. Udaje su vyjadrené ako priemer = SD. Rozdiely
medzi skupinami su znazornené spojovacimi ¢iarami a signifikantne vyznamné rozdiely s uvedené
ako *p < 0,05; **p <0,01; ***p < 0,001; ns — nesignifikantné

Obr. 4: A — B. U¢inky podavania DLE na A/ fagocytarnu aktivitu a B/ MFI monocytov a neutrofilov
v periférnej krvi mysi

Rozdiely medzi skupinami su znazornené spojovacimi ¢iarami a signifikantne vyznamné rozdiely

st uvedené ako *p < 0,05; ns — nesignifikantné

penia B220+ B lymfocytov u vSetkych infikovanych
skupin (vid’ obr. 3B) v porovnani so zdravymi mysa-
mi (p < 0,001). Peroralna liecba viedla k miernemu
zvyseniu (p < 0,05) v porovnani s infikovanou nelie-
¢enou skupinou.

Je zname, Ze rast cyst je spojeny s postupnym na-
hradzovanim Thl populécie lymfocytov typmi Th2

a T regula¢nymi, ako stcasti supresie a vnimavosti

k infekcii. Sledovali sa aj i¢inky DLE v ramci sub-
populacii CD3+T lymfocytov na zastipenie CD4+T
pomocnych lymfocytov (vid’ obr. 3C) a CD8+ cyto-
toxickych T lymfocytov (vid’ obr. 3D). V porovnani
so zdravymi mySami boli podiely CD4+ lymfocytov
vyznamne nizSie u infikovanych nelieCenych mysi
(p <0,01) a vSetky sposoby aplikacie mierne zvysili
zastipenie CD4+ lymfocytov. Infekcia viedla k vy-
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Obr. 5: A—D. Zastupenie subpopulécii myeloidnych buniek v periférnej krvi kontrolnych, infikovanych
a infikovanych-lieCenych mysi

A/ zastipenie CD11b+ myeloinych buniek; B/ CD11b+MHCII"" monocytov, C/ CD11b-SiglecF+
eozinofiloidnych buniek, D/ CD11b+SiglecF+ eozinofilov. Udaje st vyjadrené ako priemer £ SD.
Rozdiely medzi skupinami su znazornené spojovacimi ¢iarami a signifikantne vyznamné rozdiely su
uvedené ako *p < 0,05; **p <0,01; ***p <0,001; ns — nesignifikantné

znamnému zvyseniu podielu CD8+T lymfocytov (p
< 0,001) v porovnani so zdravou kontrolou. Podéava-
nie DLE po vsetkych sp6soboch aplikacie viedlo k
redukecii zastipenia tychto buniek v porovnani s infi-
kovanou skupinou, vyznamne po PO a IP podani (p <
0,05).

Fagocytarna aktivita

Utinok DLE na vrodent bunkovt imunitu infiko-
vanych mysi bol v krvi skimany analyzou fagocyto-
zy neutrofilov a monocytov (vid’ obr. 4A). Fagocy-
tarna aktivita (FA) sa merala ako priemerny pocet
fluoresceinom znacenych E. coli pohltenych jednym
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fagocytom. V porovnani s infikovanymi nelieCenymi
mySami DLE vyznamne neovplyvnil FA. Priemerna
intenzita fluorescencie (MFI) bola mierne potlacena v
infikovanej neliecenej skupine (p < 0,05) a iba IP po-
davanie zvysilo signifikantne (p < 0,05) tito funkciu
fagocytov (vid’ obr. 4B).

U¢inok terapie na proporcie myeloidnych popula-
cii buniek v krvi

Myeloidné populacie bielych krviniek boli identi-
fikované protilatkami voc¢i markeru CD11b, ktory je
sucastou povrchového komplementového recepto-
ra detegovaného na monocytoch, makrofagoch, NK



bunkach a granulocytoch — vacsinou neutrofiloch a
na niektorych populaciach eozinofilov pocas zdpalu
(Stevens a kol., 2007; Lee a kol., 2012). Eozinofily
boli identifikovan¢ protilatkami voéi SiglecF, ktory je
povazovany za Specificky marker pre eozinofily mysi
(Lee a kol., 2012).

Podiely CD11b+ buniek v rdmci leukocytov krvi
(CD45+ buniek) sa vyrazne zvysili vo v§etkych infiko-
vanych skupindch v porovnani so zdravou kontrolou
(vid’ obr. 5A) a podavanie DLE vyznamne nezmenilo
ich zastiipenie. Boli analyzované aj proporcie antigén
prezentujucich buniek pouzitim protilatky voci povr-
chovému receptoru MHCII (vid’ obr. 5B). V stlade
so supresivnym ucinkom infekcie E. multilocularis
na imunitny systém boli podiely buniek CD11b+M-
HCII"" vyznamne znizené v porovnani so zdravymi
mySami (p < 0,05) a iba PO aplikécia zmiernila ten-
to supresivny ucinok (p < 0,01) oproti INF mySiam.
Pri analyze buniek pozitivnych na SiglecF a CD11b
boli determinované dve subpopulacie, viac zastipe-
na populacia buniek: CD11b-SiglecF+ (vid” obr. 5C)
a mensia subpopulacia CD11b+SiglecF+ (vid® obr.
5D). Infekcia signifikantne znizila podiely CD11b-
-SiglecF+ buniek v porovnani so zdravymi mySami
(p < 0,001) a PO terapia zmiernila tento supresivny
ucinok. V porovnani so zdravymi mySami bol infek-
ciou vyvolany pokles eozinofilov CD11b+SiglecF+
(p < 0,05) menej redukovany po SC a IP podani DLE
(p < 0,05); ¢o naznacuje rozdielnu ulohu populacii
SiglecF+ buniek v imunitnej obrane proti metacesto-
dam E. multilocularis.

DISKUSIA

Alveolarna echinokokéza (AE) je charakteristic-
ka chronickym progresivnym poSkodenim pecene
spbsobenym kontinualnym rastom a proliferéciou
metacestody. V tejto Stadii boli porovnavané imu-
nomodulaéné ucinky huménneho DLE (Immodin)
pozostavajuceho z biologicky aktivnej zmesi malych
proteinovych a neproteinovych molekul po troch spo-
soboch podania mysSiam kmena Balb/c s infekciou
E. multilocularis. V klinickych a experimentalnych

studiach bol DLE podavany roéznymi cestami, ¢o
moze ovplyvnit vplyv na imunitni odpoved’ hostite-
l'a a néasledntl patologiu. V nasej Studii bolo zistené
vyznamné znizenie hmotnosti peritonealnych cyst po
peroralnej aplikacii deviatich davok DLE v porovna-
ni s nelieCenou infikovanou skupinou. Subkutdnne a
intraperitonedlne podanie znizilo rast cyst parazita
len mierne. S cielom vysvetlit' pozorovany vysledok
podévania DLE po réznych cestdch bol hodnoteny
ucinok na leukocyty krvi. Lymfoidné bunky boli vy-
znamne znizené u infikovanych neliecenych mysi a
signifikantné zvySenie proporcii tychto buniek bolo
pozorované len po peroralnom podani. U pacientov
s bunkovymi deficitmi spojenymi s réznymi pato-
logiami dokdzal DLE normalizovat’ pocet CD4+ a
CD8+ lymfocytov krvi a zvysit’ potlacenu expresiu
MHC (major histocompatibility complex) receptora
na bunkach prezentujucich antigén (Rovensky a kol.,
2014). V naSej Stadii infekcia vyvolala nérast popu-
lacie CD3+ T buniek a podavanie DLE neovplyvni-
lo signifikantne ich pocet. V ramci celej populacie T
lymfocytov infekcia redukovala podiel CD3+CD4+
T pomocnych lymfocytov a DLE nemal vyznamny
ucinok. Na rozdiel od toho populacia CD3+CD8+ T
cytotoxickych lymfocytov v krvi bola v infikovanej
skupine signifikantne zvysena a pokles bol pozoro-
vany po vSetkych troch spbsoboch aplikacie DLE.
CD4+ T pomocné lymfocyty su po kontakte s para-
zitickymi antigénmi polarizované na jednotlivé pod-
skupiny, ktoré su definované funkénymi schopnos-
tami a cytokinovymi profilmi urcujicimi progresiu
ochorenia. U T'udi je Th2 typ imunitnej odpovede
spojeny so zvySenou nachylnostou k ochoreniu, kto-
ré vedie k chronickej AE a progresivnemu priebehu u
pacientov, zatial’ co aktivacia Thl typu je spojena so
znizenym rastom cyst a redukciou infekcie (Vuitton,
2003; Vuitton a kol., 2006). V praci autorov Kizaki
a kol. (1993) sa zistilo, Ze protoskolexy E. multilocu-
laris potlacaju proliferaciu CD4+ lymfocytov a nao-
pak stimulujt proliferaciu CD8+ T lymfocytov, ktoré
prispievaju k udrziavaniu imunosupresie. Vysledky
nasej Studie mézu naznacovat’, ze DLE cCiasto¢ne zni-

zil aktivaciu a proliferaciu CD8+ T buniek so sup-

105



resorovymi ucinkami a nevyznamne ovplyvnil cel-
kovu populaciu Th lymfocytov. Nase nepublikované
vysledky ukazali, ze PO aplikacia viedla k stimulacii
Thl a redukcii Th2/Treg subpopulécii lymfocytov
v slezine. Vysledky nasho kolektivu koreluju so stu-
diou, v ktorej sa uvadza, Ze pacienti s progresivnymi
parazitickymi 1éziami vykazovali zvySenu aktivaciu
prevazne CD8+ T buniek, v porovnani so zdravymi
kontrolami a pacientami s vylieCenym ochorenim AE
(Manfras a kol., 2004).

Imunosupresia vyvoland metacestédami Echino-
coccus spp. je velmi zlozity proces, pri ktorom su
jednotlivé bunky myeloidnej linie silne ovplyvnené
tak na funkcnej, ako aj fenotypovej urovni. Ako je
znazornené na obr. 4A — B, ani infekcia, ani poda-
vanie DLE neovplyvnili podiely fagocytujucich bu-
niek v porovnani so zdravymi mysami. Ukdzalo sa, Ze
krvné monocyty sluzia ako doplnok ku Kuppferovym
bunkdm a mozu sa podiel’at’ na imunitnej odpovedi
Th1 a Th2 typu, polarizaciou na makrofagy M1 alebo
M2 typu v roznych stadiach infekcie (Li a kol., 2020).
Aby sa zistilo, ¢i terapia DLE zmenila pomery mono-
cytov a eozinofilov, krvné leukocyty sa oznacili proti-
latkami proti povrchovym markerom CD11b, MHCII
a SiglecF. Mysi reagovali v 9. tyzdni po infekcii vy-
znamne zvysSenym podielom CDI11b+ myeloidnych
buniek a proporcie zrelych CD11b+MHCII"" mono-
cytov sa znizili v porovnani so zdravymi mysami. Pan
a kol. (2013) uvadzaja, ze v priebehu jedného roka
infekcie E. granulosus sa vyrazne zvysilo zastipenie
CD11b+/Gr-1+ myeloidnych supresorovych buniek
v krvi a slezine, a tieto bunky mali znizent expre-
siu MHCII, ¢o naznacuje posSkodenie antigén prezen-
tujucej kapacity. DLE vyznamne nezmenil podiely
CD11b+ myeloidnych buniek, ale PO a SC aplikécie
viedli k narastu zrelych CD11b+MHCII"" monocy-
tov. Zvysené pocty eozinofilov v krvi si casto pozo-
rované poc¢as mnohych infekcii pasomnicami. V pri-
pade infekcie E. multilocularis vel'mi nizke poéty
eozinofilov v krvi su vysledkom proteolytického po-
sobenia E/S produktov parazita voci eotaxinu, ktory
spusta mobilizaciu tychto buniek do miesta infekcie
(Mejri a Gottstein, 2009).
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V krvi mysi s alveolarnou echinokokézou sme prie-
tokovou cytometriou identifikovali dve populacie bu-
niek CD11b-SiglecF+ a CD11b+SiglecF+, obe boli
vyznamne nizsie u infikovanych mysi v porovnani so
zdravymi mySami, ako je znazornené na obr. 5C a D.
Eozinofily maju na svojom povrchu viaceré markery
vratane SiglecF (Zhang a kol., 2004) a CD11b integ-
rin, ktory je sucastou komplementového receptora
C3. Stevens a kol. (2007) opisali v pl'icnom paren-
chyme zdravych mysi a mysi senzibilizovanych ovo-
albuminom dve populacie, konkrétne CD11b+Siglec-
-F+ eozinofily a CD11b-Siglec-F+ pl'icne makrofa-
gy. Ked’ze u naivnych mysi krvné monocyty predsta-
vuju iba 2 — 6 % bielych krviniek, predpokladame, ze
protilatka anti-SiglecF sa mdze viazat’ aj na iné typy
buniek, ktorym chyba marker CD11b, ako st lymfo-
cyty, alebo CD11b-Siglec-F+ je populacia fenotypic-
ky odlisnych eozinofilov. Je potrebné poznamenat’, ze
DLE podavany PO vyznamne zvysil tato populaciu v
krvi, ¢o naznacuje, ze tento typ eozinofilov pravde-
podobne prispel k najvyssej redukcii cyst. Populéacia
eozinofilov CD11b+SiglecF+ tvorila v krvi minoritnu
populaciu, podobne ako to bolo zistené v inej Stadii
(Yuan a kol., 2016) a bola zvysena po SC a IP apli-
kacii, ale nie po PO podani. Mechanizmus posobenia
tychto typov eozinofilov v imunitnej obrane voci in-
fekcii E. multilocularis je pravdepodobne odlisny ako
v pripade CD11b-SiglecF+ eozinofilov a vyzaduje si
d’alsie Stadium.

Neimtinny humanny DLE pouzity v tejto stadii ob-
sahuje vel'’ké mnozstvo malych molekul proteinového
a neproteinového charakteru az do 10 kDa s roznymi
biologickymi a imunomodulacnymi funkciami, kto-
ré, ako tato Studia ukdzala, sa prejavuju v zavislosti
od kinetiky absorpcie. Perordlne podavané lieciva sa
primarne absorbuju v tenkom ¢reve, kde si molekuly
absorbované bunkovym epitelom jednym alebo via-
cerymi transportnymi mechanizmami, v zavislosti od
ich hydro/lipofilicity a molekularneho charakteru. Po
prechode ¢revnym epitelom vécsina molekul lieciva
prechéadza priamo do portalnej zily, ktora ich prenasa
do pecene a nasledne do systémového obehu (DeSes-
so a Jacobson, 2001).



Subkutdnne podéavanie je bezne pouzivany spdsob
aplikacie, najmé pre molekuly, kde nizka biologicka
dostupnost’ vylucuje peroralne pouzitie a velkost
proteinov, lie¢iv a inych zlucenin je klaiCovym de-
terminantom absorbcie krvnou a lymfatickou cestou
(Mclennan a kol., 2005). Po IP podani velky povrch,
mikroklky na mezotelidlnych bunkach a bohaté krvné
zéasobenie ul'ahcuju rychlu absorpciu latok (Kuzlan
a kol., 1997). Experimentalne §tadie naznacuji, ze
malé az stredne vel'ké molekuly (MW — molekulova
hmotnost’ < 5000 Da) a tekutiny su prevazne absor-
bované visceralnou Castou peritonea, kde difuzia cez
slezinové, dolné a horné mezenterické tepny odvadza
tieto molekuly do portéalnej zily (Williams a White,
1986). Na druhej strane, vel'’ké molekuly (MW > 5000
Da), proteiny, krv a imunitné bunky su vychytavané

lymfatickym systémom (Surbone a Myers, 1986).
ZAVER

Vysledky tejto Studie naznacuju, ze kinetika crev-
nej absorpcie molekil po podani DLE peroralnou
cestou v priebehu infekcie E. multilocularis u mysi
uprednostiiovala ich efektivnejSie interakcie s bun-
kami rdéznych kompartmentov imunitné¢ho systému,
najmi bielych krviniek. Zd4 sa, Ze najvyznamnejsi
pokles hmotnosti cyst stvisel s vyznamnou stimula-
ciou Th1 typu imunity, subezne s redukciou Th2/Treg
imunitnej odpovede, ktord sa podiel’a na imunosup-
resii. Predpokladame, Ze po SC a IP podavani DLE
absorpcia niektorych velkych molekil a proteinov by
mohla byt spomalena v regiondlnych lymfatickych
uzlinach. To pravdepodobne viedlo len k miernej sti-
mulacii odpovede typu Thl a k vyznamnému zvyse-

niu podielu CD11b+SiglecF eozinofilov v krvi.
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ABSTRACT

Ruza Sipova (Rosa canina L.) je celosvetovo roz-
Sireny trvaci ker, znamy svojimi antibakterialny-
mi, protizapalovymi a antioxida¢nymi vlastnost’a-
mi. PredloZena $tudia sa zaobera stanovenim a po-
rovnanim biologickej aktivity plodov ruZze Sipovej
(Cynoshati fructus), pochadzajicich z jedenastich
lokalit Slovenska. Antioxidac¢na aktivita bola sta-
novena pomocou metédy FRAP, DPPH radikalu
a sledovalo sa celkového mnoZstvo polyfenolov.
Okrem antioxidac¢nej aktivity sa skiimal aj obsah
chlorofylu a (C)), chlorofylu b (C,) a karotenoidov
(C). Obsah celkovych polyfenolov bol stanoveny
v hodnotach 108,9 mg/100 g az 268,9 mg/100 g
suSenych plodov. Antioxida¢na aktivita bola v 11
vzorkach stanovena v hodnotach 215,3 az 232,9
pmol.l" Fe2*. Vyuzitim DPPH radikalu bola ur-
¢ena antioxida¢na aktivita v percentiach ubytku v
rozmedzi 77,14 % — 90,07 %. Obsah celkovych ka-
rotenoidov sa pohyboval v hodnotach do 0,33 mg/
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suchi hmotnost’. Terapeuticky téinok plodov ruze
Sipovej (Sipok) bol potvrdeny vysokou antioxidac-
nou schopnost'ou a vysokym obsahom celkovych
polyfenolov.

KPacové slova: antioxidacna aktivita, DPPH;
FRAP; chlorofyly; Rosa canina L.

ABSTRACT

Rosehip (Rosa canina L.) is a worldwide wide-
spread perennial shrub, known for its antibacteri-
al, anti-inflammatory and antioxidant properties.
aThe presented study deals with the determina-
tion and comparison of the biological activity of
the fruits of the dog rose (Cynosbati fructus), origi-
nating from eleven locations in Slovakia. The an-
tioxidant activity was determined using the FRAP
method, DPPH radical, and the total amount of
polyphenols was monitored. In addition to anti-
oxidant activity, the content of chlorophyll a (C)),



chlorophyll b (C,) and carotenoids (C) was also
examined. The content of total polyphenols was
determined at values of 108.9 mg/100 g to 268.9
mg/100 g of dried fruits. The antioxidant activ-
ity was determined in the 11 samples at values of
215.3 to 232.9 pmol.I"! Fe**. Using the DPPH radi-
cal, the antioxidant activity was determined in the
percentage of decrease in the range of 77.14 %
—90.07 %. The content of total carotenoids var-
ied between 0.33 mg/dry weight. The therapeutic
effect of rose hips (fruits) was confirmed by their
high antioxidant capacity and high content of total
polyphenols.

Key words: antioxidation activity; DPPH;
FRAP; Rosa canina L.

UvVOoD

Ruza $ipova (Rosa canina L.) je trvaci, vzpriame-
ny, ostnaty ker, ktory dorasta do vysky 1,5 — 3,5 m.
Priame zelené konariky obsahuju dlhé internodia.
Ostne (tfnie) su pevné, hakovité alebo zakrivené. Lis-
ty st neparno-perovito zlozené z 5 — 7 listkov. Korun-
né lupienky su biele az svetloruzové, zriedka tmavo-
ruzové a maju velkost' 15 — 25 mm (Ercisli, 2005).
Kvety kvitna v juni. Plodom je plodstvo naziek, ktoré
sa oznacuje ako $ipka, s dizkou 10 — 20 mm, ktora ma
vajcovity, az gulaty tvar. Plody maju svetlocervené
az tmavocervené sfarbenie, leskly a vraskavy povrch
(Martonfi, 2013).

Liekopisn( drogu Rosae pseudo-fructus (nepravy
plod ruze) tvori kvetna ¢iaska so zvySkami uschnuté-
ho kalicha, bez pritomnosti naziek druhov Rosa cani-
na L. — ruza Sipova, R. pendulina — ruza previsnuta a
d’alSich druhov z el'ade Rosaceae. Eurpsky liekopis
udava minimalny obsah kyseliny askorbovej 0,3 %. Z
hl'adiska dolezitosti tato lieckopisnad droga nema prak-
ticky vyznam, preto sa pouziva droga bez odstranenia
naziek, a to $ipka Cynosbati fructus. Sipky obsahuju
biologicky aktivne zliceniny ako su sacharidy, orga-
nické kyseliny, pektiny, flavonoidy, triesloviny, karo-

tenoidy, vitaminy (najmé vitamin C a tiez B, B,, B,

K, P, silice) (Nagy a kol., 2017).

Rosa canina L. je znama vysokym obsahom feno-
lov. O tychto zlticeninach je zrejmé, zZe maju antio-
xidacné, antimutagénne a antiproliferativne Ucinky.
Polyfenolové zluceniny st pdsobiace antioxidacné
latky proti rozvoju civilizaénych ochoreni. Cynosbati
fructus znizuju hladinu cholesterolu v krvi. Karotén
obsiahnuty v plodoch méa pozitivny vplyv na imunit-
ny systém organizmu. Vitamin K zlepSuje zrdzanli-
vost’ krvi a pomaha pri tvorbe protrombinu. Vitamin
P posiliuje steny kapilar a zlepSuje absorpciu vitami-
nu C (Kilicgun a Altiner, 2010).

Plody ruze Sipovej sa tradicne vyuzivaji v preven-
cii a terapii nachladnuti, ale aj inych infekcii, tiez ako
diuretikum a na liecbu réznych zapalovych ochorent.
Tradi¢na 'udova medicina a vedecké studie odhalili
potencial vyzivovych a terapeutickych vyhod prirod-
nych antioxidantov. Obsahov¢ latky Sipok su nositel’-
mi adstringentnych, cholagogénnych, choleretickych,
diuretickych, antiulceréznych a antioxidacnych vlast-
nosti. Posobia tiez ako antiarytmikd (Roman a kol.,
2013).

Cielom predlozenej studie bolo zistit’ celkovy ob-
sah polyfenolov, kvantitativne stanovenie chlorofylu
a (Ca), chlorofylu b (Cb) a karotenoidov. Antioxidac-
na aktivita sa stanovila vyuzitim metédy FRAP a po-
mocou DPPH radikdlu v 11 vzorkach plodov Rosa
canina L., pochadzajucich z rozdielnych oblasti Slo-
venska.

MATERIAL A METODY

V experimentoch boli pouzité plody ruze Sipovej
zbierané v rovnakom termine, z vol'ne rasticich kri-
kov Kosického, Presovského a Banskobystrického
kraja (vid obr. 1). Nazbierané plody boli nasledne su-
Sené umelym spdsobom v susicke (Concept SO1030,
Trencin) pri teplote do 60 °C.

Priprava extraktov pre stanovenie antioxidacnej
aktivity
Susené plody ruze Sipovej boli podrvené v trecej

miske a rozomleté na mensie Castice pomocou mixé-
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Obr. 1: Mapa miest zberu plodov ruZe Sipovej

1. Snina, 2. Medzilaborce, 3. Humenné, 4. Strazske, 5. Vranov nad Topl'ou,
6. Secovee, 7. Kosice, 8. Rozhanovce, 9. Sabinov, 10. Levoca, 11. Brezno

ra. Nasledne sa 5 g drogy varilo vo vodnom kupeli
s objemom 100 ml po dobu 15 minGt. Takto pripra-
veny extrakt bol prefiltrovany cez vatu do odmerne;j
banky a objem bol doplneny destilovanou vodou na
50 ml. Rovnakym postupom sa pripravilo spolu 11
roztokov na analyzu.

Stanovenie celkového obsahu polyfenolov

Pre pripravu meranych roztokov bolo do skimaviek
napipetovanych 250 pl roztoku, ktory bol pripraveny
zmiesanim Folin-Ciocaultovho ¢inidla a destilovane;j
vody v rovnakom pomere. Nasledne sa do kazdej sku-
mavky napipetovalo 500 pl 20 % roztoku uhlicitanu
sodného a 4 ml destilovanej vody. Pripravené roztoky
sa inkubovali v tme po dobu 20 minuat. Do priprave-
nych roztokov sa napipetovalo 250 ul z kazdého ex-
traktu. Pripravené vzorky sa centrifugovali pri 3000
rpm po dobu 10 minut. Do kyvety sa odobralo 100 pul
supernatantu, pridalo sa 900 ul vody a merala sa ab-
sorbancia (A) pri 750 nm, oproti vode ako kontrolnej
vzorke (Naczk a Shahidi, 2006). Vysledky boli vyjad-
rené ako ekvivalent kyseliny galovej GAE v mg/100
g. Meranie absorbancii sa uskuto¢nilo pomocou spek-
trofotometra (UV-VIS — Beckman DU530, USA).
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Stanovenie antioxida¢nej aktivity FRAP metodou

TPTZ pracovny roztok bol cerstvo pripraveny a po-
zostaval zo zmesi TPTZ roztoku (koncentracia 0,01
mol.I"' v kyseline chlorovodikovej, s koncentraciou
0,04 mol.I""), z roztoku chloridu Zelezitého s koncen-
traciou 0,02 mol.I"" a destilovanej H,O v pomere 1 :
1:10. Vzorka s objemom 100 pul bola zmiesana s 1,5
ml destilovanej H,O a absorbancia zmesi sa merala
pri vlnovej dizke 593 nm s oznagenim ako A,. Zmie-
Sanim 100 pl vzorky s pracovnym roztokom TPTZ
s objemom 1,5 ml bola po 4 minttach zmerana ab-
sorbancia a oznacena ako A, . Ako Standard bol po-
uzity roztok siranu zeleznatého s koncentraciou 100
pmol.I"'. Meranie absorbancii sa uskuto¢nilo pomo-
cou spektrofotometra (UV-VIS — Beckman DUS530,
USA). Antioxida¢na aktivita bola vyjadrend pomo-
cou vztahu vo FRAP jednotkach, pricom 1 FRAP
jednotka = 100 pmol.I"' Fe?* TPTZ (Aktumsek a kol.,
2011).

Avzorka (AO - A4mi.n.)
FRAP =

Agtandard (Ao - Admin)



Stanovenie antioxidac¢nej aktivity DPPH metédou

Metéda DPPH je zalozend na principe redukcie
DPPH radikalu (2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl) a
vznika DPPH-H, pricom dochadza k zmene farby z
fialovej na zIti, zodpovedajicej vzniknutému hyd-
razinu (Pyrzynska a Pekal, 2013). Zasobny roztok
DPPH (0,1 mmol.I"") bol pripraveny rozpustenim 2
mg DPPH (Sigma Aldrich, USA) v krystalickej for-
me v 100 ml metanolu. Kontrolny roztok DPPH (A )
bol pripraveny zmiesanim 20 pul rozpustadla a 1,0 ml
pracovného roztoku DPPH. Po 30 minutach inkuba-
cie pri izbovej teplote, v tme boli merané absorbancie
(A) pri 515 nm oproti metanolu. Meranie absorbancii
sa uskutocnilo pomocou UV-VIS — Beckman DUS530,
USA. Vysledky merani podl'a Chen a kol. (2013) boli
vyjadrené ako percentualny ubytok radikalu I (%),
ktory bol vypocitany ako znizenie absorbancie ex-
traktov (A) relativne ku kontrole (A):

1 (%) = (Ao — A)/Ag) X 100

Spektrofotometrické stanovenie chlorofylu a (C)),
chlorofylu b (C,) a karotenoidov (C)

Na stanovenie asimila¢nych pigmentov boli pouZi-
té spektrofotometrické metddy, pomocou ktorych sa
ziskali hodnoty pre chlorofyl a (Ca), pre chlorofyl b
(Ch) a pre celkové karotenoidy (Cc). K 0,2 g roz-
praSkovanej drogy Cynosbati fructus sa pridalo malé
mnozstvo oxidu horec¢natého a 10 ml 80 % acetonu.
Po filtracii bol supernatant 10 minut centrifugovany
pri otackach 4000 rpm. Supernatant sa analyzoval
spektrofotometricky pri vinovej dizke 663,2 nm pre
chlorofyl a (Ca); 646,8 nm pre chlorofyl 5 (Ch) a 470
nm pre celkové karotenoidy (Kumar a kol., 2010)

Ca = 12,25 . A663,2* 2,79 . A646,8
Cb = 21,50 . A646,8* 7,34 A 663,2
C.=(1000.A470 —1,82.Ca—-852.C,) /198

Statistické spracovanie vysledkov

Vsetky experimenty boli trikrat nezéavisle opako-
vané pri rovnakych podmienkach. Pomocou softvé-
ru Excell funkcie AVERAGE bola ur¢ena priemerna

hodnota vzoriek a vyuzitim funkcie STDEV ich sme-
rodajna odchylka.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Ruza sipova je celosvetovo rozsireny ker. Oficial-
nu liekopisnt drogu tvori podl'a Eurépskeho liekopi-
su Ph. Eur. 10 nepravy Sipkovy plod — Rosae pseu-
dofructus, ziskavany z druhu Rosa canina L. Pre plo-
dy je charakteristicky najmé vysoky obsah vitaminu
C. Medzi dalsie dolezité obsahové zlozky patria po-
lyfenoly, karotenoidy, flavonoidy, organické kyseliny,
pektiny. Sipky st nositelmi antioxida&nych, antipro-
liferativnych, hepatoprotektivnych, protizapalovych
a antidiabetickych tc¢inkov (European Pharmacopo-
eia: 10" Edition, 2020; Butkeviéitté a kol., 2022).

Polyfenoly patria k hlavnym bioaktivnym zluc¢eni-
nam v plodoch Rosa canina L. a biogeneticky vznika-
ju fenylpropanoidovou cestou odvodenou z kyseliny
Sikimovej. Obsahujui najmenej dve hydroxylové sku-
piny pripojené k aromatickému kruhu. Najznamej-
Sie z nich su flavonoidy (Galazka-Czarnecka a kol.,
2019). V Tludskom organizme vykazuju vlastnosti
antioxidacné, protinadorove, protizapalové, antiate-
rosklerotické a antitrombotické nielen u pacientov
s kardiovaskularnymi ochoreniami. Chrénia bunky
pred Skodlivymi U¢inkami vonkajSieho prostredia
(napriklad UV ziarenie) a vntutorného prostredia. Pro-
strednictvom hydroxylovych skupin deaktivuju vol'né
kyslikové radikaly a ovplyviiuji expresiu detoxikac-
nych enzymov (Kosiorek a kol., 2013). Celkovy ob-
sah polyfenolovych latok sa stanovil vyuzitim Folin-
-Ciocaultovho ¢inidla. Metoda sa zaklada na reakcii
Folin-Ciocaultovho cinidla (fosfowolframu a fosfo-
molybdenanu) s fenolmi nachadzajicimi sa v rastlin-
nej vzorke. Principom je oxidécia fenolov za vzniku
chromogénov, modrych produktov, ktoré sa stanovu-
ju spektrofotometricky. Intenzita modrého zafarbenia
komplexu je zavisla od koncentracie polyfenolovych
latok vo vzorke (Hara a kol., 2018). Ako Standard
bola pouzita kyselina galova, na zaklade ktorej boli
vysledky vyjadrené ako ekvivalent kyseliny galovej
v mg/100 g plodov. NajvysSie hodnoty 268,9 mg/
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Tab. 1: Kvantitativne stanovenie polyfenolov a antioxida¢nej aktivity v Cynosbati fructus

Vzorka Celkové polyfenoly FRAP metoda DPPH metoda
[mg/100 g] [umol.I! Fe?*] [% ubytku]

1 (Snina) 178,4 + 0,003 221,6 £ 0,027 82,14 +£ 0,001
2 (Medzilaborce) 206,0 + 0,003 227,4 + 0,067 87,14 +£ 0,008
3 (Humenné) 255,5 £ 0,005 229,3 £ 0,051 88,57 + 0,004
4 (Strazske) 118,3 0,002 215,3+£0,031 80,71+ 0,011
5 (Vranov n. Topl'ou) 133,6 £ 0,003 223,4+0,029 84,29 + 0,006
6 (Secovce) 268,9 + 0,002 232,9 + 0,047 90,07 + 0,002
7 (KoSice) 108,9 0,001 217,6 £ 0,041 77,86 + 0,009
8 (Rozhanovce) 201,2 £0,003 218,4+0,020 78,57 £ 0,006
9 (Bardejov) 185,0 + 0,004 219,4 £0,043 84,29 £ 0,005
10 (Levoca) 234,6 = 0,004 225,2+£0,051 85,71 £ 0,002
11 (Brezno) 181,2 £ 0,003 217,1 £0,064 77,14 £ 0,003

Udaje zobrazujt priemerné hodnoty a smerodajné odchylky SD (n = 3)

100 g boli namerané vo vzorke 6 zo SeCoviec (vid’
tab. 1). Duda-Chodak a kol. (2011) analyzovali v 15
rastlinnych vzorkach obsah zakladnych bioaktivnych
zltcenin. Pre Cynosbati fructus stanovili priemer-
ne 110 mg/100 g polyfenolov v suSenych plodoch.
Vzhl'adom na preukdzané hodnoty su plody ruze
Sipovej, v porovnani s inymi ovocnymi druh najlep-
$im zdrojom polyfenolovych latok. Najmenej poly-
fenolov sa nachadzalo vo vzorke 4, pochadzajucej
zo Strazskeho, 5 z Vranova nad Toplou a 7 z Kosic.
Nakolko nami analyzované vzorky boli zbierané v
rovnakom ¢ase, odli$nosti v obsahu polyfenolovych
latok v plodoch ruze Sipovej mdzu byt spdsobené
genetickymi pricinami. Scalzo a kol. (2005) experi-
mentalne potvrdili, ze celkovy obsah polyfenolov je
podmieneny genotypom, miestom pestovania, geo-
logickym podlozim, kvalitou pédy, technikou zberu,
spdsobom suSenia a spracovania plodov.
Antioxidac¢na aktivita fenolovych zlicenin je
sprostredkovana hlavne redoxnymi vlastnostami,
ktoré im umoziuju posobit’ ako redukéné cinidla.
Fenoly st povazované za hlavné biologicky aktivne
latky zodpovedné za antioxida¢nu aktivitu rastlin-
nych materiadlov. Viacerymi $tadiami bola dokazana

korelacia medzi antioxidacnou schopnost'ou a obsa-

114

hom celkovych polyfenolov, preto je smerodajné sku-
manie obsahu celkovych polyfenolov (Butkeviciiité
a kol., 2021). Rdzne fenoly vykazuji réznu antioxi-
dacnu aktivitu. Zavisi to od ich chemickej Struktary.
Schopnost’ vychytavania volnych radikalov jednej
zltceniny moze byt odlisna, takze rovnaké koncen-
tracie tejto zli¢eniny nemusia vykazovat' rovnaké an-
tioxida¢né schopnosti (Ghazghazi a kol., 2010).
Princip fungovania FRAP met6dy spociva v mera-
ni rychlosti redukcie Zelezité¢ho tripyridyltriazinové-
ho (TPTZ) komplexu pod vplyvom antioxida¢nych
ucinkov na zeleznaty komplex. Bezfarebné Cinidlo sa
meni pésobenim vzorky na intenzivne modry roztok s
maximalnou absorbanciou pri vlnovej dizke 593 nm.
Rozdiel absorbancii A je priamo umerny koncentracii
antioxidantov (Aktumsek a kol., 2011). Roman a kol.
(2013) stanovili metédou FRAP antioxidacnu aktivi-
tu vo vzorkach sipok v rozmedzi od 63,35 pmol Tro-
lox/100 g vzorky (var. Assiensis) do 127,8 pmol Tro-
lox/100 g (var. Transitoria). Ghazghazi a kol. (2010)
stanovili 12,5 pg Trolox/ml az 22,6 pg Trolox/ml. Mi-
haylova a kol. (2015) namerali hodnoty antioxidacnej
aktivity v rozmedzi 344.85 £ 7.25 az 771.86 + 5.25
umol.g!. Antioxida¢na aktivita metodou FRAP bola

v nami testovanych vzorkach porovnatelnd s uve-



Tab. 2: Obsah chlorofylu a (C,), chlorofylu b (C,) a karotenoidov (C ) v jednotlivych vzorkach Rosa canina L.

Vaorka Obsah chlorofylua (C,) | Obsah chlorofylu b (C,) 121 l;ft‘z‘ncoelg;"vv’(yéh)

[mg/g s. hm.] [mg/g s. hm.] [mg/g s. hm.] ¢
1 (Snina) 0,02 + 0,03 0,33 = 0,11 0,14+ 0,07
2 (Medzilaborce) 0,02+ 0,02 0,23 = 0,08 0,14 £ 0,06
3 (Humenné) 0,06 + 0,14 023+0,14 0,18 0,06
4 (Strazske) 0,00 + 0,00 0,06 = 0,04 0,21 =0,02
5 (Vranov n. Toplou) 0,02 0,02 0,02+ 0,23 0,00 £ 0,00
6 (Secovce) 0,08 = 0,07 0,05 = 0,04 0,31 + 0,01
7 (Kogice) 0,01 0,01 0,09 £ 0,09 0,15 = 0,05
8 (Rozhanovce) 0,05 + 0,04 0,05 + 0,07 0,20 + 0,05
9 (Bardejov) 0,00 £ 0,00 0,02 £ 0,00 0,28 + 0,02
10 (Levota) 0,01 0,01 0,01 0,01 0,18 0,01
11 (Brezno) 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00 0,27 +0,01

Udaje zobrazuju priemerné hodnoty a smerodajné odchylky SD (n = 3)

denymi meraniami. Najvyssiu antioxida¢nu aktivi-
tu dosahovala vzorka 6, pochddzajiica zo Secoviec,
ktora vykazovala hodnotu 232,9 umol.l"! Zeleznatych
volI'né radikaly pomocou FRAP metody mala vzorka
4 zo Strazskeho. Dosahovala hodnotu 215,3 umol.1!
zeleznatych i6nov. Rozdiely vo vzorkach mohli byt
sposobené rozlicnym stupnom zrelosti plodov, alebo
odlidnymi geologickymi a klimatickymi podmienka-
mi.

Pre posudenie schopnosti odstranovat’ vol'né ra-
dikaly v zmesiach, ale aj v cCistych latkach je Casto
pouzivana metdda vyuzivajica DPPH (1,1-difenyl-
-2-(2,4,6-trinitrofenyl) hydrazylovy) radikal. Zaloze-
na je na reakcii skiimanej vzorky so stabilnym DPPH
radikdlom. DPPH radikal m& maximalnu absorbciu
pri vlnovej dizke 515 a7 520 nm (Chen a kol., 2013).
Plody ruze Sipovej su zname vysokou schopnostou
vychytavat’ volné radikéaly. Podl'a Daels-Rakotoari-
son a kol. (2002) moze extrakt Sipok inhibovat’ reak-
tivne formy kyslika (ROS) testované v nebunkovych a
bunkovych systémoch. Kilicgun a Altiner (2010) sta-
novili antioxida¢nt aktivitu ako priemernt hodnotu
84,69 % DPPH inhibicie v zavislosti od koncentracie

extraktu. Oliveira a kol. (2009) stanovili v Cerstvych

plodoch ruze Sipovej hodnotu antioxidacnej aktivity
(36,53 %) urcili v plodoch susenych prirodzene na
slnku. Fattahi a kol. (2012) zaznamenali vo svojich
meraniach 87,8 % Ubytku DPPH radikalu. V nami
testovanych vzorkach boli zaznamenané hodnoty an-
tioxidac¢nej aktivity metdédou DPPH v rozmedzi 77,14
vzorkach z Kosic (77,86 %) a zo Strazskeho (80,71
%) (vid’ tab. 1). MoZno predpokladat’ nepriamy suvis
s rastom a dozrievanim plodov v znecistenom zivot-
nom prostredi, ked’ze v blizkosti sa nachadzaju vel'ké
chemické zavody.

Vztah medzi obsahom polyfenolov a antioxidac-
nou kapacitou sa stanovil pomocou linearnych kore-
lacii. Medzi celkovym obsahom polyfenolov a antio-
xidac¢nou aktivitou $ipok bola zaznamenana pomerne
vysoka korelécia (R? = 0,6218, p < 0,05). Tento vy-
sledok potvrdzuje mozny suvis medzi antioxida¢nou
aktivitou a obsahom polyfenolovych latok, resp. ich
hydroxylovych skupin. V pripade volne rasticich
plodov boli zaznamenané pozitivne korelacie medzi
celkovymi fenolmi a antioxida¢nou aktivitou (Ghaz-
ghazi a kol., 2010). Vysoka antioxidacna schopnost’

vol'ne rastacich plodov by mohla byt pripisana aj pri-
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tomnosti inych bioaktivnych zloziek, ako su vitamin
C, tokoferol, pigmenty, ako aj interakciam tychto zl-
¢enin (Barros, 2010).

Hlavnou funkciou fotosyntetickych pigmentov,
medzi ktor¢ patria chlorofyly a (C,) a karotenoidy, je
absorpcia svetelnej energie. Chlorofyl a (C.) je najdo-
lezitej$i fotosynteticky aktivny pigment, ktory je ne-
vyhnutny pre vlastni premenu energie. Ostatné pig-
menty, ako sU karotenoidy, maji pomocnd a ochrann(
funkciu. Ich tlohou je zachytit dopadajice Ziarenia
a energiu svojho excitovaného stavu prestvaju na
chlorofyl a (C,). Pre karotenoidy je charakteristicka
absorpcia Ziarenia pri vlnovej dizke 480 — 570 nm,
pre chlorofyly 380 — 470 nm a 650 — 680 nm. Funkcia
chlorofylov teda spociva v pohlcovani a naslednom
prenasani energie. Tak zabezpecuju priebeh procesov
nevyhnutnych pre fotosyntézu (Repcak a kol., 2015).
V sledovanom experimente najvysSie hodnoty cho-
lorofylu a (C,) boli zaznamenané vo vzorke 6, ktora
pochadzala zo SeCoviec (vid’ tab. 2). Najvyssi obsah
karotenoidov vyjadrenych v mg na suchi hmotnost’
dosiahla vzorka 6 (Se¢ovce). Ozpinar a Yalgin (2013)
skimali zakladné fyziologické parametre v podobe
cholorofylov a karotenoidov v listoch Rosa canina L.
v priebehu mesiacov jul a august. Zistili, ze pripadné
zmeny jednotlivych parametrov fotosyntézy boli spo-
sobené biotickym stresom. Rozdiely v jednotlivych
vzorkach mohli byt spdsobené rozliénym stupniom
zrelosti plodov, alebo odlisSnymi geologickymi a kli-
matickymi podmienkami.

ZAVER

Predlozena studia sa zaobera biologickym potenci-
alom plodov Rosa canina L. Zo ziskanych vysledkov
v experimentdlnej Casti Stadie mozno konstatovat’, ze
najvyssi obsah celkovych polyfenolov bol zazname-
nany vo vzorke 6 pochadzajicej zo SeCoviec. Naj-
vyssia antioxidacna aktivita bola ur¢ena prostrednic-
tvom DPPH radikalu aj prostrednictvom FRAP opat’
vo vzorke 6 s hodnotou 232,9 umol.I"" Fe?* opit’ zo
Secoviec. Obsah celkovych karotenoidov dosiahol

najvyssiu hodnotu opit’ vo vzorke 6, pochadzajucej
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zo Secoviec. Schopnost’ vychytavat’ volné radikaly
predurcuje vyuzitie Sipok ako prirodného lieciva aj

u pacientov s diagnostikovanou osteoartrozou.
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ABSTRACT

Stidia je zamerani na optimaliziciu metody
vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie (UH-
PLC) s ciePom najst’ vhodné podmienky pre jed-
noduché a rychle stanovenie lieciva S-fluéruracil
(5-FU). Na zaklade experimentalnych merani bola
pre stanovenie 5-FU zvolen4a metoda izokratickej
elucie na kolone Hypersil C18 s reverznou fazou.
Mobilna faza pozostavala z metanolu a fosfatové-
ho tlmivého roztoku (pH = 6,9); v objemovom po-
mere 3 : 97 (v/v). Meranie sa uskuto¢nilo pri prie-
tokovej rychlosti 1,0 ml.min', nastreku vzorky s
objemom 20 pl a teplote kolony 25 °C. Na meranie
absorbancie pri vinovej dizke 268 nm bol pouzity
detektor diédového pola (DAD). Optimalizovana
chromatograficka metéda sa méze vyuzit’ v bio-
medicinskych aplikaciach, pri $tadiu kontrolova-
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ného uzatvorenia a nasledného uvolnovania 5-FU

z mezoporovitej siliky ako nosica lieciva.

KPuicové slova: analyza; S-fluéruracil; HPLC

ABSTRACT

This study is focused on the optimization of the
method of high-performance liquid chromatogra-
phy (UHPLC), with the aim to find suitable condi-
tions for simple and fast determination of the drug
5-fluorouracil (5-FU). Based on the experimental
measurements, the method of isocratic elution on
a Hypersil C18 column with a reverse phase was
chosen for the determination of 5-FU. The mobile
phase consisted of methanol and phosphate buffer
solution (pH = 6.9), in a volume ratio of 3 : 97 (v/v).
The measurement was performed at a flow rate of



1.0 ml.min"', sample injection with a volume of 20
pl and a column temperature of 25 °C. A Diode
Array Detector (DAD) was used for measurement
of absorbance at 268 nm. The optimized chroma-
tographic method can be useful in biomedical ap-
plications, for the study of controlled loading and
subsequent releasing of 5-FU from mesoporous

silica as a drug carrier.
Key words: analysis; S-fluorouracil; HPLC
UvVOD

Pri liec¢be roznych nadorovych ochoreni sa uz viac
ako 20 rokov pouziva jeden z najaktivnejSich antine-
oplastickych liekov, 5-fludruracil (5-FU). Tato latka
bola prvykrat syntetizovana z acyklickych prekurzo-
rov v roku 1957 Duschinskym (Duschinsky a kol.,
1957). Je jednym z mala klinicky vyuzivanych liekov,
ktoré boli racionalne navrhnuté na zaklade ziskanych
poznatkov o biochémii nadorov (Diasio a Harris,
1989). Experimentalne stadie u potkanov ukazali, ze
niektoré nadorové bunky vyuzivali exogénny uracil
ako substrat pre syntézu nukleovej kyseliny potreb-
nej na rast nadoru, zatial' co zdravé bunky sa takto
nespravali (Rutman a kol., 1954). To viedlo k hypoté-
ze, ze syntézou vhodného analogu uracilu s podobny-
mi fyzikalno-chemickymi vlastnostami by sa mohla
docielit’ inhibicia syntézy nukleovych kyselin, a tym
aj blokovanie rastu nadoru (Heidelberger, 1975). Pri
navrhu vhodného analégu sa vychadzalo zo skorSich
studii, ktoré preukazali, Ze nahradenim vodika flu6-
rom by sa relativne netoxicka zli¢enina mohla pre-
menit’ na zluceninu so zvySenou toxicitou (Liebecq
a Peters, 1949). Okrem toho, polomer atomu fluéru
(1,35 A) je podobny polomeru atému vodika (1,2 A),
¢im sa minimalizuje zmena molekularnej konforma-
cie a zvySuje pravdepodobnost, ze takdto molekula
by mohla byt metabolizovana rovnakymi enzymami
ako uracil (Diasio a Harris, 1989).

5-FU je vo vode rozpustny fluoridovy analog py-
rimidinovej bazy uracilu (vid’ obr. 1), antimetabolit,

ktory sa pouziva prevazne v intravendznej forme naj-

Obr. 1: Struktira 5-FU
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ma pri liecbe kolorektalneho karcindmu (Meyerhardt
a Mayer, 2005); karcindmu pankreasu (Wang a kol.,
2014) a v kombinéaciach s inymi antineoplasticky-
mi liekmi tiez na lieCbu rakoviny prsnika, vajecni-
kov (Cameron a kol., 1994); plic (Tatsumura a kol.,
1993) a mo¢ového mechura (Hussain a kol., 2001).
Niekol’ko desatroci bol 5-FU jedinou chemoterapeu-
tickou latkou klinicky aktivnou voci kolorektalnemu
karcindému. 5-fludruracil sa moze pouzit' aj lokalne
(ako krém) na liecbu solarnych keratoz, niektorych
typov bazaliomov koze a na lie¢bu bradavic v kombi-
nacii s kyselinou salicylovou vo forme roztoku (Han-
sova a kol., 2011).

Aj napriek dobrej rozpustnosti vo vode ma pouzi-
tie 5-FU niekol'’ko obmedzeni. Pri oralnom podani sa
pozoroval kratky polcas rozpadu lieciva v plazme (5
— 20 min), ¢o zakonite vedie k zvySovaniu davky lie-
¢iva a z toho vyplyvajlcej vyssej toxicite (Mundargi
a kol., 2010). K obmedzeniam prispieva aj nejednot-
na a neuplna absorpcia lieciva pri oralnej aplikécii,
rezistencia nadorov na podavané lieCivo, neselektiv-
ne pdsobenie lieCiva na zdravé bunky jedincov (Arias
a kol., 2010; Kevadyia, 2012) a v neposlednom rade
aj rozdiely v metabolizme 5-FU u réznych pacientov
(Grem, 2000; Malet-Martino a Martino, 2002). Ak-
tivita 5-FU je limitovana jeho rychlou degradaciou
na 5,6-dihydro-5-fluoruracil pésobenim cytozolové-
ho enzymu dihydropyrimidindehydrogenazy (DPD).
Zistilo sa, ze tento enzym deaktivuje viac ako 85 %
injekéne podaného 5-FU. Okrem toho sa pozorovali
znacné rozdiely v aktivite tohto enzymu u zdravych

nadorovych buniek u jedného pacienta, ale aj medzi
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roznymi pacientami (Diasio a Johnson, 1999; Guim-
baud a kol., 2000). Z tohto vyplyva, Ze biologicka do-
stupnost’ 5-FU, najma po peroralnom podani, je znac-
ne nepredvidate'na. V niektorych pripadoch, ked
ma DPD silnu aktivitu, je k dispozicii malo 5-FU a
jeho uc¢innost’ je nasledne nizka. Na druhej strane, ak
ma DPD slabu aktivitu, hladiny 5-FU st zvysen¢, ¢o
moze viest’ k toxicite z predavkovania. Okrem oralne;j
aplikacie 5-FU existuje nieckol’ko dalsich spdsobov
podavania tohto lieCiva, vratane jednorazového in-
travendzneho bolusu, kontinualnej (niekol’kodnovej)
infzie, ale aj ,prediZzenej“ infuzie prostrednictvom
pumpy po dobu 1 az 2 tyzdnov alebo dlhsie (Diasio
a Harris, 1989). V sucasnosti sa najcastejSie vyuziva
kontinualne intravendzne podanie 5-FU, ku ktorému
sa pristipilo z dévodu rychleho poklesu koncentra-
cie lieciva v plazme po jednorazovom podani (Haq
a kol., 2013).

Z uvedenych faktov je zrejmé, ze pouzitie 5-FU pri
liecbe nadorovych ochoreni je sprevadzané aj nezia-
ducimi vedlajsimi G¢inkami. Medzi najCastejSie sa
vyskytujice vedlajsie GcCinky patri bolestivost’ ust,
tazkosti s prehitanim, hnacky, bolest’ zaludka, nizky
pocet bielych krviniek, nizky pocet krvnych dostic¢iek
a anémia (Zhu a kol., 2012). Okrem toho bolo potvr-
dené, ze ak by sa v I'udskom sére po intraven6znom
podani pocas niekol’kych hodin vyskytlo vel’ké mnoz-
stvo 5-FU, ten by sa Uiplne nemetabolizoval a ohrozil
by zdravie pacientov (Grem, 2000; Malet-Martino
a Martino, 2002). V snahe znizit’ negativny dopad a
toxicitu protirakovinového lie¢iva na zdravé bunky,
sa pozornost’ vedeckej komunity sustred’'uje na ciele-
ny transport lie¢iva do miesta nadoru a jeho nasledné
uvolnovanie prostrednictvom réznych nosicov, aky-
mi st napriklad mezoporovitd organosilika (Moorthy
a kol., 2012); magnetické nanocastice (Arias a kol.,
2010) alebo zeolity (Larsen, 2007; Petushkov, 2009).

Pri §tadiu transportu, distribucie a koncentracnych
hladin 5-FU v r6znych druhoch vzoriek je potrebné
mat’ k dispozicii vhodnu kvantitativnu analyticki me-
todu. V odbornej literatire bolo popisanych mnozstvo
metdd na kvantifikaciu 5-FU. Pouzivali sa separa¢né
metody ako tenkovrstvova chromatografia, plynova
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chromatografia, izotachoforéza, vysokouc¢inna kva-
palinovad chromatografia (UHPLC) alebo detekéné
techniky ako radioaktivita, plamenova ionizacia,
fluorescencia, ultrafialova spektrofotometria alebo
hmotnostna spektrometria (Breda a Baratté, 2010).
V st¢asnosti sa najéastejsie pouzivaji metody kvapa-
linovej chromatografie. Pouzitie jednotlivych metod
zavisi od druhu vzorky, matrice, naro¢nosti spracova-
nia vzorky a obsahu stanovovaného analytu.

Ciel'om tejto Studie bolo vyvinut’ jednoduchy a ¢a-
sovo nenaro¢ny postup stanovenia 5-FU pomocou
vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie s DAD
detektorom (detektor diddového pola, Diode Array
Detector) pri izokratickej elucii. Tato metodika bude
nasledne vyuzitd v d’alSich experimentoch zaobera-
jucich sa stanovenim mnozstva 5-FU, uvolneného

z nosica lie¢iva zhotoveného z mezopodrovitej siliky.
MATERIAL A METODY

Na pripravu vodnych roztokov bola pouzita ultra-
Cistd voda ISO 1, pripravenad reverznou osmozou.
Zasobny roztok Standardu bol pripraveny odvazenim
a rozpustenim 50 mg 5-FU (Sigma-Aldrich, USA) vo
vode v 50 ml odmernej banke o koncentracii 1 mg.
ml'. V d’alsom kroku sa zo zasobného roztoku Stan-
dardu pripravilo pat’ kalibraénych roztokov, v kon-
centrac¢nom rozsahu 1 — 100 pg.ml pre kvantitativne
stanovenie lieCiva.

Fosfatovy tlmivy roztok ako zlozka mobilnej fazy
bol pripraveny zmieSanim dvoch roztokov Na,HPO,
(11,9391 g NaHPO,-12H,0 (Merck, Nemecko)
rozpustenych vo vode v 500 ml odmernej banke)
a KH,PO, (4,539 g KH,PO, (Merck, Nemecko) roz-
pustenych vo vode v 500 ml odmernej banke). Po
zmiesani tychto dvoch roztokov bol pripraveny tlmi-
vy roztok s pH = 6,9. Druhou zlozkou mobilnej fazy
bol metanol pre kvapalinovii chromatografiu (Merck,
Nemecko). Takto pripravena mobilna faza v zlozeni
metanol a fosfatovy tlmivy roztok (pH = 6,9) v po-
mere 3 : 97 (v/v) bola degasovana po dobu 10 min.

Chromatografické stanovenie lieciva 5-FU bolo rea-
lizované metodou vysokoucinnej kvapalinovej chro-



Obr. 2: Absorpé¢né spektrum Standardu 5-FU
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matografie s reverznou fazou (RP-UHPLC). Analyza
sa uskutocnila na pristroji Dionex UltiMate 3000RS
HPLC s DAD detektorom a kolénou ODS Hypersil
C18 (150 x 4,6 mm; 5 pum). Ziskané¢ vysledky boli
vyhodnotené pomocou programu Chromeleon 7.2
(Thermo Fisher Scientific, Nemecko).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Ciel'om stadie bolo po slede optimaliza¢nych kro-
kov vyvinat jednoduchu a rychlu UHPLC metodu
stanovenia lie¢iva 5-FU s DAD detektorom, ktora
mala posluzit’ pre nasledné experimenty zamerané
na Studium uvolnovania 5-FU z mezoporovitej siliky
SBA-15. Pred analyzou vzorky sa uskutoc¢nila opti-
malizécia podmienok merania. Hl'adalo sa najopti-
malnejSie zlozenie mobilnej fazy, rychlost’ prietoku
mobilnej fazy, ddvkovany objem na koléonu a takisto
aj teplota na koldne. Ako zlozky mobilnej fazy boli
odskusané bezné organické rozpustadla metanol
a acetonitril. Najlepsie podmienky separacie 5-FU
boli ziskané pri pouziti metanolu (zlozka A) a fosfa-
tového tlmivého roztoku, pH = 6,9 (zlozka B) v po-
mere 3 : 97 (v/v), priCom pik prisluchajuci 5-FU bol
symetricky, zodpovedajici Gaussovej krivke. Mera-

nie sa uskuto¢nilo v izokratickom méde, s prietokom

1 ml.min"'. Na kolonu bol autosamplérom davkovany
objem 20 pl. Koldna bola termostatovana na 25 °C.
5-FU bol detegovany pri vinovej dizke 268 nm.

Identifikacia analyzovaného lieciva 5-FU sa usku-
tocnila na zaklade nameranych absorpcnych spektier
Standardu 5-FU v UV oblasti spektra. Absorpéné
spektrum lieCiva bolo zaznamenané v rozmedzi od
190 a 800 nm. 5-FU vykazuje dve absorpéné maxima
pri 204 a 268 nm (vid’ obr. 2). UV ziarenie pod 200
nm (vakuova oblast) sa rutinne nepouziva z dévodu
technickej naro¢nosti takychto merani. Ziarenie v tej-
to oblasti je silne absorbované vzdusnym kyslikom,
teda merania v blizkosti vinovej dizky 200 nm st vel-
mi problematické. Z tohto dovodu bol druhy absorpc-
ny pas s vinovou dizkou A= 268 nm vybrany ako
optimalny na stanovenie mnozstva 5-FU.

Pri najvhodnejSich podmienkach separacie boli
pripravené a analyzované Standardy 5-FU, v koncen-
tranom rozmedzi 1 — 100 pg.ml'. Vsetky roztoky
Standardu 5-FU vykazujt jeden symetricky pik s re-
ten¢nym ¢asom 2,9 min. Na nasledujucom obrazku je
znazorneny chromatogram roztoku Standardu s kon-
centraciou 25 pg.ml! (vid’ obr. 3).

Optimalizované podmienky HPLC analyzy popisa-
né vyssie sluzili ako zaklad pri slede merani, ktoré

viedli ku kone¢nému zostrojeniu kalibra¢nej priamky
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Obr. 3: Chromatogram roztoku $tandardu 5-FU (25 pg.ml?)
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(vid’ obr. 4). Standardné roztoky 5-FU boli priprave-
né a analyzované v troch opakovaniach a vysledky
boli spracované pomocou softvéru Chromeleon 7.2.
Kalibra¢na priamka bola ziskana ako zavislost’ plo-
chy piku a koncentracie 5-FU pre pét’ Standardnych
vodnych roztokov s rovnicou priamky y = 0,6892 x
+0,1062. Linearita bola posudena pomocou hodnoty
korela¢ného koeficienta R? = 0,99996 a na zaklade
tejto hodnoty mézeme potvrdit’, ze kalibracna zavis-
lost’ je linearna v koncentracnom rozsahu 1 — 100 ug.
ml!. Citlivost’ metody HPLC bola stanovena pomo-
cou LOD a LOQ. Experimentéalne ziskané hodnoty
LOD a LOQ pre 5-FU boli 0,1134 a 0,3742 pg.ml"'.
Nami optimalizovana a validovana metoda bola ove-
rend pri stanoveni 5-FU uvol'neného zo vzorky mezo-
porovitej siliky SBA-15, ktora nam bola poskytnuta
pracoviskom PF UPJS.

ZAVER

Na stanovenie lieciva 5-FU sa vyuziva mnoho,
najmi chromatografickych metod. Kazda z nich
zohl'adnuje rozne Specifikicie a charakter vzorky,
v ktorych sa stanovenie uskutoCnuje. Pri rieSeni
problematiky uvolnovania 5-FU z mezoporovitej
siliky SBA-15 ako nosica lieciva vznikla poziadavka
na vypracovanie spolahlivej a jednoduchej metddy
jeho stanovenia. Na zaklade experimentalnych skusok
bola optimalizovana jednoducha chromatograficka
metoda stanovenia 5-FU, vyuzivajica vysokouc¢innu
kvapalinovu chromatografiu s DAD detekciou pri 268
nm. Tato metdda s izokratickou eliciou je selektivna
a poskytuje dobru presnost a citlivost, ¢omu
zodpovedaji hodnoty LOD a LOQ. Ziskané vysledky
analyzy posluzia ako zaklad pre d’alSie experimenty
zaoberajuce sa kinetikou uvolfovania lieCiva
z nosi¢a na baze modifikovanej/nemodifikovanej

mezoporovitej siliky SBA-15.
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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 farmécie v KaosSiciach,
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.

Kompletny text rukopisu vratane fotografii,
obrazkov, tabuliek a grafov sa zasiela v elektronicke;j
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 (v¢itane grafov, tabulick a
pod.) je potrebné zachovavat’ jednotny $tyl a format
prace (Times New Roman, velkost’ pisma 12 bodov,
riadkovanie 1,5, okraje 2,5 cm, zarovnanie podla
okrajov).

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

Ak stadia hodnoti
lekarske alebo vedecké zariadenie/pomocku, alebo

farmaceuticky produkt,

iny komerc¢ny vyrobok, autori informuju vydavatel’a

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

konkurencnej spolocnosti.

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

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

Nazvoslovie a terminologia. V texte je potrebné
pouzivat’ Standardné slovenské nazvoslovie v zmysle
platnych odporticani IUPAC. Detailné instrukcie pre
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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, © |UPAC & De Gruyter 2015
and Nomenclature of Organic Chemistry, IUPAC
Recommendations and Preferred Names 2013, Royal
Society of Chemistry, Cambridge 2014. Je vhodné
vyhnut' sa novym trividlnym nazvom. Nové zluceni-
ny musia byt pomenované systémovym nazvoslo-
vim podl'a [UPAC.

Pri uvadzani latok izolovanych z prirodnych
zdrojov sa latinsky uvedie nazov zdroja (napr. rodovy
a druhovy nazov rastliny) a prislusna ¢elad’. Lie¢iva
sa uvadzaji INN nazvom v slovenskej, ceskej, resp.
v anglickej mutécii a to podla jazyka, v ktorom je
rukopis napisany. Ak je znamy liekopisny nazov, tak

sa uprednostni, resp. pripustné su obidva.

Priklady:

bisfosfonat (nie bifosfonat), adrenalin/liekopis (nie

paracetamol (nie acetaminofén),
epinefrin/INN), hydroxykarbamin (nie hydroxyurea),
kromoglykan (nie 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 chordb, lieCenie chorob alebo na
ovplyviiovanie fyziologickych funkcii.

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

Fotografie, obrazky, grafy. Aby sa vyhlo
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pripadnym nepresnostiam ¢i chybam, odporucame
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 experimentov

vykonavanych na zvieratich sa uvadza, ¢i boli

aspekty. Pri
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.



Statistika.

metdd sa uvadzaju informacie potrebné na to, aby

Pri opise pouzitych Statistickych

si informovany citatel mohol na zéklade pévodnych

vysledkov overit ich spravnost’.
STRUKTURA PRISPEVKOV

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

Hlavny text prispevku sa zacina nazvom
prispevku v slovenskom alebo v ¢eskom jazyku a
nasledne sa uvedie nazov v jazyku anglickom, ktory
ma byt struény a vystizny (vel'ké tucné pismena,
velkost’ pisma 14, zarovnanie na stred). Pod nazvom
sa uvadzaju celé mena autorov (priezvisko, krstné
meno/mena), pod nimi pracovné zaradenie autorov
(inStitucia) a $tat a nakoniec e-mailova adresa prvého/
korespondujuceho autora (vSetko zarovnané na stred).
Pri empiricky orientovanych Stadiach je potrebné
dodrzat usporiadanie rukopisu do nasledovnych
Zastii: ABSTRAKT, UVOD, MATERIAL A
METODY, VYSLEDKY, DISKUSIA, ZAVERY,
(POf)AKOVANIE), ZOZNAM LITERATURY.

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

zarazkou

ABSTRAKT

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

pozorovani.

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

v abecednom poradi pod abstraktom, od ktorého

st oddelené jednym volnym riadkom. Oddeluju sa

bodkociarkou.

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

ZAVERY

Davaju sa do suvislosti zavery s cielom Studie. Je
potrebné sa vyhnut’ nekvalifikovanym vyhlaseniam a
zaverom, ktoré nie su plne podporované ziskanymi
udajmi. Tam, kde je to vhodné, mo6zu sa uvadzat

odportcania.

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

podpora...).

ZOZNAM LITERATURY

Vsetky zdroje uvedené v zozname musia byt
citované v texte.

Pouzité zdroje sa v zozname uvadzaju v abeced-
nom poradi (podl'a priezviska prvého autora), a kazdy
z nich sa zacina pisat’ na novy riadok s odsadenim.
Zdroje musia obsahovat priezviska a
v8etkych autorov. Neodporuca sa pouzit nadmerny

inicialy

pocet citacii na podporu jedného vyhlasenia.
Od
overitePnych a

iba

zdrojov z

autorov sa vyZaduje pouZitie
recenzovanych
celosvetovo akceptovanych vedeckych databaz.

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

najstarsej po najnovsiu).

Pri pisani zdrojov S§tyl a interpunkcia ma

zodpovedat’ prikladom uvedenym nizsie:

v

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

(vedecky/odborny): Priezvisko/a a
casopisu (kurzivou), rok publikacie, ro¢nik a prislusné
strany. Cislo casopisu sa uvedie (v zatvorke) len
vtedy, ked sa v Casopise neuvddza rocnik. Mozno
uviest’ skrateny nazov ¢asopisu, ak sa takyto nachadza
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v Standardnom ISO zozname skratenych nazvov
Casopisov. ISSN C¢islo sa nevyzaduje:

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

Vetulani, J.: Drug addiction, part 11. 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., Kolesarovd, M.: Adherencia
pacientov k lie¢be reumatoidne;j artritidy [Adherence
of patients to the therapy of rheumatoid arthritis].
Folia Pharmaceutica Cassoviensia, 2020, 2 (3), 69 —
78.

Kniha (editovana, needitovana):

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

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

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

Zbornik z konferencie: Mend a inicialy autorov.

Jones, B. E.: Pharmaceutical

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

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

Online ¢asopis:
Simon, J. A., Hudes, E. S.: Relationship of



ascorbic acid to blood lead levels. J4MA 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, 20009.

PREHLADOVE CLANKY

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

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

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

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

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

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

ZAVER - Zodpovedanie otizok pre vyskum,
polozenych v uvode.

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

zdrojov.
KAZUISTIKY

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

opis zaujimavého klinického pripadu, choroby a pod.

Odporucana sStruktara kazuistik je nasledovna:
NAZOV/AUTORI — nazov (aj v angliétine) ma byt
stru¢ny a informativny.

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

UVOD - vysvetluje dovody, pre ktoré bol dany
pripad opisany

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

hlavnd cast’
ukoncenie pripadu

DISKUSIA - zdo6raziiuji sa zaujimavé aspekty
pripadu

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

RECENZIA

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

ZAKLADNE INFORMACIE - uvidza sa ndzov

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

Odportacana recenzie je

inicialy), miesto vydania a nazov vydavatel'stva, rok
vydania, pocet stran, odporicana cena, ISBN
OBSAH KNIHY (CLANKU, CASOPISU) -
opisuju sa dolezité informacie, napr. ¢im kniha
(¢lanok, Casopis) recenzenta zaujala/sklamala.
VYZNAM KNIHY (CLANKU, CASOPISU) -
uvadza sa jej vyuzitie pre odbornt verejnost’.

Redakcna rada
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