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SYNTEZA NOVYCH ARYLOXYAMINOPROPANOLOVYCH DERIVATOV
AKO POTENCIALNYCH INHIBITOROV CHOLINESTERAZ

SYNTHESIS OF NEW ARYLOXYAMINOPROPANOL DERIVATIVES
AS POTENTIAL INHIBITORS OF CHOLINESTERASES

Ungvarska Malucka, Lucia'* Korchnak, David'; Sobekova, Anna'

'Katedra chémie, biochémie a biofyziky
Univerzita veterinarskeho lekarstva a farmacie v Kosiciach, Komenského 73, 041 81 Kosice
Slovenska republika
?Ustav chemickych 1é¢iv, Farmaceutickd fakulta
Masarykova univerzita , Palackého ttida 1946/1, 612 00 Brno
Ceska republika

lucia.ungvarska.malucka@uvlf.sk

ABSTRAKT

Derivaty aryloxyaminopropanolu su betablo-
katory pouzivané na liecbu hypertenzie, tachy-
kardie a glaukomu. Vedci pracovali na vytvoreni
viactucelovych lieciv, ktoré sa mézZu zamerat’ na
viacero cielov naraz. To zahrfia kombinovanie
roznych farmakoférnych skupin do jednej mole-
kuly lie¢iva. Tato praca sa zameriava na syntézu
derivatov aryloxyaminopropanolu, ktoré obsahu-
ju karbamatovu funk¢énu skupinu. Oc¢akava sa, Ze
tieto molekuly budu plnit’ funkciu betablokato-
rov a zaroven reverzibilne inhibovat’ enzym cho-
linesterazu, ¢o moZe pomoct’ zmiernit’ priznaky
Alzheimerovej choroby. Stiidia zahFiia testovanie
fyzikalno-chemickych vlastnosti syntetizovanych
produktov, analyzu ich Struktiry pomocou nuk-

ledrnej magnetickej rezonancie a testovanie ich
anticholinesterazovej aktivity pomocou kinetickej
spektrofotometrickej metody.

KPucéové slova: anticholinesterazova aktivita;
aryloxyaminopropanol; biologicka aktivita; syn-
téza

ABSTRACT

Aryloxyaminopropanol derivatives are beta-
blockers used for treating hypertension, tachycar-
dia, and glaucoma. Scientists have been working
on creating multi-targeted drugs that can target
multiple goals at once. This involves combining
different pharmacophore groups into one drug
molecule. This work is focused on the synthesis of



aryloxyaminopropanol derivatives containing a
carbamate functional group. These molecules are
expected to act as beta-blockers and also revers-
ibly inhibit the enzyme cholinesterase, which may
help alleviate symptoms of Alzheimer’s disease.
The study includes testing the physicochemical
properties of the synthesized products, analyzing
their structure using nuclear magnetic resonance,
and testing their anticholinesterase activity using
the kinetic spectrophotometric method.

Key words: anticholinesterase activity; aryloxy-
aminopropanol; biological activity; synthesis

uvoD

Farmakoterapia respira¢nych, traviacich, derma-
tologickych a inych typov ochoreni vedie casto k
ich Uplnému vylie¢eniu. Naproti tomu farmakotera-
pia neurodegenerativnych ochoreni, medzi ktoré patri
napriklad Parkinsonova alebo Alzheimerova choroba
(ACH) nevedie k ich vylie€eniu, ale len k potlaceniu
ich priznakov. Pri¢inou tychto ochoreni je neuroza-
pal a abnormalna akumuldcia Specifickych proteinov.
ACH je celosvetovo najcastejSou pric¢inou demencie a
trpi nou viac nez 50 miliénov I'udi. Terapia neurode-
generativnych ochoreni je obmedzena na potlacanie
symptomov a vzhl'adom na ich progresivitu je nedo-
statocnd. Vedecké studie skiimaji nové lieCiva s cie-
lom zvysit' u¢innost’ a obmedzit' neziaduce u¢inky
terapie. Najnovsie vedecké vyskumy sa zameriavaji
na moznosti liecby ACH napriklad vyuzitim fotody-
namickej terapie ovplyvnenim agregacie proteinov
(Xu a kol., 2022; Sanfilippo a kol., 2022; Bayram
a kol., 2023; Liu a kol., 2023). Koncom dvadsiateho
storocia sa do popredia vyskumu dostavali tzv. mul-
tifunkéne zamerané molekuly, vytvorené spajanim
viacerych lie¢iv do jednej molekuly. Ukazalo sa, ze
na komplexnu liecbu neurodegenerativnych ochoreni
su bezpecnejsie a vhodnejsie (Sameem a kol., 2017;
Ramsay a kol., 2018; Lu a kol., 2018).

Stadia sa zaobera syntézou novych molekil obsa-

hujucich aryloxyaminopropanolovy a karbamatovy

fragment. Pripravené derivaty su potencialne inhibito-
ry acetylcholinesterazy (AcChE) a butyrylcholineste-
razy (BuChE). Ako multifunkéne zamerané molekuly
moézu mat’ aj d’alSie zaujimavé vlastnosti vyplyvajice
z ich chemickej Struktiry. Pripravené derivaty mézu
byt v konec¢nom ddésledku pouzité na symptomatic-
ka liecbu ACH s d’al$ou pridanou hodnotou (mézu
ucinkovat’ aj ako betablokatory). Aryloxyamino-
propanolové derivaty tvoria vyznamnu skupinu lieciv
pouzivanych pri terapii kardiovaskularnych ocho-
reni a glaukomu. Su nazyvané aj fS-blokatory alebo
f-adrenolytikd, pretoze maju sympatolytické tcinky
na f-adrenergnych receptoroch (Cizmarikova a kol.,
2000; Svihovec a kol., 2018).

MATERIAL A METODY

Pri praci boli pouzité chemikalie a rozpus-
Mikrochem) a zahra-
ni¢nych dodavatel'ov (Organic Acros, Merck, Sigma
Aldrich). Chemikalie a rozptst'adla boli pouzité v ko-

tadla od domacich (Slavus,

merénom stave bez dalSieho Cistenia. Pri priprave
roztokov, stanoveni fyzikalno-chemickych vlastnosti
syntetizovanych zlucenin a testovani anticholineste-
razovej aktivity boli pouzité pristroje, ktoré su uve-

dené v texte.

Syntéza produktov 5 — 8

Vychodiskové latky etyl{3-[(oxiran-2-yl)metoxy]
fenyl}karbamat 1, (oxiran-2-yl)metyl-3-[(etoxykar-
bonyl)amino]benzoat 2 reagovali s dvoma typmi ami-
nov, dietylaminom 3 a anilinom 4. Reakciou vycho-
diskovych zlicenin 1 a 2 s aminmi doslo k otvoreniu
epoxidového kruhu za vzniku aryloxyaminopropa-
nolovych derivatov 5 — 8 (vid’ obr. 1). Pri pisani re-
akénych schém bol pouzity softvér ACD/C+H NMR
Predictors and DB: ChemSketch Window Product
Version 12.01, MDL ISIS™/DRAW 2.5.

Syntéza etyl{3-[3-(dietylamino)-2-hydroxypropo-
xylfenyl}karbamatu 5

Do varnej banky bol pridany etyl{3-[(oxiran-2-yl)
metoxy|fenyl}karbamat 1 (1,68 mmol), ktory bol



Obr. 1: Syntéza aryloxyaminopropanolovych karbamatov 5 — 8

x1</</
i: 3 alebo 4, EtOH,
reflux 5 hod.

3: NH(EY),, 4: NH,Ph

1X1= -O-
2X?= -COO-

Y

T \/ 3
0 5.8
5R3: -Et, R4 -Et  6R3: -H, R* -Ph
TR3: -Et,, R4 -Et  8RS3: -H, R% -Ph

rozpusteny v 20 ml etanolu. Ku reak¢nej zmesi sa
pridal dietylamin 3 (1,68 mmol). Reak¢na zmes sa
nechala refluxovat’ 5 hodin. Po ukonceni reakcie bolo
rozpustadlo odparené na rotacnej vakuovej odparke
(IKA® RV 10 digital, ProfiLab24, Nemecko) dosu-
cha a surovy produkt bol za varu prekrystalizovany

z etylacetatu.

Syntéza etyl{3-[3-(anilino-2-hydroxypropoxy]fe-
nyl}karbamatu 6

Do varnej banky bol pridany etyl{3-[(oxiran-2-yl)
metoxy]fenyl}karbamat 1 (1,68 mmol), anilin 4
(1,68 mmol) a reakéna zmes sa refluxovala 5 hodin.
Po ukonceni reakcie bol etanol odpareny na rotacne;j
vakuovej odparke dosucha a surovy produkt bol za

varu prekrystalizovany z etylacetatu.

Syntéza 3-(dietylamino)-2-hydroxypropyl-3-[(eto-
xykarbonyl)amino]benzoatu 7

Do varnej banky bol pridany (oxirdn-2-yl)metyl-
-3-[(etoxykarbonyl)amino]benzoat 2 (1,18 mmol)
a 20 ml etanolu. Nasledne bol do reak¢nej zmesi
pridany dietylamin 3 (1,18 mmol). Reak¢na zmes sa
refluxovala 5 hodin. Po ukonceni reakcie bol etanol

odpareny za znizeného tlaku na rota¢nej vakuovej od-

parke dosucha a surovy produkt bol za varu prekrys-

talizovany z etylacetatu.

Syntéza 3-anilino-2-hydroxypropyl-3-[(etylkarbo-
nyl)amino]benzoatu 8

Do varnej banky bol pridany (oxiran-2-yl)metyl-
-3-[(etoxykarbonyl)amino]benzoat 2 (1,18 mmol),
anilin 4 (1,18 mmol) a 20 ml etanolu. Reak¢na zmes
sa refluxovala 5 hodin. Po ukonceni reakcie bol eta-
nol odpareny za znizené¢ho tlaku na rotacnej vakuovej
odparke dosucha a surovy produkt bol za varu pre-
krystalizovany z etylacetatu.

U syntetizovanych produktov bola nasledne stano-
vena teplota topenia (Electrothermal, Keison Product,
Vel’ka Britania) a stanovena chemicka Struktura ana-
Iyzou 1D a 2D NMR spektier (Varian VNMRS 600
MHz, Palo Alto, USA). Pri spracovani NMR spek-
tier bol pouzity softvér Mnova-MestReNova, verzia
11.0.4-18998, 2017 (Cobas a kol., 2017).

Stanovenie anticholinesterazovej aktivity

Na stanovenie anticholinesterazovej aktivity synte-
tizovanych produktov bola vyuzita cholinesterazova
aktivita krvnej plazmy. Stanovenie cholinesterazovej
aktivity bolo uskutocnené kinetickou spektroskopic-



kou metdédou podl'a Ellmana (UV/Vis Thermo Helios
Beta, UK). Acetylcholin pri teplote 25 °C bol $tiepe-
ny enzymom BuChE na tiocholin a kyselinu octovt.
Vzniknuty tiocholin reagoval s Ellmanovym ¢inidlom
za vzniku 3-karboxy-4-nitrotiolatového anionu, ktory
ma absorpéné maximum A = 412 nm (Balog, 2021).
Reakéna zmes s celkovym objemom 1 ml obsahova-
la fosfatovy tlmivy roztok (pH = 7,35); 1 mmol.1?
acetyltiocholin (substrat), 3 mmol.I'* DTNB (kyselina
5,5¢-ditiobis-2-nitrobenzoova — Ellmanovo ¢inidlo),
zriedent krvna plazmu (R = 50) a testované vzorky
v koncentracii 20 umol.I* a 4 pmol.I'*. Testované
vzorky boli rozpustené v metanole, respektive dime-
tylsulfoxide. Uvedené rozpustadla boli pouzité ako
slepé kontroly. Pred spustenim enzymovej reakcie
pridanim substratu bola zmes enzymu a testovanych
latok predinkubovana 5 minut pri 25 °C. Kinetické
meranie trvalo 2 mintity a AA v tomto intervale bola
stanovena v Styroch cykloch. Enzymova aktivita bola
vypocitana podl'a vztahu:

AA

BUChE (umol.dm3.min?) = % R.106

R — celkové riedenie enzymu, | — hribka kyvety = 1
cm, ¢ (BuChE) = 14 220 dm3.mol . cm™.

VYSLEDKY

V tejto Casti st uvedené fyzikalno-chemické vlast-
nosti syntetizovanych produktov 5 — 8, ako aj spek-
trofotometrické vysledky ich pdsobenia na aktivitu
BuChE (vid’ obr. 2 - 5).

Fyzikalno-chemické vlastnosti
produktov 5 —8

syntetizovanych

Etyl{3-[3-(dietylamino)-2-hydroxypropoxy]fenyl}
karbamat 5

Derivat 5 bol pripraveny s 56,3 % vyt'aznos-
tou vo forme oleja, C,;H,.N,O,, R, = 0,10 (v/v cyklo-

hexén : etylacetat, 1 : 2), M= 310,39 g.mol™.

Obr. 2: Chemicka Struktura derivatu 5

CH|

OH

4 o1 3 N

5 3 21
CH
6 2 1

1+n~1\“/cr,v,c1-13

0

'H NMR (600 MHz, 25 °C, DMSO) d = 9,86 (s, 1H,
NH); 7,15 (s, 1H, H-2); 7,14 (m, 1H, H-5); 7,00 (d,
1H, H-6, J = 6,6 H2); 6,56 (dd, 1H, H-4, J = 2,6 Hz,
7,9 Hz); 4,11 (k, 4H, CH,-CH,-0, J = 7,2 Hz); 3,94
(dd,1H, H-1,’, J = 6,0 Hz, 12,0 Hz); 3,86-3,84 (m,
1H, H-2); 3,79 (dd,1H, H-1_’, J = 6,0 Hz, 12,0 H2);
2,54 (dd, 1H, H-3,", J = 6,0 Hz, 12,0 Hz); 2,52 (K,
4H, CH,-CH-N, J = 12,0 Hz), 2,48 (dd, 1H, H-3", J
= 6,0 Hz, 12,0 Hz); 1,23 (t, 3H, CH-CH,-0, J = 7,2
Hz), 0,94 (t, 6H, CH,-CH-N, J = 12,0 Hz)

15C NMR (150 MHz, 25 °C, DMSO) d = 159,2 (C-3);
153,5 (C=0); 140,4 (C-1); 129,5 (C-5): 110,4 (C-6);
110,5 (C-4); 104,6 (C-2); 70,6 (C-17); 67,2 (C-2°);
62,7 (C-3"); 60,2 (CH,-CH,-0); 47,3 (CH,-CH,-N);
14,5 (CH,-CH,-0); 11,8 (CH,-CH,-N). 7

Etyl{3-[3-(anilino-2-hydroxypropoxy]|fenyl}kar-
bamat 6

Derivat 6 bol pripraveny s 43,4 % vytaznostou vo
forme oleja, C ;H,N,O,, R, = 0,36 (v/v cyklohexan :

18" 22" 2747

etylacetat, 1:1), M_ = 330,38 g.mol™.

Obr. 3: Chemicka Struktara derivatu 6

OH
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'H NMR (600 MHz, 25 °C, DMSO) 6 = 9,60 (s, 1H,
NH); 7,16 (s, 1H, H-2); 7,15 (m, 1H, H-5); 7,05 (t,
2H, H-37,5”, J = 6,0 Hz); 7,00 (d, 1H, H-6, J = 6,6
Hz); 6,62 (d, 2H, H-2”, 67, J = 6,0 Hz); 6,56 (dd,
1H, H-4, 1 = 2,6 Hz, 7,9 Hz); 6,51 (t 1H, H-47); 4,11
(k, 2H, CH,-CH -0, J = 7,2 Hz); 3,99-3,69 (m, 1H,
H-2); 3,94 (dd,1H, H-1,", J = 6,0 Hz, 12,0 Hz); 3,88
(dd,1H, H-1;’, J = 6,0 Hz, 12,0 Hz); 3,24-3,19 (m,
1H, H-3,%); 3,08-3,04 (dd, 1H, H-3,"); 1,23 (t, 3H,
CH,-CH,-0, J = 7,2 Hz)

13C NMR (150 MHz, 25 °C, DMSO) 6 = 159,0 (C-
3): 155,1 (C=0); 140,4 (C-1); 148,8 (C-1”); 129,5
(C-5); 129,0 (C-37, 5); 115,7 (C-4); 115,5 (C-2",
67): 112,1 (C-6); 110,5 (C-4); 104,6 (C-2); 70,2 (C-
1); 67,5 (C-2°); 62,7 (C-3"); 60,1 (CH,-CH -0); 14,5
(CH,-CH,-0) 7

3-(dietylamino)-2-hydroxypropyl-3-[(etoxykarbo-
nyl)amino]benzoat 7

Derivat 7 bol pripraveny s 49,8 % vytaznostou vo
forme bielej kryStalickej latky, C ;H, N, O, t =94 —

95 °C, R, = 0,58 (v/v cyklohexan : etylacetat, 3:1),
M, = 338,39 g.mol™.

Obr. 4: Chemicka Struktura derivatu 7

O 1

4 I, 3
5 0 N~ >CH
3 k 3

OH
6 1 2 CH,
HNW(O\/CH3
(0]

IH NMR (600 MHz, 25 °C, DMSO) 6 = 9,83 (s, 1H,
NH); 8,12 (s, 1H, H-2); 7,65 (d, 1H, H-4, J = 12,0
Hz); 7,54 (d, 1H, H-6, J = 6,0 Hz); 7,39 (t, 1H, H-5,
J = 6,0 Hz); 4,27 (k, 2H, CH.-CH -0, J = 6,0 Hz);

3 —=2

3,87-3,84 (m, 1H, H-2"); 3,33 (dd,1H, H-1,", J = 6,0
Hz, 12,0 Hz); 3,30 (dd,1H, H-1.", J = 6,0 Hz, 12,0
Hz); 2,52 (k, 4H, CH.-CH -N, J = 6,0 Hz); 2,41 (dd,

3 =2
1H, H-3,’, J = 6,0 Hz, 12,0 Hz); 2,29 (dd, 1H, H-3_’,
J = 6,0 Hz, 12,0 Hz); 1,22 (t, 3H, CH,-CH,-0), 0,90

(t, 6H, CH,-CH,N, J = 12,0 Hz)

13C NMR (150 MHz, 25 °C, DMSO) 6 = 165,6 (C=0,
_C00-); 153,5 (C=0, -OOCNH-); 139,7 (C-1); 130,5
(C-3); 129,1 (C-5); 122,9 (C-6); 122,6 (C-4): 118,5
(C-2); 69,0 (C-2°); 65,1 (C-1°); 62,0 (C-3’); 60,8
(CH,-CH,-0); 47,3 (CH,-CH,-N); 14,5 (CH,-CH,
-0); 11,8 (CH,-CH,-N) . i

3-anilino-2-hydroxypropyl-3-[(etylkarbonyl)ami-
no]benzoat 8

Derivat 8 bol pripraveny s 52,0 % vytaznost'ou vo
forme bielej krystalickej latky, C ,H,,N,O, t = 181 —

182 °C, R, = 0,20 (v/v cyklohexan : etylacetat, 3 : 1),
M, = 358,38 g.mol™.

Obr. 5: Chemicka Struktura derivatu 8
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'H NMR (600 MHz, 25 °C, DMSO) d = 9,86 (s, 1H,
NH); 8,20 (s, 1H, H-2);7,68 (d, 1H, H-4, J = 12,0
Hz); 7,05 (t, 2H, H-3”, 57, J = 6,0 Hz); 7,63 (d, 1H,
H-6,J = 6,0 Hz); 7,41 (t, 1H, H-5, J = 6,0 Hz); 6,62
(d, 2H, H-2", 67, J = 6,0 Hz); 6,52 (t, 1H, H-4");
4,13 (k, 2H, CH,-CH -0, J = 6,0 Hz); 4,11 — 4,05 (m,
1H, H-2"); 3,31 - 3,37 (m,2H, H-1,", 1."); 3,25-3,18
(M, 1H, H-3,%); 3,12 — 3,08 (m, 1H, H-3.’); 1,24 (t,
3H, CH,-CH,-0)

18C NMR (150 MHz, 25 °C, DMSO) § = 165,6
(C=0, -C00-); 153,6 (C=0, -OOCNH-); 148,8 (C-
17); 139,7 (C-1); 130,3 (C-3); 129,1 (C-5); 129,0 (C-
37,57); 123,1 (C-6); 122,7 (C-4); 118,5 (C-2); 115,7
(C-47); 115,5 (C-27, 6); 67,0 (C-2); 65,4 (C-1°);
60,4 (C-3"); 60,4 (CH,-CH,-0); 14,5 (CH,-CH,-O)



Tab. 1:

Vplyv derivatov 5 — 8 na enzymovu aktivitu

koncentracia pouzité % inhibicie
inhibitora rozpust’adlo derivat derivat derivat derivat

(umol.dm3) 5 6 7 8
20 metanol 15,0 7,5 12,5 10,0
40 metanol 25 15,0 17,5 15,0
4 metanol 0 7,3 0 4.8
20 dimetylsulfoxid 82,5 80,0 80,0 75,0

Tab. 2: Inhibicia enzymu derivatom 7 oproti DISKUSIA

kontrolnej vzorke

Vzorka % inhibicie
Keon 17,5
Kowmso 77,5
7 oo 17,5
7DMSO 80

Thzo ) 0

7H20+Twecn 10

K — kontrolny roztok s MeOH/DMSO

Stanovenie anticholinesterazovej aktivity

V tabul’kach 1 a 2 sa nachadzaju vysledky merani
posobenia derivatov 5 — 8 na aktivitu BuChE.

Boli uskutocnené aj d’alSie experimenty spojené so
zmenou rozpustadla, pocas ktorych sa testovala roz-
pustnost’ derivatu 7 v destilovanej vode pri labora-
tornej teplote, zvysenej teplote (37 °C), po pridavku
emulgatora (Tween) a pridavku kyseliny chlorovodi-
kove;.

Syntéza aryloxyaminopropanolovych karbamatov
5-8

3-Amino-1,2-propandiolovy fragment 12 je for-
malne klasifikovany ako derivat glycerolu ziskany
nahradou primarnej hydroxylovej skupiny glycerolu
amino skupinou. Tento aminoalkohol sa méze ziskat’
reduk¢énou aminaciou glyceraldehydu 9, resp. nukleo-
filnym atakom amoniaku na glycidol 10 (vid’ obr. 6).
Medziprodukt 10 je mozné pripravit’ aj katalytickou
dekarboxylaciou glycerolkarbonatu. Z dévodu karci-
nogénneho uc¢inku 3-chlor-1,2-propandiolu 11 je jeho
pouzitie pri priprave fragmentu 12 menej atraktivnou
moznost'ou (Rigo a kol., 2021).

Jednym z jednoduchych sposobov pripravy arylo-
xyaminopropanolov je pdsobenie aminu na oxirdno-
vy kruh v molekule, ktory sa vplyvom nukleofilného
ataku pomerne l'ahko otvéra. Pri syntéze finalnych
produktov 5 — 8 boli ako vychodiskové latky pouzité
aminy (dietylamin 3 a anilin 4) a epoxidy 1 a 2, ktoré

Obr. 6: Syntéza 3-amino-1,2-propandiolového fragmentu 12
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O
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obsahovali karbamatovt funkénu skupinu. V priebe-
hu reakcie aminov 3 a 4 s epoxidovym kruhom deri-
vatov 1 a 2 doslo k jeho otvoreniu za vzniku aryloxy-
aminopropanolovych derivatov 5 — 8. Produkty 5 a
6 boli olejovité latky, zatial’ co karbamaty 7 a 8 mali
tuhé skupenstvo. U vSetkych Styroch produktov boli
stanoven¢ ich fyzikalno-chemické vlastnosti, ako aj
ich chemicka struktara. U syntetizovanych zlacenin
sa nasledne testoval ich potencidlny inhibi¢ny ti¢inok
na aktivitu cholinesterazy.

Cizmarikova a kol. (2003) sa na zaklade §tadii
vztahu medzi Struktirou a aktivitou rozhodli synte-
tizovat a farmakologicky testovat nové zluceniny
typu aryloxyaminopropanolov odvodené od 2- ale-
bo 4-hydroxyfenylalkanénov s fenetylovymi, resp.
3,4-dimetoxyfenetylovymi skupinami v hydrofilnej
casti molekuly. Aryloxyaminopropanolové derivaty
boli pripravené pomocou dvoch metdd a ich Struk-
tara bola stanovena na zaklade analyzy IC, UV a *H
NMR spektier. Enantioméry sa oddelili pomocou
HPLC na chirdlnych staciondrnych fazach. Afinita
pripravenych racemickych zlucenin k S/ a f2-adre-
nergnym receptorom bola stanovena na izolovanych
predsieilach a priedusnici morciat. Pocas testovania
aryloxyaminopropanolovych derivatov sa zistilo, ze
zavedenie objemného substituenta na atom dusika v
hydrofilnej ¢asti 3,4-dimetoxyfenetylového fragmen-
tu molekuly viedlo k zvySeniu afinity k srdcovému
tkanivu (f1-adrenoreceptor), v porovnani s tracheal-
nym (f2-adrenoreceptor) tkanivom.

Keckecova a kol. (2008) sa zaoberali syntézou, po-
tvrdenim Struktiry a $tadiom fyzikalno-chemickych
vlastnosti niektorych derivatov aryloxyaminopropa-
nolu, zltcenin 2-hydroxy-3-[4-(2-fludrfenyl)-pipera-
zin-1-yl]-propyl-4-[(alkoxykarbonyl)amino]benzoa-
tov a ich soli s kyselinou chlorovodikovou, s jednym
az Styrmi atdbmami uhlika v alkoxyskupine karba-
moylovej skupiny. Ich Struktira bola potvrdena ana-
Iyzou IC, UV a MS spektier. U pripravenych zlt&enin
bola stanovena teplota topenia, rozpustnost’, povrcho-
va aktivita, disocia¢na konstanta a niektoré parametre
lipofility, t. j. rozdelovaci koeficient P, hodnoty R,

z reverznej tenkovrstvovej chromatografie a retencny

faktor ziskany z HPLC.

Cizmarikova a kol. (2018) uvadza, ze bola syn-
tetizovana séria Siestich farmakologicky aktivnych
zltCenin (f-adrenolytickych latok) odvodenych od
4-hydroxyfenyletanonu a 4-hydroxyfenylpropan-
-1-6nu. Zluceniny obsahuju pyrolidin-1-yl a 4-me-
tylpiperazin-1-ylové substituenty v hydrofilnej Casti
molekuly a etoxymetylové a metoxyetoxymetylové
boc¢né retazce na aromatickom kruhu v lipofilnej cas-
ti molekuly. Derivaty boli pripravené stvorstupiiovou
syntézou zo 4-hydroxyalkanonov cez chlormetylove,
alkoxymetylové a oxiranové medziprodukty. Cisto-
ta cielovych zluc¢enin bola kontrolovana TLC a ich
Struktiry boli potvrdené analyzou IC, UV, *H NMR a
13C NMR spektier. Farmakologické hodnotenie ziska-
nych zlu€enin potvrdilo ich vazodilatacné a Specific-
ké betalytické ucinky.

Stanovenie anticholinesterazovej aktivity

Pri in vitro merani anticholinesterazovej aktivity
derivatov 5 — 8 sa sledovala zmena enzymovej ak-
tivity za Cas. Pri kinetickom spektrosfotometrickom
stanoveni inhibicnej aktivity testovanych derivatov
bol ako rozpustadlo najprv pouzity metanol. Dal-
Sie merania boli uskutocnené pri zmene podmienok
merania. Metanol bol nahradeny dimetylsulfoxidom
(vid’ tab. 1), bola zvysena teplota z povodnych 25 °C
na 37 °C, predizena doba predinkubacie na 20 minut
a koncentracia produktov 5 — 8 bola zvySena na dvoj-
nasobok. Boli uskuto¢nené aj merania, pri ktorych sa
derivat 7 rozpustal vo vode pri zvySenej teplote, pri
pouziti emulgatora a aj zmene pH (kyslé podmienky
a predpokladand tvorba soli, vid’ tab. 2).

Pocas merania bolo zistené, Ze aj samotné rozpus-
tadlo, ¢i uz metanol alebo dimetylsulfoxid inhibuju
cholinesterazu (vid’ tab. 2) . Ked’ze vacSina enzymov
ma bielkovinovu $trukturu, mézeme predpokladat’, ze
tieto organické rozpustadla sposobuju denaturaciu.
Pri porovnani hodnot AA/min kontrolnych roztokov
s rozpustadlom a vzoriek 5 — 8 neboli zaznamenané
ziadne zmeny. Mo6zeme predpokladat’, ze deaktiva-
ciou enzymu rozpustadlom nebolo mozné otestovat’

anticholinergnu aktivitu syntetizovanych produktov
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5 — 8. Na zaklade chemickej Struktiry derivatov 5 —
8 modzeme predpokladat’, Ze budu inhibovat’ AcChE,
resp. BuChE, kedZze maji pritomnt farmakofornu
karbamatovu funkénu skupinu. Napriek pritomnosti
farmakofornej skupiny méze mat’ na inhibiciu vplyv
aj zvy$na cast’ molekuly. T4 moze byt’ pri¢inou ne-
schopnosti molekuly viazat’ sa na vdzobné miesto en-
zymu. Je dolezité najst’ vhodné rozpustadlo, schopné
rozpustit’ syntetizované molekuly, ale zaroven s mini-
malnym vplyvom na aktivitu enzymu.

Okrem spominanych rozpustadiel bola pouzita aj
destilovana voda, v ktorej sa obmedzene rozpustal
3-(dietylamino)-2-hydroxypropyl 3-[(etoxykarbonyl)
amino|benzoat 7. Za ucelom zvysenia rozpustnosti
derivatu 7 vo vode bola pouzita aj vyssia teplota, kto-
r4 vSak rozpusteniu produktu 7 vyrazne nepomohla
a pri merani inhibi¢ny U¢inok nebol zaznamenany.
Nasledne bol pouzity aj polysorbat 20 (Tween), ktory
sluzi na zniZenie povrchového napétia. Vd'aka tomu-
to emulgatoru vznikla emulzia. Pri naslednom merani
bola zaznamenana 10 % inhibicia aktivity.

Vidal a kol. (1987) testovali vplyv teploty na v __
a K acetylcholinesterazy z mozgu potkanov. Zistilo
sa, Ze tetramérna Struktira enzymu pri 4 °C disociu-
je na monoméry a pri 37 °C tvori agregaty s vySSou
molekulovou hmotnostou. Vedecké stadie ukazuju,
ze vplyv teploty na aktivitu enzymu nemozno jed-
noznac¢ne vysvetlit' pomocou dvojstavového modelu
zalozeného na zvysSeni aktivity a denaturacii. Daniel
a kol. (2009) vo svojej stadii dokazali, ze rozdiel
medzi aktivhymi a neaktivnymi formami enzymu je
v aktivnom mieste enzymu. Vysledky tejto sStadie
ukazuju, ze existuje univerzalny mechanizmus neza-
visly od enzymovej reakcie alebo Struktiry enzymu.
Je zalozeny na teorii, ze enzymy v aktivnom mieste
alebo v jeho blizkosti postupne so stlipajiicou teplo-
tou stracaju aktivitu. Denaturacia nastava pri urcitej
teplote a strata aktivity je Uplna. Z toho vyplyva, ze
pri merani enzymovej aktivity moze pri zvySovani
teploty dochadzat’ k nepresnym vysledkom a namera-
né hodnoty nebudu skutoénym vysledkom katalytic-
kého ucinku enzymu.

NajrozsirenejSim signalnym systémom v mozgu je
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cholinergny systém, ktory hra hlavnt ulohu pri prog-
resii ACH. Sucasna lieCba ACH sa primarne zame-
riava na neuronalny enzym AcChE. Meranie aktivity
AcChE moze mat’ dolezitti ulohu pri optimalizacii
testov na analyzovanie novych latok inhibujucich
AcChE. Pocas testov aktivity AcChE in vitro je ne-
vyhnutné pouzitie réznych organickych rozpusta-
diel (Dnyaneshwar a Awanish, 2023). Stadia Dny-
aneshwara a Awanisha (2023) je navrhnuta tak, aby
zhodnotila u¢inok réznych organickych rozpustadiel
na aktivitu a kinetiku enzymov. Inhibi¢ny potencial
organickych rozpustadiel na aktivitu AcChE (vratane
kinetickych charakteristik -V __, K a K ) sa hod-

notil pomocou linearneho zobrazenia (Lineweaver-

max’

-Burk) zavislosti rychlosti reakcie od koncentracie
substratu podl'a Michaelis-Mentenovej. Z vysledkov
testovania vyplynulo, ze DMSO ma na AcChE najsil-
nejsi inhibi¢ny Gc¢inok, nasleduje acetonitril a etanol.
Kinetickd Stadia odhalila, ze DMSO ma zmieSany
inhibi¢ny ucinok (kompetitivny/nekompetitivny),
etanol posobi ako nekompetitivny inhibitor a aceto-
nitril ako kompetitivny inhibitor AcChE. Z analyz
vyplynulo, Ze metanol preukazal zanedbatel'ny vplyv
na inhibiciu enzymov a kinetiku. Co sa tyka pouZitia
DMSO ako rozpustadla, podobné vysledky v ucinku
na aktivitu enzymu sme zaznamenali aj my. V pripa-
de pouzitia metanolu sme pozorovali opacny trend,
nie vSak taky vyrazny ako pri DMSO.

Pouzitie rozpustadiel na solubilizaciu testovanych
zlicenin pri analyze minimalnych ucinkov na enzy-
movu aktivitu je dolezitym aspektom mnohych bio-
chemickych §tadii. Predikcia ucinkov rozpustadiel
na aktivitu enzymov moéze byt komplikovana, pre-
toze enzymy s podobnou celkovou Struktarou mézu
vykazovat’ rozne spravanie v roznych rozpustadlach.
V stadii od Novales a Schwans (2022) boli hodnotené
ucinky niekolkych bezne pouzivanych rozpustadiel:
metanolu, acetonitrilu, acetonu a DMSO na dve choli-
nesterazy, AcChE a BuChE. Hoci Struktury enzymov
su vel'mi podobné, AcChE bola v porovnani s BuChE
na testované organické rozpustadla citlivejsia. Kine-
tické merania podl'a Michaelis-Mentenovej ukazali,
Ze hodnoty V _ neboli podstatne ovplyvnené, zatial



¢o hodnoty K, sa pre AcChE zvysili az 20-nasobne
a pre BuChE 4-nasobne v pritomnosti 5 % DMSO
alebo acetonu. Vysledky naznacuju, ze BuChE v po-
rovnani s AcChE vykazuje voci pouZzitému prostrediu
(rozpustadlu) vacsiu odolnost. Vysledky tejto stidie
moézu pomoct’ pri rozhodovani o vhodnom vybere
rozpustadiel pouzivanych v enzymovych testoch, a
mozu tak pomoct’ pri optimalizacii podmienok mera-
nia (Novales a Schwans, 2022).

ZAVER

Stadia sa zaobera syntézou aryloxyaminopropano-
lovych derivatov s karbamatovou funkénou skupinou
5 — 8. Karbamaty boli pripravené v jednom reakénom
kroku. U vsetkych produktov 5 — 8 bola stanovena
vytaznost’ a zdkladné fyzikalno-chemické vlastnos-
ti. Struktara produktov bola stanovena analyzou 1D
a 2D NMR spektier. V praci bola testovana inhibi¢na
aktivita produktov 5 — 8 voci cholinesteraze kinetic-
kou spektrofotometrickou metédou (in vitro). Me-
rania prebiehali pri réznych podmienkach s cielom
zistit’ vplyv podmienok merania na aktivitu enzymu a
inhibi¢ny ucinok derivatov 5 — 8. Uskutocnilo sa via-
cero merani, pri ktorych sa menila teplota, koncen-
tracia produktov 5 — 8, Cas posobenia latok 5 — 8 na
enzym, ako aj rozpustadlo. Vysledky ukazali, ze ak-
tivita enzymu bola inhibovana vplyvom organickych
rozpustadiel — metanol a dimetylsulfoxid, o zne-
moznilo otestovat’ inhibi¢nu aktivitu tychto latok. Pri
jednom merani bola ako rozpustadlo pouzita voda,
pricom produkt bol emulgovany pomocou polysorba-
tu. Pri tomto merani bola zaznamenana mierna 10 %
inhibi¢na aktivita karbamatu 7.

Na zaklade chemickej Struktiry syntetizovanych
produktov mo6zeme ocakavat’, ze by sa mohli spravat’
ako aj multifunkéne zamerané molekuly (MTDL) po-
tencialnych lieciv, ktoré by mohli inhibovat’ cholines-
terdzu a zarovei posobit’ ako betablokatory. Ciasto¢-
nym problémom pri testoch biologickej aktivity v in
vitro prostredi vSak ostava najst’ vhodné podmienky
testovania, ktoré by nemali vplyv na aktivitu enzy-
mu, ako aj samotnych testovanych latok (najst’ vhod-

né rozpustadlo, vzhl'adom na vodné prostredie orga-
nizmu; fyzikalno-chemické vlastnosti lieciva, ktoré

ovplyviuju prechod cez hematoencefalicku bariéru).
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ABSTRAKT

Celosvetovo zije s epilepsiou viac ako 50 milio-
nov ludi, pricom na Slovensku evidujeme pribliZne
68 000 pripadov s jej aktivnou formou bez vply-
vu na vek ¢i pohlavie. AZ 8 000 udalosti postihuje
deti s heterogenitou epileptického zachvatu, jeho
frekvenciou, etioldgiou, zaciatkom, priebehom a
vplyvom na vyvoj, resp. psychiku chorého dietata.
Napriek vyraznému pokroku v liecbe epilepsii v
detskom veku, niektoré syndromy zostavaju tazko
liec¢itelné a st spojené s postihnutim kognitivnych a
behavioralnych funkcii. Svojim priebehom ovplyv-
nuju bezné denné aktivity a menia kvalitu Zivota
nielen chorého dietata, ale aj celej jeho rodiny. Vy-
ber vhodného antiepileptika (AE) vyzaduje na jed-
nej strane dostato¢nu znalost $pecifik jednotlivych
syndromov opierajicich sa o dlhodobé a vlastné
skasenosti lekara, no na druhej strane by mal byt
tento vyber podloZeny kvalitnymi kontrolovanymi

stadiami.

Nasa Stadia je z uvedeného dévodu sustredena
na najnovsie usmernenia zaloZené na dokazoch v
manaZmente akutnych epileptickych zachvatov u
deti. Zamerali sme sa na analyzu kazuistiky det-
ského pacienta s refraktérnym status epilepticus
(RSE). Zhodnotili sme priebeh ochorenia, zvolené
lie¢ebné postupy a ich tcinnost’ a nasledne sme ich
porovnali s odbornou domacou a zahrani¢nou li-
teraturou. Zistili sme, Ze doleZitou sucast’ou liecby
farmakorezistentnych epileptickych zachvatov je
vol’ba vhodnej invazivnej terapie vyZadujucej si
spolupricu zo strany rodifov ev. pacientov. Dal§im
zistenim bolo, Ze v pripade opakovanych recidiv
ochorenia a podozrenia na autoimunitnu epilepsiu
je vhodné napriek nejasnej diagnéze ¢o najskor
zatat’ imunomodulaéni lie¢bu. Casovo adekvatne
nasadenie viedlo u pacienta k spomaleniu progre-
sie ochorenia, zniZeniu frekvencie a lepSiemu zvla-
daniu zachvatov, avS§ak po dvoch cykloch liecby
zlyhala kompliancia zo strany rodic¢a pre potrebu
castej, min. 5-diiovej hospitalizacie. V terapii sa uz
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nepokracovalo a v tomto ¢ase nemame d’alSie in-

formacie o vyvoji ochorenia.

Kracové slova: invazivna liecba; kompliancia;
pediatria; refraktérny status epilepticus

ABSTRACT

Worldwide, more than 50 million people live
with epilepsy, and in Slovakia we have approxi-
mately 68.000 cases of active epilepsy, regardless
of age or gender. Up to 8.000 events affect chil-
dren with heterogenity of epileptic seizure, its fre-
quency, etiology, onset, course and impact on the
development or psyche of the sick child. Despite
significant advances in the treatment of childhood
epilepsies, some syndromes remain difficult to
treat and are associated with cognitive and beha-
vioural impairment. Their course affects normal
daily activities and alters the quality of life not
only of the sick child but also his or her entire fa-
mily. The choice of an appropriate antiepileptic
drug (AE) requires, on the one hand, sufficient
knowledge of the specifics of the individual syn-
dromes, based on the physician’s own experience
over a long period of time, but on the other hand,
it should be supported by high-quality controlled
studies.

For this reason, our study focuses on the latest
evidence-based guidelines in the management of
acute epileptic seizures in children. We focused on
a case report analysis of a pediatric patient with
refractory status epilepticus (RSE). We evaluated
the course of the disease, the chosen treatment
modalities and their efficacy, and then compared
them with the professional domestic and foreign
literature. We found that an important part of
the treatment of pharmacoresistant epileptic sei-
zures is the choice of appropriate invasive thera-
pies requiring cooperation of parents or patients.
Another finding was that in case of recurrent re-
lapses and suspected autoimmune epilepsy, despi-
te an unclear diagnosis, immunomodulatory the-
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rapy should be initiated as soon as possible. Timed
adequate deployment resulted in slower disease
progression, reduced frequency and better seizure
control in the patient, but after two cycles of the
treatment, parental compliance failed due to the
need for frequent, minimum 5-day hospitalization.
The therapy was not continued and at this time we
have no further information on disease progres-
sion.

Key words: compliance; invasive treatment;
paediatrics; refractory status epilepticus

UvoD

Epilepticky zachvat je nahla, prechodna, stereotyp-
na porucha funkcie mozgu sposobena patologickym
vybojom neurénov v mozgovej kore (Sykora, 2015).
Je charakterizovana rychlym nastupom zmeny spra-
vania a ¢astymi motorickymi prejavmi. Méze zahtiat’
aj iné mozgové dysfunkcie (senzorické, senzitivne,
visceralne, vegetativne, zmeny povahy, nalady, alebo
emocii). Z uvedeného dovodu vyplyva, ze klinické
symptémy zavisia od oblasti, ktora je abnormalnou
aktivitou postihnuta (Oslejskova, 2008). Uz pri pr-
vom kontakte pacienta s epilepsiou sa podl'a novych
usmerneni z roku 2017 odporuca zvazit etiologiu za-
chvatov. Ak jej uréenie nie je spociatku jasné, mala
by sa prehodnotit’ na v§etkych d’al§ich rozhodovacich
miestach. Pracovna skupina ILAE (ILAE Task Force)
definovala Sest etiologickych kategoérii (Strukturalna,
geneticka, infekéna, metabolicka, imunologicka, ne-
znama) s moznostami d’al§ieho manazmentu pacien-
ta s epilepsiou (Donath, 2018). Neurologické poruchy
si spajané aj s depléciou vitaminu D, pricom nie st
obmedzené len na roztrusenu sklerozu, Alzheimerovu
a Parkinsonovu chorobu, ale aj na cerebrovaskularne
poruchy. Ovela menej pozornosti sa venovalo epilep-
sii, ktord je druhou najcastejSou neurologickou po-
ruchou. V stc¢asnosti sa ale objavuje spojitost’ medzi
nedostatkom vitaminu D a patofyziologiou epilepsie
(Holl6, Clemensova, Lakatos, 2013). Dnes uz s urci-

tostou vieme, Ze vitamin D, resp. D-hormon vykazuje



dobre znamu ulohu v homeostaze vapnika a metabo-
lizme kosti. Podiela sa aj na ovplyvneni imunitného
systému, neuromuskuldrnych funkcii, ochrany pred
rozvojom zapalov a infekcii. Pri suplementacii sa
uprednostiuje prioritne aplikacia D3 (cholekalcife-
rol) pred formou D2 (ergokalciferol). Forma D3 sa
ucinnejsie absorbuje tenkym c¢revom, a teda efektiv-
nejsie zvysuje a udrziava sérové koncentracie hlavnej
cirkulujiicej formy vitaminu D (kalcidiolu) (Rozman
Antolikova, 2022).

Z hladiska epileptogenézy epilepsiu klinicky defi-
nuju opakované zachvaty, ktoré si produkované paro-
xyzmalnymi neurondlnymi vybojmi. Donath (2002)
definuje zachvatovl aktivitu na neurotransmiterovu,
na ktorej sa podiel’aju inhibi¢né neurotransmiteroveé
systémy a excita¢né neurotransmiterové systémy, oba
fyziologicky v rovnovahe. Zavazné porusenie rovno-
vahy medzi nimi, ¢i v zmysle znizenia inhibicie, ale-
bo zvysenia excitacie, moze mat’ za nasledok epilep-
ticky zachvat. Druhym délezitym mechanizmom je
transport i6onov — selektivny alebo napatovo zavisly
(i6nové kanaly).

Medzi rizikové faktory alebo spustace epilepsie
patri hlavne spankové deprivacia, preto sa primarne
u deti kladie doraz na pravidelny a dostatocny spanok
s reSpektovanim ich vlastnych cirkadiannych rytmov
(Stehlikova, Modra, 2017). U adolescentov a dospe-
lych s epilepsiou je vaznou hrozbou zase konzumacia
alkoholu, hlavne vo faze poklesu hladiny etanolu v
krvi, kedy sa vel'mi vyrazne zvySuje pravdepodob-
nost’ vzniku zachvatu. Konzumacia energetickych
a kolovych népojov by sa mala v tomto pripade ob-
medzit’. Spustacim faktorom moézu byt aj bezné
infekéné ochorenia sprevadzané horackou. Riziko
sa vzacne objavuje aj po ockovani, preto je vhodné
neockovat’ deti s prebiehajucou infekciou. Zachvat
moze vyprovokovat’ aj blikajuce svetlo (tzv. strobo-
skopicky efekt). Specifickym vonkaj$im faktorom
su pocitacové hry, vided alebo mobil. V niektorych z
nich sa totiz vyskytuji sekvencie so striedajucim sa
kontrastom (Bratsky, 2022).

Diagnostika ochorenia sa opiera o dokladnti anam-
nézu (vyskyt zachvatov v rodine, pritomnost’ psy-

chickych portch, ochorenie matky pocas tehotenstva,
komplikacie pri porode, vyskyt febrilnych ktcov,
Casté kolapsy, prekonané infekcie nervovej sustavy a
urazy hlavy). KI'ai¢ovy je podrobny opis zachvatu, su-
bor vysetrovacich metdd a zobrazovacie Strukturalne
vysetrenia ako magnetickd rezonancia (MRI), elek-
troencefalografia (EEG), video-elektroencefalografia
(video-EEQG) a laboratorne vySetrenie krvi (Bullova,
2022). Pocitacova tomografia (CT) nemd pre diag-
nostiku v epileptologii dostatocnu vypovednt hod-
notu a mala by sa vyuzivat’ len pri akutnych stavoch
a vtedy, ak v potrebnom case nie je MRI vySetrenie
dostupné (Bratsky, 2022).

Status epilepticus (SE) definujeme ako zachvat s tr-
vanim bez preruSenia dlhsi ako 30 min, resp. sa jedna
o nahromadenie zachvatov, medzi ktorymi pacient ne-
nadobudne vedomie (Bullova, 2022). Autori Strycek,
Sramek (2018) uvadzaj, ze status epilepticus je stav
vznikajuci bud’ pri zlyhani mechanizmov zodpoved-
nych za ukoncenie epileptického zachvatu, alebo pri
spusteni mechanizmov veducich k abnormalne pro-
longovanym epileptickym zachvatom, aj s moznymi
dlhodobymi nasledkami pre mozog. Rovnako uva-
dzajt, ze refraktérny status epilepticus (RSE) nerea-
guje na benzodiazepiny ani na antiepileptika (AE) II.
vol'by a tvori az 43 % pripadov SE. V tomto zmysle je
potrebné uviest’ termin farmakorezistentnd epilepsia,
v ramci ktorej sa nepodari dlhodobo plne kompen-
zovat’ pacienta za pouzitia dvoch vhodne zvolenych
antiepileptik v adekvatnych terapeutickych davkach,
v monoterapii, alebo kombinovanej terapii (Kuba,
2012).

MATERIAL A METODY

Nasa $tadia pozostavala z kazuistiky vybraného
pediatrického pacienta s refraktérnym status epilep-
ticus, ktory bol farmakorezistentny na konvenéné
antiepileptikd. Kazuistiku sme vypracovali na za-
klade lekarskych sprav, ktoré nam poskytla MUDr.
Stanislava Suroviakova z Univerzitnej nemocnice
Martin. Sucastou postupu bol rozbor anamnézy, dis-
penzarizacie, hospitalizacie, klinickych priznakov
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a diagnostiky pacienta so zavereénymi uvahami o
moznych pri¢inach vzniku ochorenia, jeho priebehu,
efektivnosti zvolenych lieCebnych postupov a neme-
nej dolezitého faktora kompliancie, ktoré sme nasled-
ne porovnavali s domdcimi aj zahrani¢nymi Stadiami.
PrinaSame aj ivahu o moZznostiach intervencie farma-

ceuta v ramci dispenzarizacie pacienta.
VYSLEDKY

Osobna a rodinna anamnéza

Pacient je 13-ro¢ny chlapec Nikolas. Narodil sa z
1. rizikovej gravidity pre hroziaci pred¢asny porod
v 38. tyzdni. Porodnd hmotnost’ bola 3320 g, dizka
48 cm, Apgar skore (AS) 7/9, poporodna adaptacia
primerana a krieseny nebol. Kojeny bol 3 mesiace.
Strava bola primerana veku, bez mlieka, mlie¢nych
produktov a sdje. Ockovania prebehli podla predvo-
lania, pricom po kazdom mal teplotu do 40 °C. Po po-
dani paracetamolu nastal pokles do 48 hod. Chlapec
disponuje alergiou na:

— antibiotika: cefaklor (exantém)

— zeleninova zmes (mrkva ale aj slivky)

— bielkoviny kravského mlieka (BMK) a soja.

Matka Veronika (1986) ma potravinovu alergiu na
BKM a inhala¢nt alergiu na pel. Otec nie je udany.
Matkin otec je od detstva epileptik na lie¢be. V rodi-
ne sa vyskytuje Castejsie ischemicka choroba srdca,
hypertenzia a matkina stard mama, ako aj teta, maju
diagnostikovany karcinom prsnika.

Dispenzarizacia, hospitalizacie a priebeh ochorenia u

chlapca
Chlapec mal ako 4-mesacny uraz hlavy a bol hos-

pitalizovany na Klinike deti a dorastu Univerzitnej
nemocnice Martin (KDaD UNM) s negativnym neu-
rologickym nalezom. Opét bol hospitalizovany na
KDaD UNM ako 5-mesacny pre pritomnu alergicku
reakciu na potraviny — anafylakticka reakcia s laryn-
gospazmom a tonicko-klonické kfée s desaturaciou.
Stav sa 3-krat opakoval cca 5 min, mal hypoxiu s

naslednou intubaciou a kardiopulmonalnou resusci-
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taciou. Pri prepusteni evidovany I'ahky hypotonicky
syndrom. Od toho casu je popisované vyrazné one-
skorenie psychomotorického vyvoja. Dalsi priebeh
ochorenia zachytava tabulka 1, ktora zahina aj d’alSie
pridruzené komplikacie s odporuc¢anou liecbou.

Tabulka 1 zachytava priebeh starostlivosti o pa-
cienta, chlapca, s bohatou anamnézou ochoreni, kom-
plikacii a liecby. Na rieSeni jeho zdravotného stavu
sa podiel'a komplexne tim odbornikov. Mnoho pub-
likovanych prac poukazuje aj na vyhody zaclenenia
klinického farmaceuta do rutinnej starostlivosti o
pediatrickych pacientov s dlhodobymi ochoreniami
vratane epilepsie, ¢o by v predkladanom pripade bolo
ziaduce, nakol'ko sa v zavere preukdzal negativny
vplyv na adherenciu pacienta k liecbe (Jarad a kol.,
2022).

ZhorSenie stavu pacienta a proces lieCby

13-ro¢ny (rok vyskytu problému 2019) polystigma-
tizovany chlapec s DMO a epilepsiou na chronickej
lie¢be valproatom a levetiracetamom bol prelozeny na
Oddelenie pediatrickej intenzivnej mediciny (OPIM)
UNM pre kumuléciu epileptickych zachvatov pri ne-
dodrzani liecebného rezimu a prebiehajicom febril-
nom stave. Rodicia zabudli podat’ synovi lieky, inak
ich dostava pravidelne. Rano boli pritomné mimické
zasklby pravym kutikom a pravym vieckom a nasled-
ne protrahovany fokalny zachvat prechadzajici do
bilateralneho tonicko-klonického zachvatu v trvani
30 min a s odznenim po podani druhej davky diaze-
pamu per rectum (celkovo podanych 20 mg). Podla
Medzinarodnej klasifikacie choro6b (MKCH-10) mal
pridelenu diagnézu G40.5 — Osobitny epilepticky
syndrom.

Pacient ostal v sledovani neurologa, ktory odpo-
rucal zvysit' davky povodnej medikacie. Od prijatia
na OPIM bola pritomna hemiparéza vpravo, taktiez
aj centralna lézia nervus facialis vpravo. Na MR sa
zobrazovali postischemické zmeny v mozgovom tka-
nive supratentorialne a bolo podozrenie na meziotem-
poralnu sklerézu vlavo. V EEG bol tazko abnormal-
ny nalez pre vyrazné spomalenie pozadia s akcen-

taciou hemisféry vlavo (delta aktivita s fr. 0,5 — 1,5



Tab. 1: Dispenzarizacia pacienta

Ambulancia

Ochorenie

Terapia

Neurologia

Klinika deti a dorastu Univerzitnej
nemocnice Martin (KDaD UNM)
syndrom Cornelia de Lange
(01.01.2011 — 05.01.2011)

Klinika deti a dorastu
Univerzitnej nemocnice Martin
stav po prolongovanom epileptickom
paroxyzme s avostrannou hemiparézou,
febriliami a suspektnou neuroinfekciou
(nepotvrdil sa syndrom Cornelia de Lange
a Angelmanov syndom)
(29.05.2014 — 09.06.2014)

valproat (VPA)
(150-0-300 mg)

levetiracetam (LEV)
(500-0-250 mg)

Klinika anestéziologie a intenzivnej mediciny
(KDAIM) UNM
fokalne zachvaty vlavo, so sekundarnou
generalizéciou, nutna bola preto
umela pPicna ventilacia
(09.06.14 — 08.07.14)

V oktobri 2019 bola potvrdena detska mozgova obrna (DMO), kvadruspasticka forma.

Diet’a bolo pocas d’al§ich rokov v sledovani neurologa pre polymorfné zadchvaty, matkou popisované ako stavy
areaktivity, deviacie bulbov, hlavy, tonického vypnutia koncatin, flekéné postury (akoby schulenie do klbka),

zachvaty s roznou frekvenciou.

Gastroenterolégia

alergia na bielkoviny kravského mlieka
a potravinova alergia

diéta

Fyziatricko-rehabilita¢na

bolest” a stuhnutost’ svalov

rehabilitaény pobyt v Martine

Oftalmologicka

hypermetropia, astigmatizmus

bez terapie

Endokrinologicka

hypothyredza s postupnou Gpravou

bez terapie

Tab. 2: Liekova anamnéza pacienta do potvrdenia status epilepticus vzhPadom na posledny zachyteny stav

Nazov lie¢iva Sposob podania Déavkovanie
cefuroxim i.v. 750 mg kazdych 8 hod.
metamizol iv. 300 mg kazdych 8 hod.

paracetamol iv. 400 mg p.p.
furosemid iv. 10 mg p.p.
fenobarbital (A% 100 mg
propofol iv. 60 mg
midazolam iv. p.p.
izotonicky roztok elektrolytov
injekény/infuzny roztok midazolamu
nadroparin S.C. 2x0,2ml
levetiracetam NGS 500-0-500 mg
valproat NGS 300-0-300 mg
fenobarbital NGS 50-50-50 mg

i. V. — intravendzny / S. €. — subkutanny / NGS — nazogastricka sonda / p. p. — podl'a potreby
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Hz); vpravo zakladna aktivita v pasme delta — theta
(fr. 2 — 4 Hz) s takmer kontinudlnou epileptiformnou
aktivitou v oblasti F — T vpravo. Pocas hospitalizacie
bol pacient subfebrilny — febrilny s mierne zvysenou
zapalovou aktivitou. V tvode bola nastavena antie-
pilepticka terapia prechodne parenteralne fenobarbi-
talom, no po obnoveni enteralneho prijmu cez naso-
gastricktl sondu (NGS) bola preordinovana chronicka
liecba na enteralnu formu a postupne sa navySovala
podl’a ordinacie neuroldga.

Vysledky prac poukazuji na to, ze troven adhe-
rencie pacienta alebo opatrovatel’a k lieckom mozno
vyrazne zvysit poskytovanim informacii vhodnou
metoédou vzdelavania, pricom poskytovatel'om tohto
procesu moze byt klinicky farmaceut. Klinicky far-
maceut ma schopnost’ vytvorit harmonogram poda-
vania liekov a zaznamenavat jeho kontinuitu a kore-

laciu s terapeutickym planom (Jarad a kol., 2022).

Zmena charakteru zachvatov

Pre pretrvavajuce febrilie a opakovane len mierne
zvysenu zapalovu aktivitu boli do liecby pridané an-
tibiotika. 02.01.2020 bola zaznamenana kumulacia
zachvatov a do terapie bol preto kontinualne poda-
vany midazolam (2,5 mg) v davke 0,11 mg/kg/hod
prechodne s dobrym efektom. Od 06.01.2020 bola u
pacienta pritomna opdtovna frekventna generalizova-
na kfcova aktivita, ktora pretrvavala i napriek inten-
zivnej antiepileptickej liecbe. Vzhladom na zmenu
charakteru zachvatov, ako aj celkového klinického
stavu bolo odportc¢ané doplnit’ likvorologické vyset-
renie. Kompletnt lieckova anamnézu pacienta uvadza-
me v tabulke 2.

Na zaklade rozsiahlej lickovej anamnézy (vid’ tab.
2) by bolo vhodné do procesu liecby zaclenit aj far-
maceuta, ktory prijatelnym sposobom edukacie po-
skytne pacientovi informacie o zavaznosti neziadu-
cich ucinkov, najmé tych, ktoré stvisia s kogniciou,
koordinaciou a akademickym vykonom. Upozorni
na potrebu nepodcenovania nespecifickych neziadu-
cich ucinkov, ako je bolest’ hlavy a unava (pacienti,
ktori maju viac neziaducich ucinkov, mézu mat’ niz-

Siu kvalitu zivota). LepSie znalosti o terapii vedu k
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lepSej znasanlivosti lieCby a schopnosti rozlisit’ me-
dzi nespecifickym problémom, ktory nesuvisi s tera-
piou epilepsie, a skutocnymi neziaducimi uc¢inkami,
udalostami (Jarad a kol., 2022).

Status epilepticus
Pacient bol nasledne hospitalizovany na KDAIM
UNM pre status epilepticus refraktérny. Do terapie sa

pridal kontinudlny propofol a intraven6zne dvojkom-
binacia AE (VPA a LEV). Pri tejto liecbe boli pritom-
né konvulzie pravého ustneho kutika a 1-krat tonicky
zachvat. Pokracovalo sa v nasledovnej kombinacii:
VPA v davke 400-0-400 mg (30 mg/kg/den), a LEV
v davke 750-0-750 mg (60 mg/kg/den). Do terapie
sa mal pridat’ lakosamid (LCM) vo forme infizneho
roztoku a podavat’ ho 30 min dvakrat denne s postup-
nou titraciou (50 mg 2 dni, 75 mg 2 dni a 100 mg
trvale). Pred nastavenim na tuto terapiu bolo potrebné
doplnit’ EKG vySetrenie.

0Od 10.01.2020 bol pacient kontinualne tlmeny tio-
pentalom (THP) a zarovei intubovany. Pri timeni bol
bez kféovej aktivity, nebudil sa. V ramci AE pokra-
¢oval v kombinovanej terapii VPA + LEV. LCM bol
pre arytmiu vysadeny. Odporucalo sa d’alej postupne
znizovat’ tlmenie tiopentalom, pri rekurencii ki¢ovej
aktivity opdtovne pacienta uviest’ do celkovej anes-
tézie a pokraCovat’ v kombinacii AE (VPA+ LEV) v
rozpisanych davkach. Pri opakovani kf¢ov sa mal tiez
do liecby pridat’ cestou NGS topiramat (TPM) 50 mg
v davke 0-0-1/2 tbl. (4 dni), 1/2-0-1/2 tbl. (4 dni), 1/2-
0-1 tbl. (4 dni), 1-0-1 tbl. (t. j. pri suCasnej hmotnosti
4,6 mg/kg/den).

O osem dni neskdr (18.01.2020) pre kumulaciu
kféovej aktivity bola zvysena sedacia THP. Pacient
bol d’alej na kombinacii antiepileptik — VPA + LEV +
TPM. Na MRI pribudli zmeny v bazalnych ganglidch
vlavo s miernou restrikciou difuzie, pritomny edém
lavej mozgovej hemisféry s jej leptomeningealnym
sytenim a hypervaskularizaciou. Na EEG pretrvavala
asynchronia mozgovych hemisfér, pomald kontinu-
alna delta vlavo, vpravo rychlejsia aktivita z pasma
delta s intermitentnymi epileptickymi grafoelementa-
mi F — C — T vpravo charakteru periodickych laterali-



zovanych epileptiformnych vybojov. V diferencialne;j
diagnostike bola pritomna Rasmussenova encefaliti-
da.

Zahdjenie imunomudulacénej liecby

Pre podozrenie z encefalitidy sa odporucalo dopl-
nit’ likvorologické vysetrenie. Antiepilepticka me-
dikacia bola bez zmeny, podla predoslého konzilia.
Stav pacienta sa telefonicky konzultoval s prednost-
kou Kliniky detskej neuroldégie Narodného ustavu
detskych chorob (KDN NUDCH) v Bratislave, kde
bol odporuceny d’alsi terapeuticky postup po odbere
likvoru. Pri poslednom MRI vysetreni sa zobrazovala
meningoencefalitida 'avej hemisféry, postkontrastne
s leptomeningealnym sytenim. EEG vysetrenie — nad
lavou hemisférou kontinualna nizka voltaz, pomala
delta aktivita, nad pravou hemisférou rychlejsia del-
ta preruSovand intermitentnou epileptickou aktivitou
charakteru PLEDs (periodické lateralizované epilep-
tiformné vyboje), obCasne delta so superponovanou
beta aktivitou (delta brush). Likvorologické vysetre-
nie bolo biochemicky bez zapalovej formuly, PCR
negativne a realizovany bol odber kompletného au-
toimunitného panelu. Zahdjila sa terapia kortikoste-
roidmi v pulzoch — metylprednizolén intravendzne
5 x 500 mg (celkova davka 2,5 g). Po ukonceni od
27.01.2020 sa mala podavat’ liecba intraven6znym
imunoglobulinom (IVIg) v celkovej davke 2 g/kg
rozdelend na 5 dni. Pridana bola antiulcerézna liecba
a ostatnad terapia ostala bez zmeny.

Koncom toho ist¢ého mesiaca (30.01.2020) sa
vzhl'adom na recidivu kicovej aktivity navysila seda-
cia THP (3,2 mg/kg/hod). Pacient pokracoval v imu-
nosupresivnej terapii. Nutny bol EEG monitoring.
31.01.2020 bola opdtovne pritomna recidiva kicove;j
aktivity, pacient bol kontinualne sedovany THP, IVIg
bola podana 5. davka. Telefonicky sa konzultovalo
pracovisko KDN NUDCH v Bratislave, odportcal sa
preklad pacienta na 03.02.2020. Do liecby bol cestou
NGS pridany karbamazepin (CBZ) 150 mg v davke
0-0-1/2 tbl. 2 dni, 1/2-0-1/2 tbl. 2 dni, 1-0-1 tbl. 2 dni,
1,5-0-1,5 tbl. (18 mg/kg/den).

22.02.2020 podstupil pacient opdt’ hospitalizaciu

pre fokalne epileptické zachvaty. Matkou bol podany
rektalny diazepam 10 mg s ustupom kicovej aktivity
do 15 min. Néasledne pacient zaspal, nedal sa zobudit’
cca 4 hod. Privezeny rychlou zdravotnou pomocou
na OPIM, uz bez kf¢ovej aktivity, pricom opakovane
zvracal. Planované bolo podavanie IVIg v celkove;j
davke 2 g/kg do 5 davok pre suponovany autoimu-
nitny proces. Gastroenterolog indikoval zavedenie
perkutannej endoskopickej gastrostomie pre malnut-

riciu.

Z neurologického hladiska sa odporucalo nasle-
dovné:
—  pokracovat’ v kombinovanej antiepileptickej me-
dikacii
— IVIg podavat podl'a rozpisu
—  pri kf¢ovej aktivite pouzit’ intravendzny benzo-

diazepam.

Behom uvedenej liecby doslo postupne ku klinic-
kému zlepSeniu stavu pacienta, pricom ju podstupil
dvakrat. AvSak zo strany matky doslo k stavu non-
-compliance, pretoze synova lie¢ba vyzadovala aspon
5-dnovu hospitalizaciu. Matka nechcela v terapii d’a-
lej pokracovat’. O d’alsom vyvoji ochorenia teda ne-

mame vedomost’.

DISKUSIA

V predlozenej stadii sme analyzovali pripad chlap-
ca, ktorého rizikovy zdravotny stav vyustil do kom-
plikovanej formy epilepsie. Na samotny vyvoj ocho-
renia mohla mat’ dopad rizikova gravidita a nizsie
Apgar skore, nakol'ko to potvrdzuju aj viaceré studie
(Persson a kol., 2018). Vyskyt epilepsie a hypertenzie
v rodine chlapca mohol v tomto pripade tiez zohravat’
urcitu rolu. Okrem uvedeného, aj spominana alergia
moze mat’ podiel na vyskyte ki¢ovych stavov u deti
(Falsaperla a kol., 2014). Anafylakticka reakcia u nas-
ho pacienta vyvolala epileptické zachvaty uz 5 mesia-
cov po narodeni, pricom stav sa odvtedy zhorSoval.
Z patologického hladiska méze ist’ o Sirenie perifér-
nej zapalovej odpovede do CNS. Existuju dokazy, ze
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prozapalové cytokiny su zodpovedné za narusenie
hematoencefalickej bariéry, ¢o sposobuje fokalny
zépal CNS a nasledne vznik zachvatov (Falsaperla a
kol., 2014). Podl'a Sadowska a kol. (2019) mozeme
predpokladat’ aj koexistenciu detskej mozgovej obrny
a epilepsie najmi s lickovou rezistentnou epilepsiou,
ale aj s mentalnou retardaciou, poruchou zraku a slu-
chu, ako aj poruchami kfmenia a spravania. Do tera-
pie bol zaradeny valproat s levetiracetamom, pretoze
sa dobre toleruju a st efektivne v pediatrickej popu-
lacii. Valproat je liek prvej volby pre vac¢sinu typov
zéachvatov. Pre jeho Siroké spektrum ucinku a dostup-
né liekové formy je vhodny aj pre deti. Levetiracetam
hra nielen vyznamnu tlohu pri kontrole epileptickych
zachvatov, ale v kombinécii s valprodtom moze zlep-
Sit’ kognitivne funkcie deti s epilepsiou za sti¢asného
znizenia neziaducich ucinkov, a tym zlepSit’ kvalitu
ich zivota (Zhu a kol., 2022). Na uvedenej kombina-
cii ostal nas pacient pocas celého sledovania, kedy sa
k nej pridali, alebo naopak eliminovali d’alSie lieCiva.

Zdravotny stav naSho pacienta sa zacal kompli-
kovat’ uz v jeho 13. rokoch, ked’ mu rodicia zabud-
li podat’ predpisané lieky. Nevyhnutnostou v liecbe
epilepsie je pritom dodrziavat a riadit’ sa lieCebnym
planom. Antiepileptika je potrebné uzivat' presne
podl’a stanovenia lekara, a to nielen ¢o sa tyka davky,
ale aj ich rozdelenia v priebehu dna. Uz vynechanie
jednej davky moze viest’ k zvySenému pocétu zachva-
tov, pricom navrat k povodnému davkovaniu nemusi
znamenat’ aj navrat k povodnej frekvencii kfcovych
stavov. Predpokladame, Ze u nasho pacienta za vznik
a kumulaciu zachvatov prispelo nedodrzanie lieceb-
ného rezimu.

Ako zachranny liek mu bol pri vyskyte mimickych
zasSklbov pravym kutikom a pravym vieckom s na-
sledne protrahovanym fokalnym zachvatom precha-
dzajicim do bilateralneho tonicko-klonického za-
chvatu v domacom prostredi podany diazepam per
rectum, pretoze spomedzi benzodiazepinov je diaze-
pam najcastejsie predpisovanym lickom prediZenych
a opakujucich sa epileptickych stavov (Nunley a kol.,
2019).

Nakol’ko sa stav pacienta nezlepsoval, indikovali sa
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pomocné vysetrenia ako MR, EEG, hladina glukozy,
zakladné laboratorne vysetrenie vratane kompletného
krvného obrazu a metabolického panelu. Po akutnej
faze diagnostiky a liecby je potrebné zvazit' d’alSie
vySetrenie napr. lumbalnej punkcie, likvorologické
vysetrenie a stanovenie toxikologického panelu (Alo-
layan a kol., 2021). Tento postup bol podobny aj v na-
Som pripade. Po zhodnoteni vysledkov, kde neustale
pretrvavala subfebrilita — febrilita, bol do liecby pre-
chodne pridany fenobarbital, midazolam a antibioti-
ka. Spolu s fenytoinom je fenobarbital najbeznejSie
pouzivanym antiepileptikom druhej linie (Khajeh a
kol., 2018) a midazolam je preferovany pre rychly na-
stup ucinku a relativne kratky polc¢as, ktory umoznuje
rychlejsiu titraciu (Reznik, Berger, Claassen, 2016).

V pripade zlyhania terapie s kontinualne podava-
nym midazolamom je liekom druhej vol'by propofol,
ktorym pokracovala liecba aj u nasho pacienta, preto-
7e sa mu diagnostikoval status epilepticus (refraktér-
ny). Refraktérny status epilepticus (RSE) je definova-
ny ako prebiehajuce zachvaty, ktoré nie je mozné kon-
trolovat’ liekmi prvej a druhej linie (Reznik, Berger,
Claassen, 2016). K povodnym antiepileptikam sa pri-
dal lakosamid ako dobra alternativa u pediatrickych
pacientov s farmakorezistentnou fokalnou epilepsiou
a refraktérnym status epilepticus vzhl'adom na jeho
ucinnost’ a bezpecnostny profil (Rosa a kol., 2018). V
naSom pripade vSak doslo k opdtovnej recidive aj po
propofole, a preto sa pouzil v terapii tiopental s po-
stupnou titraciou podla potreby. Lakosamid bol pre
arytmiu vysadeny a nasledne nahradeny topiramatom
NGS sondou. Bresnahan a kol. vo svojej §tadii z roku
2019 uvédza, ze TPM je ucinny ako pridavna liec-
ba fokalnej epilepsie rezistentnej na lieky, pretoze je
takmer trikrat ucinnej$i v porovnani s placebom pri
znizovani zachvatov.

Na zaklade pretrvavajucich problémov bola zahaje-
na liecba kortikosteroidmi v pulzoch metylprednizo-
16n (na dobu urcita). Po skonceni aplikacie sa preslo
na lie¢bu intraven6znym imunoglobulinom (IVIg) v
celkovej davke 2 g/kg rozdelend na 5 dni. K uvedené-
mu postupu liecby sa pristupilo z dévodu farmakore-

zistentnosti na konven¢énu terapiu a pravdepodobnom



vyskyte autoimunitnej encefalitidy. Stadie ukazali, Ze
vCasné zacatie imunoterapie moéze mat za nasledok
rychlejsie zotavenie a lepSiu prognozu, ktora zavisi
od hibky autoimunity a pritomnosti poskodenia neu-
roénov (Jang a kol., 2020). Odpoved’ na tuto liecbu v
akutnej faze moze mat’ diagnosticku aj terapeutickt
hodnotu (Toledano, Pittock, 2015). Do liecby sa pri-
dal aj karbamazepin opét’ sondou, ktory v kombinacii
s AE nevykazoval zavazné interakcie.

Nastavena liecba sa z neurologického hl'adiska ja-
vila ako vhodna so Ziaducim efektom, avSak tentokrat
zlyhal T'udsky faktor zo strany rodi¢a, matky, ktora
odmietla d’alej spolupracovat’ na zvolenom algoritme
liecby. Prekazala jej min. 5-dilova hospitalizacia so
synom, preto v terapii nechcela d’alej pokracovat’. Na
tomto mieste je potrebné uviest' termin adherencia
v oblasti farmakologie. Definujeme ju ako jav ale-
bo stav, v ktorom sa pacient prispésobuje lieCebnym
postupom a narokom lekara, akceptuje poziadavky
preskripcie a dodrziava pokyny lekéra a oSetrujiceho
personalu, ako aj prisposobuje svoj zivotny Styl. Jej
dodrziavanie sa v zna¢nej miere podiel'a na Uspes-
nosti liecby, avsak bez aktivnej spoluprace s pacien-
tom (jeho blizkymi) sa adherencia ¢i kompliancia
nezlepsi. V prvom rade je potrebna edukacia pacien-
ta (jeho blizkych) o prebiehajticej chorobe, podanie
zrozumitelnych informacii o liecbe a liekoch, pri¢om
akceptujeme jeho zvyky a navyky. Nahle zmeny v
zivotnom S$tyle sa nemusia stretnit’ s porozumenim
a uspechom (Gazova, Kyselovi¢, 2015).

Na zaklade znizenej adherencie a kompliancie zo
strany rodi¢a nedisponujeme v sucasnosti informa-
ciami o vysledku intervencie. Ak by ani tdto moznost’
liecby nebola uspesna, ako vhodna by bola chirurgic-
ka terapia.

Lekaren je ¢asto miestom prvého kontaktu pacien-
ta s odbornikom pripravenym erudovane pomdct’ pri
rieSeni pacientovho problému. Rovnako je to aj v pri-
pade epilepsie, kde farmaceuti zvladaju edukovat
pacienta na Grovni farmakologickej lieCby a uspesnej
dlhodobej kompenzacie (Nezadal, 2022; Laca Megy-
esi, Duban, Kmetkova, 2023).

ZAVER

Neexistuju ziadne udaje, ktoré by urcovali trvanie
dlhodobej imunosupresie pri autoimunitnej epilepsii.
U niektorych pacientov dochadza k spontannej remi-
sii, zatial' ¢o ini su na jej udrzanie zavisli od celozi-
votnej terapie. Touto Studiou sme chceli dokazat’ zlo-
zitost’ lieby refraktérneho status epileptisus, ktory si
vyzaduje sktisenosti a znalosti zo strany lekara, ale
aj znacnl trpezlivost’ a spolupracu zo strany rodi¢ov
deti trpiacich na toto ochorenie. Aj v tomto bode ve-
dia byt farmaceuti ndpomocni, v zmysle edukacie
pacienta o sposobe liecby, nutnosti jej dodrziavania

a reSpektovania stanovenych ciel'ov.
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ABSTRAKT

VzhPadom na stlipajice mnoZstvo roznych lie-
kovych kombinacii, sa liekové interakcie stavaju
foraz viac§im medicinskym problémom. Tie lie-
kové interakcie, ktoré su neZiaduce, mozu viest’ k
vaznym zdravotnym problémom, ktoré sa preja-
via r6znymi zmenami v organizme.

V studii sme zhodnotili riziko vzniku liekovych
interakcii u pacientov starsich ako 65 rokov, kto-
rym boli vydané lieky v sledovanej verejnej le-
karni v priebehu roka 2021 a ktori uzivali aspon
jeden liek zo skupiny antihypertenziv. V skupine
1724 pacientov (66,42 % Zien) sme identifikovali
5205 vydajov, pri ktorych bolo vydanych celko-
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vo 11 157 liekov. Pocet liekov pri jednom vydaji
bol 1 — 13 (median = 3). Viac ako 5 druhov liekov
bolo vydanych pri 261 vydajoch, liekova interak-
cia sa vyskytla v 205 (78,54 %) pripadoch, pricom
vSetkych liekovych interakcii bolo 543 a interak-
cii s lie¢ivom ATC skupiny C bolo 398 (73,30 %).
Najviac liekovych interakcii (34,81 %) malo treti
stupeii (zo 6) klinickej zavaZnosti, najzavaznejSich
interakcii (4. — 6. stupen) bolo 12,51 %. Viac nez
polovica pacientov vykonala v lekarni iba jednu
navstevu; iba Stvrtina pacientov realizovala pocas
roka viac ako tri vybery. Z naSich zisteni vyplyva,
Ze moznost’ identifikacie rizika liekovych interak-
cii pri vydaji lieku je realna, av§ak vzhPadom k
rozsahu poskytovatel’ov lekarenskej starostlivosti



a z toho vyplyvajucej fluktuicie pacientov je tato
moZnost’ znacne limitovana, preto je nevyhnutné
implementovat’ nastroje, ktoré predpisujicim le-
karom a expedujucim farmaceutom umoznia pri-

stup ku kompletnej lieckovej anamnéze pacienta.

KPacové slova: liekové interakcie; lieky na liec-
bu hypertenzie; mechanizmus Gcinku

ABSTRACT

With the increasing number of different drug
combinations, drug interactions have become a
growing medical problem. Undesirable drug in-
teractions can lead to serious health issues, mani-
festing in various changes in the body.

In this study, we evaluated the risk of drug in-
teractions in patients over 65 years of age who
were dispensed medications in a monitored public
pharmacy during 2021 and who took at least one
antihypertensive drug. In a group of 1724 patients
(66.42 % women), we identified 5205 dispensta-
tions which included a total of 11,157 drugs. The
number of drugs per dispenstation was 1 —13 (me-
dian = 3). More than 5 types of drugs were dis-
pensed in 261 dispenstations, and drug interaction
occurred in 205 (78.54 %) cases, with a total of 543
drug interactions, of which 398 (73.30 %) were in-
teractions with drugs from the ATC group C. Most
drug interactions (34.81 %) were of the third de-
gree (out of 6) of clinical severity, and the most
severe interactions (4th — 6th degree) were 12.51
%. More than half of the patients made only one
visit to the pharmacy, and only a quarter of the pa-
tients made more than three visits during the year.
Our findings suggest that the possibility of iden-
tifying the risk of drug interactions during drug
dispensing is real, but due to the scope of provi-
ders of pharmacy care and the resulting fluctua-
tion of patients, this possibility is significantly lim-
ited. Therefore, it is essential to implement tools
that allow prescribing physicians and dispensing
pharmacists access to a complete medication his-
tory of the patient.

Key words: drugs for the treatment of hyperten-
sion; drug interactions; mechanism of action

UvoD

Interakcie liekov sa v sucasnosti stavaju Coraz viac
dolezitou témou. Pri ¢astom uzivani kombinacie lie-
kov (polyfarmacia) moze dojst’ k vzajomnému spo-
lupdsobeniu a v dosledku toho sa moézu vyskytnat
menej zavazné, ale aj vaznejsie neziaduce ucinky.

Polyfarmécia je termin, ktory sa pouziva v praxi
viac ako jeden a pol storoc¢ia, no najvhodnejSou de-
finiciou je uzivanie 5 a viac liekov sucasne. Svetova
zdravotnicka organizéacia navrhuje, aby sa viac kladol
doraz na prax, ktora je zalozena na dokazoch, hoci
je definicia vyjadrena v ¢iselnej podobe. Cielom je
moznost’ redukovat’ nevhodnu polyfarmaciu (Varghe-
se a kol., 2022).

Najcastejsie sa vyskytujuce ochorenie, pri ktorom
pacienti uzivaju viaceré¢ kombinacie liekov (a tym je
zvysSena Sanca vzniku liekovych interakcii) je kar-
diovaskularneho pévodu — hypertenzia. Hypertenzia
je celosvetovo najrozsirenej$im rizikovym faktorom
kardiovaskularnej morbidity a mortality najma u star-
Sich 'udi (Mills a kol., 2020).

Spravne nastavenou lieCbou hypertenzie sa moze
znizovat’ riziko vzniku mftvice, infarktu myokardu
alebo aj srdcového zlyhania a podobne.

Liecba hypertenzie mdze byt nefarmakologicka, o
suvisi so zdravym zivotnym $tylom, ale aj farmako-
logicka, kde sa uzivaju lieCiva viacerych skupin ako
su diuretikd, inhibitory angiotenzin-konvertujuceho
enzymu (ACEI), blokatory angiotenzinovych recep-
torov, B-blokatory a blokatory kalciovych kanalov
(Oparil a kol., 2018).

Pre minimalizaciu liekovych interakcii by mal mat’
lekar pristup k vSetkym liekom, ktoré pacient uziva, a
taktiez pri expedicii v lekdrni by sa mal farmaceut do-
stato¢ne zaujimat’ o pacienta a patricne mu vysvetlit’
uzivanie liekov, respektive nezanedbavat’ dispenzac-
né minimum, pripadne upozornit’ pacienta na mozné
vzniknutie interakcie liekov.

Narodna rada Slovenskej republiky (regulator) pri-
slusnymi pravnymi normami zveruje farmaceutom
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kompetenciu predchadzania, rieSenia a zabezpece-
nia potrebnych informéacii vo vztahu k liekovym
interakciam. Na druhej strane, legislativa nijakym
spdsobom nevytvara priestor pre implementaciu kon-
krétnych zdravotnych vykonov tykajucich sa modi-
fikacie liecby, zaznamenania podozrenia na vyskyt
lickovej interakcie, ¢i komunikacie s predpisujicim
lekarom, alebo uzmiernenie indikovanej liecby. V
zmysle uvedeného maju vSetky aktivity farmaceutov
v tomto smere konzultaény a odportcaci charakter
bez moznosti validacie poskytovanych informacii, ¢i
moznosti spitného hodnotenia pripadnych intervencii

vo vztahu k liekovym interakciam.
MATERIAL A METODY

Udaje pre analyzu sme ziskali z verejnej lekarne
Don Bosco, Namestie slobody 52 v Humennom. Ide
o verejnu lekaren nachadzajucu sa v centre mesta s
poctom obyvatelov viac nez 30 tisic, bez priamej
vdzby na konkrétne zariadenia ambulantnej alebo
ustavnej zdravotnej starostlivosti.

Do hodnotenia sme zaradili pacientov vo veku 65 a
viac rokov, ktorym bol v sledovanej lekéarni vytvore-
ny aspon jeden dispenzacny zaznam o vydaji lieku v
obdobi 1. januar 2021 az 31. december 2021.

Do posudenia farmakoterapie sme zaradili konkrét-
ne expedicné pripady, teda subor lickov vydanych
jednému pacientovi vo veku 65 a viac rokov pri jed-
nom vydaji, pokial’ bolo pri tomto vydaji vydanych
viac ako 5 liekov.

Na hodnotenie liekovych interakcii sme pouzili
aplikaciu ,,Interakcie liekov* spolo¢nosti Infopharm,
a.S.

Klinické zavaznost’ liekovych interakcii je rozdele-

na do niekol’kych stupiiov:
Stupen 0 — pri podavani dvoch liekov nedochadza k
interakcii, o znamena, ze sa nemenia farmakodyna-
mické a farmakokinetické vlastnosti podanych liekov.
Stupen 1 — nezavazna interakcia, kedy ma dana lie-
kovéa interakcia maly rozsah farmakokinetickych
zmien, CO znamena:

— narast maximalnej koncentracie latky v plazme
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(cMAX) o menej nez 25 % alebo pokles 0 20 %

— narast a taktiez aj pokles plochy pod krivkou

(AUC) o menej nez 25 %

— pri hladine vyznamnosti p < 0,05.

Stupen 2 — tato interakcia je malo zavazna. Tak ako
aj pri predchadzajiicom stupni, je tu maly rozsah far-
makokinetickych zmien. Narast alebo pokles cMAX
a AUC ostava rovnaky, no ¢o sa menti, je hladina vy-
znamnosti, a to je p < 0,01, no mdze byt aj vyssia.
Stupen 3 — tato interakcia uz patri k stredne zavaz-
nym a je charakteristicka vel'kym rozsahom farmako-
kinetickych zmien:

— narast cMAX 25 — 99 %, pokles 22 — 49 %

— mnarast AUC 25 — 199 %, pokles 25 — 59 %.
Stupen 4 — v tomto pripade dochadza k zavaznej lie-
kovej interakcii, kde dochadza k velkému rozsahu
farmakokinetickych zmien:

— narast cMAX o viac nez 100 % alebo pokles

o viac nez 50 %
— narast AUC o viac nez 200 % alebo pokles
o viac nez 60 %
— pricom sa zaroven odportca upravit davkova-
nie aspoi jedného alebo aj oboch liekov.
Stupen 5 — tato interakcia je uz vel'mi zavazna a je
charakterizovana takym velkym rozsahom zmien,
ze to moze viest' k hospitalizacii pacienta alebo aj k
smrti.

Udaje sme spracovali v programe MS Office 365
Excel, v $tadii st pouzité metddy deskriptivnej a ana-
lytickej Statistiky.

Statisticki vyznamnost' ziskanych vysledkov sme
posudzovali na hladine vyznamnosti p <0,05. Ak su v
praci uvadzané udaje, ktoré su aritmetickym prieme-
rom (AP) viacerych merani, si udavané s prislusnou
Standardnou odchylkou (SD) v tvare AP & SD. Pocet
pacientov v subore alebo jednotlivych podskupinach
je oznaceny symbolom n. Vysledky su uvadzané s
prislusnym percentudlnym vyjadrenim a spracované
do formy tabuliek a grafov.

Statistick4 vyznamnost’ bola hodnotena jednostran-
nym Studentovym t-testom. Statisticki vyznamnost’

sme posudzovali pri hodnotach p < 0,05.



Graf 1: Rozdelenie pacientov podl’a veku a pohlavia
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Graf 2: MnozZstvo uzivanych liekov

VYSLEDKY

Struktira siboru

V stadii sme sa zamerali na dispenzacné zaznamy z
obdobia roka 2021 u pacientov vo veku 65 a viac ro-
kov. Analyzovali sme $truktaru pacientov z hl'adiska
veku, pohlavia, navstevnosti lekarne, rozsahu farma-
koterapie realizovanej pri jednom vydaji a Struktury

farmakoterapie. V sledovanom roku navstivilo sledo-
vanu lekaren 5478 pacientov, ktorym bolo realizova-
nych 24 734 dispenza¢nych zdznamov. Z nich vekova
podmienku zaradenia do sledovania farmakoterapie
spiiialo 1724 pacientov (31,47 %).

Vek a pohlavie
Sledovany stibor pacientov (n = 1724) sme rozde-
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Graf 3: Pocet navstev lekarne (cely sibor)

Graf 4: Struktiira ATC vydaného sortimentu v sledovanom obdobi v sledovanom stibore

lili do pétrocnych vekovych skupin. Najpocetnejsiu
skupinu pacientov (muzi aj Zeny) tvorili pacienti vo
veku 70 — 74 rokov. Priemerny vek muzov (n = 579)
bol v sledovanom subore 75,03 + 6,67 rokov a Zien (n
=1145) 75,64 + 6,80 rokov (vid’ graf 1).
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MnozZstvo uZivanych liekov a frekvencia navstev
lekarne

Pacienti v sledovanom stubore uzivali v priebehu
roka od 1 — 31 liekov (median u zien = 3, u muzov =
3), najvacsiu skupinu tvorili pacienti uzivajici 1 — 5
liekov (70,47 % muzov a 74,93 % zien). Priemerny



Tab. 1: Liekové interakcie vSetkych stupnov klinickej zavaznosti

Stupen Pocet %
0 0 0,00 %
1 102 18,78 %
2 184 33,89 %
3 189 34,81 %
4 61 11,23 %
5 1,10 %
6 0,18 %

Tab. 2: NajcastejSie vyskytujtice sa potencialne liekové interakcie

Liecivo 1 Liecivo 2 Stupen Vyskyt

kyselina acetylsalicylova perindopril 1 17
bisoprolol rilmenidin 4 16
furosemid metamizol, sodna sol’ 2 14
kyselina acetylsalicylova ramipril 1 10
kyselina acetylsalicylova diklofenak 3 9
bisoprolol teofylin 3 9
kyselina acetylsalicylova paracetamol 2 8
furosemid perindopril 2 8
Ginkgo biloba atorvastatin 2 8
metoprolol bromazepam 2 8
atorvastatin klopidogrel 1 8

pocet uzivanych liekov bol 4,71 u muzov a 4,32 u
zien (vid’ graf 2).

V sledovanom obdobi bolo v urcenej vekovej sku-
pine realizovanych 5205 expedi¢nych pripadov, z
ktorych bolo realizovanych 11 157 dispenzac¢nych
zdznamov (45,11 % vSetkych dispenzacnych zazna-
mov v sledovanom obdobi). Pocet pacientov (jedi-
nec¢nych rodnych ¢isel), ktorym boli vydaje realizo-
vané, bol 1724 (1145 zien; 66,42 %).

Z hladiska moznosti intervencie farmaceuta pri
dlhodobom sledovani pacienta, pri neexistencii do-
stupnosti tdajov o farmakoterapii realizovanej v inej
lekarni povazujeme za dolezity aj udaj o navstevnosti

lekarne konkrétnym pacientom. V subore sledova-

nych pacientov (n =1 724), viac nez polovica 897
(52,04 %) navstivila sledovanti lekaren iba raz pocas
sledovaného obdobia (12 mesiacov).

Priblizne Stvrtina pacientov navstivila lekaren 2 —
3-krat pocas sledovaného obdobia. Viac ako tri nav-
Stevy absolvovala tiez priblizne Stvrtina pacientov
(vid’ graf 3). Viac ako 5 navstev v sledovanej lekarni
v priebehu sledovaného roka 2021 realizovalo 12,26
% muzov a 15,55 % zien.

Struktira vydaného sortimentu
Strukturu vydavaného sortimentu z hladiska ana-
tomicko—terapeuticko—chemickych (ATC) skupin de-

monstruje graf 4.
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Tab. 3: NajzavaznejSie liekové interakcie 4. a 5. stupina

Interakcia (ATC1+ATC2) Vyskyt Liecivo 1 Liecivo 2 Stupen
C01BDO01+J01FA10 1 amiodarén azitromycin 5
C01BDO1+ C07AB02 7 amiodaron metoprolol 4
C08CA01+C10AA01 2 amlodipin simvastatin 4
C07AB02+C02AC06 3 metoprolol rilmenidin 4
C01BD01+C03DA04 1 amiodarén eplerenon 5
CO3DA04+C09AA05 1 eplerenon ramipril 4
C07AB07+C02AC06 16 bisoprolol rilmenidin 4
C07AG02+C02AC06 6 karvedilol rilmenidin 4
C07AB12+C02AC06 1 nebivolol rilmenidin 4
C07AB07+C01BCO03 7 bisoprolol propafenon 4
C01BD01+J01FAQ9 1 amiodaron klaritromycin 5
C07AB02+C01BCO03 1 metoprolol propafenon 4
CO03DA04+C09CA03 2 eplerenon valsartan 4
C01BD01+B01AA03 1 amiodarén warfarin 4
C09AA01+C09CA07 1 kaptopril telmisartan 4
C07AB07+C01BDO01 1 bisoprolol amiodarén 4
A12BA01+C03DA01 1 chlorid draselny spironolakton 4
CO08DA01+C07AB02 1 verapamil metoprolol 4
C09AA01+C09CA03 1 kaptopril valsartan 4

Pacientom bolo v sledovanom obdobi vydanych
celkovo 16 782 baleni 1315 druhov liekov, ktoré re-
prezentuju 481 ATC skupin (lieCiv, resp. kombinacii-
lieciv).

Identifikovali sme 261 expedi¢nych pripadov s vy-
dajom viac ako piatich druhov liekov. V tychto expe-
di¢nych pripadoch sme identifikovali 205 pripadov s
vyskytom jednej alebo viac liekovych interakeii.

Zachytené boli liekové interakcie vSetkych stupiiov
klinickej zdvaznosti, priCom najpocetnejsia je skupi-
na liekovych interakcii klinického stupna zavaznosti
3 (vid tab. 1).

Desat’ najcastejsie sa vyskytujucich liekovych inte-
rakcii s vyskytom aspoi jedného lie¢iva ATC skupiny
C uvadza tabul’ka 2.

V d’alSej Casti sme sa zamerali na liekové interakcie
4. a 5. stupna zavaznosti, priCom najéastejsie sa vy-

skytujtice uvadza nasledujuca tabul’ka 3.
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Klinické désledky liekovych interakcii 4. — 5.
stupna

Amiodardén — Azitromycin

Amiodardn je inhibitor CYP3A4 a stibezné poda-
vanie s lieCivami, ktoré su substratmi pre dany cy-
tochrom (napriklad aj azitromycin) moze zvysit plaz-
matické koncentracie a taktiez aj toxicitu lie¢iv. Amio-
daron a azitromycin maju spolo¢nu vlastnost’, a to
prediZenie QT intervalu, a prave dany mechanizmus
ucinku spociva pravdepodobne v aditivnom ucinku
na predizenie QT intervalu.
Amiodarén — Metoprolol

Metoprolol je substratom pre CYP2D6 a amioda-
ron spolu so svojimi metabolitmi posobi ako inhibi-
tor CYP2D6, mechanizmus tejto interakcie spociva
v spomaleni biotransformacie metoprololu, ktora je

sposobena prave inhibiciou CYP2D6 amiodarénom.



Rizikom tejto interakcie je vyskyt srdcovych arytmii
(bradykardia) a d’alSich neziaducich ucinkov meto-
prololu.

Amlodipin — Simvastatin

Amlodipin je slaby inhibitor CYP3A4, ktorého je
simvastatin substrat a prave v tejto inhibicii CYP3A4
amlodipinom spociva mechanizmus vzniku tejto in-
terakcie, a to ma za nasledok spomalenie biotrans-
formacie simvastatinu a riziko zvysenia vyskytu jeho
neziaducich uc¢inkov (myopatie, rabdomyolyzy).
Metoprolol — Rilmenidin

Rilmenidin je antihypertenzivum, ktoré posobi
centralne znizenim tonu sympatika a podavanie pa-
cientom, ktori su lieCeni f—blokatormi moéze viest’ k
zhor$eniu srdcového zlyhavania. Uplne presny me-
chanizmus tejto interakcie nie je znamy. U pacientov
bez srdcového zlyhavania je tato kombinacia (vratane
pouzitia inych betablokatorov) bezpecna a efektivne
vyuzivana.

Amiodarén — Epleren6n

Ako uvadzame vo vyssie uvedenych interakciach,
amiodaron je inhibitor CYP3A4 a v tomto pripade je
substratom eplerenon. Mechanizmus vzniku lieko-
vej interakcie spoc¢iva v spomaleni biotransformacie
eplerenénu inhibiciou CYP3A4 amiodarénom.
Eplerenén — Ramipril

Presny mechanizmus, ktorym dochadza k vzniku a
klinickym désledkom tejto lickovej interakcie nie je
uplne znamy.

Ako jedna z moznosti sa pontika farmakodynamic-
ka liekova interakcia, vychadzajiica zo skutoc¢nosti,
ze eplerenon je draslik Setriace diuretikum a ramipril
patri k ACE;i, ktoré znizuji hladinu aldosterénu, a to
vedie k retencii draslika, a to ma za nasledok vznik
zavaznej hyperkalémie.

Bisoprolol — Rilmenidin

Uplne presny mechanizmus tejto interakcie nie je
znamy. Rilmenidin, ako uz bolo uvedené v popise
interakcie s metoprololom, je lie¢ivom, ktoré poso-
bi centralne znizenim tonu sympatika. Podavanie
pacientom, ktori su lie¢eni f—blokatormi moze viest
k zhorSeniu srdcového zlyhévania. U pacientov bez

srdcového zlyhavania ide o moznu kombinaciu.

Karvedilol — Rilmenidin

Aj pri tejto interakcii vychadzame z vyssSie pome-
novanej hypotézy, v zmysle ktorej rilmenidin ako
centralne pdsobiace antihypertenzivum, v synergii
s bradykardizujucim 0U¢inkom P-blokatorov médze
viest’ k zhorSeniu srdcového zlyhdvania.
Nebivolol — Rilmenidin

Rovnako aj pri tejto interakcii vychadzame z vyssie
pomenovanej hypotézy, v zmysle ktorej rilmenidin
ako centralne posobiace antihypertenzivum, v syner-
gii s bradykardizujiicim uc¢inkom B-blokatorov moze
viest’ k zhorSeniu srdcového zlyhdvania.
Bisoprolol — Propafendn

U pacientov, ktorych liecba srdcového zlyhavania
je zalozena predovsetkym na — blokatoroch, v kom-
binacii s propafenénom moze dojst’ k synergickému
pdsobeniu v zmysle negativneho inotropného ucinku.
Negativny inotropny tc¢inok je charakterizovany po-
klesom sily svalovej kontrakcie.
Amiodarodn — Klaritromycin

Mechanizmus tejto farmakodynamickej liekovej
interakcie je pravdepodobne zaloZeny na aditivhom
ucinku amiodaréonu a klaritromycinu, ktory spociva
v predlzovani QT intervalu (obe lieciva maju riziko
predizenia QT intervalu).
Metoprolol — Propafenon

Propafenon je inhibitor CYP2D6, ktorého je meto-
prolol substratom; mechanizmus liekovej interakcie
spociva v spomaleni biotransformacie metoprololu.
U pacientov, ktorych liecba srdcového zlyhavania je
zalozena predovsetkym na f—blokatoroch, tak v kom-
binacii s propafenénom moze dojst’ k synergickému
pdsobeniu v zmysle negativneho inotropného ucinku.
Eplerenon — Valsartan

Eplerendn je draslik Setriace diuretikum a valsartan
patri k antagonistom angiotenzinu na AT1-recepto-
roch, ktoré znizuju u€innost’ aldosterdnu, co vedie k
retencii draslika, a to ma za nasledok vznik zavaznej
hyperkaliémie. Ide o farmakodynamicku liekovi in-
terakciu.
Amiodaron — Warfarin

Amiodaroén je inhibitor CYP2D6, CYP3A4, CY-
P2C9. Mechanizmus interakcie spociva v spomaleni
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biotransforméacie warfarinu, ktora je spdsobena inhi-
biciou CYP2C9, CYP3A4 amiodaréonom, ¢im docha-
dza k zvySeniu hladiny warfarinu a k zvySeniu rizika
krvacavych komplikacii. Zaroven amiodarén, ako
liecivo s vysokou mierou védzbovosti na bielkoviny
plazmy, méze vytesiiovat warfarin z tejto vizby, a
zvysit’ tak podiel jeho vol'nej frakcie. To moze viest’
narazovo k vyskytu krvacavych stavov alebo para-
doxne tiez k stavom oslabeného uc¢inku warfarinu z
dévodu zvysenia jeho metabolizmu v peceni a vylu-
covania.
Kaptopril — Telmisartan

Uplne presny mechanizmus vzniku tejto interakcie
nie je znamy, no pravdepodobne vychadza z dualne-
ho posobenia kaptoprilu a telmisartanu na renin-an-
giotenzinovy systém, ¢o moze sposobovat’ zvyseny
vyskyt neziaducich u¢inkov (hypotenzia, hyperkalié-
mia).
Bisoprolol — Amiodarén

Spoluposobenie tychto dvoch lieCiv je zalozené na
vzniku farmakokinetickej interakcie, ktora je spdso-
bena inhibiciou biotransformacie bisoprololu amiod-
aronom, ktory je inhibitor CYP2D6, ¢im dochadza
k zvySeniu hladiny bisoprololu a riziku prejavu jeho
neziaducich ucinkov, vratane potenciacie negativne-
ho chronotropného ucinku.
Chlorid draselny — Spironolakton

Spironolakton patri k diuretikam, ktoré inhibuju re-
absorpciu sodika v distdlnom tubule obliciek, taktiez
inhibuje zdmenu draslika za sodik, a tym dochadza
aj k retencii draslika. Sti¢asné podavanie s chloridom
draselnym ma aditivny Gc¢inok na zvySovanie celko-
vého mnozstva draslika v organizme a zvySovanie
jeho plazmatickych koncentracii. V tomto pripade ide
o farmakodynamicku liekovu interakciu.
Verapamil — Metoprolol

Pri tejto farmakodynamickej liekovej interakcii
spociva mechanizmus jej vzniku v spolo¢nom nega-
tivnom inotropnom uc¢inku verapamilu a metoprololu
pri stibeznom podavani. Pri intravenéznom podani
modze sposobit” asystoliu, a preto je tento sposob po-
dania kontraindikovany okrem vynimky intenzivnej
starostlivosti.
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Kaptopril — Valsartan

Uplne presny mechanizmus vzniku tejto interakcie
nie je znamy, no pravdepodobne vychadza z duélne-
ho pdsobenia kaptoprilu a telmisartanu na renin—an-
giotenzinovy systém, ¢o mdze sposobovat’ zvyseny
vyskyt neziaducich uc¢inkov (podobne ako kaptopril
— telmisartan).

DISKUSIA

Vyskyt liekovych interakcii v sledovanom stbore
umoznuje vyslovit isté¢ vseobecné predpoklady uplat-
nitelné vSeobecne pri poskytovani lekarenskej sta-
rostlivosti. V skupine liekovych interakcii najzavaz-
nejsej klinickej vyznamnosti sa u starSich pacientov
uzivajucich lie¢iva na liecbu KVS ochoreni vyskytu-
ju v minimalnej miere. V tomto kontexte je vSak po-
trebné zdoraznit’, ze zo vSetkych expedi¢nych pripa-
dov (5205) bolo iba 5 % (261) expedi¢nych pripadov
takych, pri ktorych doslo k vydaju viac ako 5 druhov
liekov; zaroven v sledovanom stibore viac nez polo-
vica pacientov navstivila sledovanu lekaren v priebe-
hu roka iba raz. Pacienti, s ktorymi sa da dlhodobo
pracovat’ (viac nez 5 navstev v priebehu roka) pred-
stavuju v pripade zZien iba 15 % a v pripade muzov 12
% podiel. Mozno tak predpokladat’, ze v sledovanom
subore sa s vysokou pravdepodobnostou vyskytli aj
pacienti, ktori si svoje lieky nevyberaji naraz, ale v
rozlicnych intervaloch a v rozli¢nych lekarnach. U
tychto pacientov nie je mozné pri vydaji identifikovat’
mieru rizika vyskytu liekovych interakeii.

Klinické dosledky nami identifikovanych lieko-
vych interakcii su roznorodé a predpisujuci lekar, ako
aj vydavajuci farmaceut, by mali nachadzat’ spdsoby,
ako tymto liekovym interakciam predchadzat’.

Uplne kontraindikovana liekova interakcia (klinic-
ka vyznamnost’ 6. stupiia) sa v celom stubore vyskytla
iba u jedného pacienta. Slo o su¢asné uZivanie sulpi-
ridu a domperidonu, lieciv, ktorych vzéjomné poso-
benie zavaznym spdsobom predlzuje QT interval.

Ako vyplyva z naSich zisteni, u klinicky najzavaz-
nejsich liekovych interakcii v skupine sledovanych

pacientov su najviac zastipené liekové interakcie



betablokatorov s rilmenidinom a interakcie amioda-
roénu. U menej zdvaznych liekovych interakceii st naj-
pocetnejsie interakcie lie¢iv ovplyviujicich systém
renin — angiotenzin — aldosteron.

Pri subeznom podavani amiodarénu s lie¢ivami,
ktoré zvysuji riziko predizenia QT intervalu je do-
lezité dbat’ na opatrnost’. Ak je nevyhnutné podavat
obe lieCiva stcasne (napriklad pri potrebe liecCby
bakterialnej infekcie azitromycinom, ¢i klaritromyci-
nom), je dolezité korigovat’ faktory, ktoré sa podie-
l'aji na vzniku arytmii torsade de pointes, ktorymi st
napriklad hypokaliémia, hypomagneziémia a podob-
ne — toto opatrenie je mozné na Grovni expedujiceho
farmaceuta, ktory informuje pacienta o prejavoch de-
ficitu tychto mineralov, ¢i o prejavoch suvisiacich s
prejavmi interakcie (pokles tlaku krvi, biiSenie srdca,
pocit nevolnosti). Taktiez je dblezité sledovat EKG
krivku, pred a po zahijeni liecby, pricom mnohé
dnesné dostupné tlakomery dokazu identifikovat’ ri-
ziko zmien na EKG laickym spdsobom, ¢o dava pa-
cientovi v domacom prostredi pri spravnej instruktazi
farmaceutom moznost’ predchéadzat’ riziku vyplyva-
jucemu z liekovej interakcie. Podobny manazment je
vhodny aj na monitoring prejavov interakcie amioda-
roénu s metoprololom.

Vysoky vyskyt liekovych interakcii rilmenidinu
a betablokatora vyplyva z rizika tejto kombinacie
u pacientov so srdcovym zlyhavanim — u ostatnych
pacientov je tato kombinacia efektivna a mozna.
Tato liekova interakcia je ndzornou ukazkou potreby
spravnej interpretacie informacii.

Nie zriedka sa v praxi stava, ze aj dobre mienena
rada lekdra ¢i farmaceuta je nespravne pochopena,
a preto je dolezité — pri poskytnuti klinicky zavaz-
nej informdacie — uistit’ sa o jej spravnej interpretacii
pacientom. Pri ndhlom vysadeni rilmenidinu a sucas-
nom uzivani betablokatorov mdze dochadzat’ k vy-
znamnym prejavom rebound fenoménu, prejavujice-
ho sa rizikovym, nahlym zvySenim tlaku krvi.

Kedze liekové interakcie betablokatorov s rilme-
nidinom su uvadzané aj v pribalovej informacii pre
pacienta, je vhodné dispenzacné upozornenie na sku-

tocnost’, ze tato liekova interakcia sa tyka vyhradne

pacientov so zlyhavajicim srdcom a u ostatnych,
Standardne lieCenych hypertonikov nepredstavu-
je riziko, naopak vedie k efektivnemu dosahovaniu
kontrolovanych hodnét tlaku krvi. Podobné dosled-
ky je vhodné komunikovat’ aj pri stiCasnej liecbe bi-
soprololom a propafenénom, kde je ziaduce pacienta
upozornit’ na sledovanie srdcového rytmu s rizikom
jeho nizkych hodnét, ktoré si vyzaduju apravu davky
predpisujucim lekarom.

Za pomerne zaujimavu skuto¢nost’ mozno povazo-
vat’ vyskyt liekovych interakcii eplerendonu. V nami
sledovanom stbore sa vyskytli jeho interakcie s val-
sartanom, amiodarénom a ramiprilom. U jedného pa-
cienta sa sucasne vyskytla liekova interakcia eplere-
noéonu s ramiprilom, amiodarénom a chloridom drasel-
nym, ako aj liekova interakcia amiodaronu s atorvas-
tatinom. Amiodarénom navodené klinicky vyznamné
zvysenie hladiny eplerenénu vedie k zvySeniu zavaz-
nosti hyperkaliémie navodenej lickovou interakciou
eplerenénu s ramiprilom, pricom pacientovi je poda-
vany aj samotny chlorid draselny. Sucasne sa zvysuje
riziko vyskytu neziaducich u€inkov atorvastatinu.

Nie je zrejmé, aké ma tento pacient napriklad bio-
chemické parametre, nie je zrejmé, ¢i ide o terapiu
indikovanu jednym alebo viacerymi lekarmi (hoci
predpisant jednym vSeobecnym lekarom), avsak je
zrejmé, ze miera rizika prejavu neziaducich dosled-
kov vyskytu liekovych interakcii je pomerne vysoka
a vyzaduje si intervenciu minimalne v upozorneni pa-
cienta na prejavy hyperkaliémie, na prejavy myopatie
a na potrebu rieSenia pripadnej manifestacie aj menej
zavaznych problémov oSetrujiicim lekarom.

Je dolezité vnimat’ aj riziko vzniku liekovych inte-
rakcii s klinicky menej zavaznym priebehom, resp. s
nizkym rizikom ich prejavov, zvlast’ u polymorbid-
nych pacientov, pri ktorych sucasny vyskyt menej
zavaznych liekovych interakcii moéze viest’ k znaso-
beniu ich dosledkov. Pomerne vysoky vyskyt rizika
liekovych interakcii lieCiv ovplyviiujicich systém
renin — angiotenzin — aldosterén s réznymi druhmi
lie¢iv (diuretika, NSAID, mineraly, antacida — aj v
roznych vzijomnych kombindciach) by mal viest’ k

podrobnému poznaniu mechanizmov ucinku ako aj
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mechanizmov vzniku tychto liekovych interakcii s
definovanymi postupmi farmaceutickej intervencie.

Ako vyplyva z prezentovanych vysledkov, vyskyt
lickovych interakcii nie je zanedbatelny a zvlast u
pacientov vo vysSom veku, s rizikom viacerych ocho-
reni, resp. s rizikom uzivania aj inych ako lekdrom
indikovanych liekov, je nevyhnutné vo vysSej miere
hodnotit” aj pripadné riziko vzniku aj malo pravdepo-
dobnej liekovej interakcie.

Z hladiska monitorovania liekovych interakcii st
dolezité dve Cinnosti farmaceuta, a to je vydajna a
konzulta¢na Cinnost. Vdaka v€asnému zachyteniu
moéze farmaceut pomdct’ znizit' riziko vyskytu lie-
kovej interakcie a zabranit pripadnym zdravotnym
komplikaciam.

Ako ziaduce sa, aj na zaklade vysledkov nasej $ti-
die, javi implementovat’ legislativnu Gpravu pristupu
farmaceuta k pacientskemu sumaru a na tento pristup
postupne aplikovat’ konkrétne odborné vykony spo-
jené s ich evidenciou a zdznamom v elektronickej
zdravotnej knizke pacienta. Ako jedno z moznych
rieSeni by bolo vhodné zaviest’ moznost’ (povinnost)
pravidelnej revizie farmakoterapie napriklad u klien-
tov zariadeni socialnych sluzieb, pacientov ustavnych
zdravotnickych zariadeni a pri vhodne nastavenych
kvantitativnych a kvalitativnych parametroch aj u

ambulantnych pacientov.

36

ZAVER

Dostato¢na informovanost’ o vzniku potencialnej
liekovej interakcie je dolezitd a moze viest' k znize-
nému vyskytu neziaducich Géinkov. Preto okrem pl-
nenia prislusnych kompetencii lekara a farmaceuta
povazujeme za dobleziti edukaciu pacienta v danej
problematike.
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ABSTRAKT

Abskopalny efekt je hypotéza pri liecbe meta-
statickych karcinémov, pricom k zmenSeniu nelie-
¢enych nadorov dochiadza sicasne so zmenSenim
nadorov v ramci lokalizovanej liecby. R. H. Mole v
roku 1953 navrhol termin ,,abscopal® (,,ab* — pre¢
od, ,,scopus® — ciel’) na oznacenie tGcinkov ionizu-
juceho Ziarenia ,,vo vzdialenosti od oZiareného ob-
jemu, ale v ramci toho istého organizmu.“

Termin ,,abskopalny efekt“, ktory bol povodne
spojeny s jednonadorovou lokalizovanou radiac-
nou terapiou, zacal zahriat’ aj iné typy lokalizova-
nych liecebnych postupov, ako je elektroporacia a
intratumoralna injekcia terapeutik. Tento termin
by sa v§ak mal pouZivat’ iba vtedy, ked’ skutoc-
ne lokalna lie€ba vedie k systémovym ucinkom.
Napriklad chemoterapeutika bezne cirkulujui cez
krvny obeh, a preto vylu¢uji moZnost’ akejkol'vek
abskopalnej odpovede.

Mediatory abskopalneho tcdinku radioterapie
boli desat’rocia nezname. V roku 2004 sa prvykrat
predpokladalo, Ze imunitny systém moZe byt’ zod-
povedny za tieto ,,necielové“ protinadorové ucin-
ky. Tito hypotézu potvrdili rézne Stidie na zvie-
racich modeloch melanému, nadoru prsnej zZlazy
a kolorektialneho nadoru. Abskopéilne ucinky cie-
lenej intraoperacnej radioterapie boli pozorované
v Kklinickych s§tadiach, vratane randomizovanych
Studii, kde Zeny lie¢ené lumpektémiou pre rako-
vinu prsnika v kombinacii s radioterapiou celého
prsnika preukazali zniZeni imrtnost’ na iné ako
rakovinové prifiny v porovnani s radioterapiou ce-
1ého prsnika. Okrem toho boli imunitne sprostred-
kované abskopalne tucinky opisané aj u pacientov
s metastatickym karcinomom. Zatial’ ¢o tieto
spravy boli pocas 20. storocia extrémne zriedkavé,
klinické pouzitie protilatok blokujucich imunitné
kontrolné body, ako je napr. ipilimumab alebo
pembrolizumab, vyrazne zvysilo pocet pacientov s
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abskopalnou odpoved’ou vo vybranych skupinich
pacientov, ako su pacienti s metastatickym mela-
némom alebo lymfémom.

Ciel'om tohto ¢lanku je zosumarizovat® su¢asné
poznatky o abskopalnej odpovedi pri lie¢be na-
dorov s poukazanim na mozZnost’ jej aplikacie aj v
buducnosti.

Kracové slova: abskopalny efekt; imunoterapia;
nadory; radioterapia

ABSTRACT

The abscopal effect is a hypothesis in the treat-
ment of metastatic cancer whereby shrinkage
of untreated tumors occurs concurrently with
shrinkage of tumors within the scope of the lo-
calized treatment. R. H. Mole proposed the term
“abscopal” (’ab’ — away from, ’scopus’ — target)
in 1953 to refer to effects of ionizing radiation “at
a distance from the irradiated volume but within
the same organism.”

Initially associated with single-tumor, localized
radiation therapy, the term “abscopal effect” has
also come to encompass other types of localized
treatments such as electroporation and intra-tu-
moral injection of therapeutics. However, the term
should only be used when truly local treatments
result in systemic effects. For instance, chemother-
apeutics commonly circulate through the blood
stream and therefore exclude the possibility of any
abscopal response.

The mediators of the abscopal effect of radio-
therapy had been unknown for decades. In 2004,
it was postulated for the first time that the immune
system might be responsible for these “off-target”
anti-tumor effects. Various studies in animal mo-
dels of melanoma, mammary, and colorectal tu-
mors have substantiated this hypothesis. Abscopal
effects of Targeted intraoperative radiotherapy
had been seen in clinical studies, including rand-
omized trials where women treated with lumpecto-
my for breast cancer combined with whole breast
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radiotherapy showed reduced mortality from non-
breast-cancer causes when compared with whole
breast radiotherapy. Furthermore, immune-
mediated abscopal effects were also described in
patients with metastatic cancer. Whereas these
reports had been extremely rare throughout the
20th century, the clinical use of immune check-
point blocking antibodies such as ipilimumab or
pembrolizumab had greatly increased the num-
ber of abscopally responding patients in selected
groups of patients such as those with metastatic
melanoma or lymphoma.

The aim of this article is to summarize the cur-
rent knowledge about the abscopal response in the
treatment of tumors, pointing out the possibility of

its application in the future as well.

Key words: abscopal effect; immunotherapy; tu-
mours; radiotherapy

uvoD

Hoci radioterapia je sposob liecby nadorov, ktory sa
pouziva dominantne na dosiahnutie lokalnej kontroly
v ozarovanom poli, mdzu sa objavit’ aj jej vzdialené
ucinky (vid’ obr. 1). Tento jav sa nazyva abskopal-
ny efekt. Pojem abskopalny (z latin¢iny ,,ab* — pre¢,
,,Scopus — ciel) efekt bol prvykrat pouzity Molom v
roku 1953 na opis imunitne podmienenej odpovede
nadorovych buniek na radioterapiu, ktoré boli loka-
lizované mimo ozarovanej oblasti (Mole, 1953). V
tomto kontexte bola oziarena oblast’ nadoru (napr.
povodie regiondlnych lymfatickych uzlin). Po tejto
lie¢be nasledovala prekvapiva regresia metastaz aj vo
vzdialenych neoziarenych oblastiach. Od prvych po-
zorovani tohto javu sa predpokladalo, ze lokélne zia-
renie spusta systémovu imunitnii odpoved’ (Golden
a kol., 2013; Chandra a kol., 2015; Liu a kol., 2018).

Z pohladu vplyvu radioterapie na imunitny systém
je nutné rozliSovat’ pojem abskopalny efekt a syner-
gicky uc¢inok radioterapie a imunoterapie. V uzsom
zmysle mdézeme hovorit’ o abskopalnom efekte ra-

dioterapie iba vtedy, ak dojde k lieCebnej odpovedi v



Obr. 1: Klinicky efekt abskopalneho fenoménu

Abskopalny fenomén je systémova odpoved
pozorovana pri oziareni primarneho nadoru,
resp. v kombindcii s imunoterapiou, ktorda moze
stimulovat’ imunitni odpoved’ proti nadorom
mimo radiacné pole na vzdialenych miestach.
Zdroj: upravené podl'a Nelson a kol., 2023

uplne odlisnej lokalite, a to bez pomoci inej liecebne;j
metody ako chemoterapia, cielend terapia ¢i imunote-
rapia.

Svojim posobenim je radioterapia schopna inicio-
vat’ imunitnu reakciu za pomoci stimulacie produkcie
auvolnovania cytokinov a chemokinov, ktoré st zod-
povedné za chemoatrakciu a infiltraciu dendritickych
buniek. Vdaka interakcii medzi T-lymfocytmi a den-
dritickymi bunkami dochadza v lymfatickych uzli-
nach k moznosti vycestovania takychto aktivovanych
T-lymfocytov do oblasti mimo ozarované¢ho pola a
tym k protinddorovej aktivite aj v d’alSich lokalitach
(Schaue akol., 2012; Abuodeh a kol., 2016; Weichsel-
baum a kol., 2017). Abskopalny efekt v skuto¢nosti
nie je az tak Castou situaciou. V priebehu niekol’kych
desiatok rokov (1969 az 2014) bolo publikovanych
formou kazuistik iba 46 pripadov hodnotenych ako
skuto¢na abskopalna efektroradioterapia (Abuodeh
a kol., 2016).

Dovodom je skuto¢nost’, Ze okrem vysSie menova-
nych pozitivnych imunostimula¢nych efektov radio-
terapie ma radioterapia z principu mechanizmu ucin-
ku aj imunosupresivny potencial. Toto je sposobené

minimalne tym, ze v ramci pdsobenia radiacie docha-

dza aj k chemoatrakcii a infiltracii nadorového mik-
roprostredia imunosupresivne posobiacimi bunkami,
akymi st napr. T-regula¢né lymfocyty ¢i supresoro-
vé bunky odvodené z myeloidnych buniek (MDSC)
(Schaue a kol., 2012; Demaria a kol., 2012). Avsak
pokial’ uz k tomuto efektu dojde, nie je zavisly od po-
danej radiacnej davky, frakcionacie, modality ¢i od
ozarovanej oblasti. Rozsah dévok v publikovanych
kazuistikach sa pohyboval od 0,45 Gy az do 74,8
Gy a abskopalny ucinok bol pozorovany od druhého
tyzdia po zacati radioterapie. Véacsina pripadov ab-
skopalneho efektu bola hlasena v pripade karcinomu
obli¢iek, melanému a lymfomu, ¢o st v podstate na-
dory, ktoré su povazované za imunogénne (Abuodeh
a kol., 2016).

Patofyziologia abskopalneho efektu

Ziarenie je fyzikalne ¢inidlo, ktoré deStruuje na-
dorové bunky a ionizujlice ziarenie vytvara elektric-
ky nabité Castice, ktoré ukladaju energiu v tkanivach,
ktorymi prechadza, ¢im zabija nadorové bunky alebo
sposobuje genetické zmeny veduce k smrti rakovino-
vych buniek (Baskar a kol., 2012). Nadorové bunky

nie su, v porovnani s normalnymi bunkami, do takej
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miery schopné opravovat’ poskodenia sposobené Zia-
renim, Co prispieva k rozdielnej smrti nadorovych
buniek (Begg a kol., 2011). Externé lucové ziarenie
dodavané zvonku tela nasmerovanim vysokoenerge-
tickych lacov na miesto nadoru je najbeznejsim pri-
stupom v klinickom prostredi, zatial’ o sposoby, ako
je SBRT (extrakranialna stereotakticka radioterapia,
z angl. stereotactic body radiation therapy), moézu do-
davat’ vysoké davky ziarenia v menSom pocte lieceb-
nych frakcii na miesto definovanych primarnych a/
alebo oligometastatickych nadorov kdekol'vek v tele
(Baskar a kol., 2012).

Radioterapia (RT) je schopna navodit’ imunosupre-
sivne prostredie prostrednictvom podpory dysfunkcie
T-buniek a naboru myeloidnych buniek, ktoré pod-
poruju rast nadoru (Garelli a kol., 2019). Na druhe;j
strane vSak mozZe aj generovat’ pozitivne Ucinky sti-
muléciou systémovej imunitnej odpovede na kontrolu
neoziarenej rakoviny, ako to prvykrat preukazali De-
maria a kolegovia v roku 2004 (Demaria kol., 2004).

Abskopalny efekt sa dava do suvislosti s uvolne-
nim nadorovych antigénov, a teda ich Gi¢innejsiu pre-
zentaciu dendritickymi bunkami, makrofagmi a/alebo
B-lymfocytmi s naslednym efektivnejSim vyzrieva-
nim T-lymfocytov (CD4+ a CD8+) a aj prirodzenych
zabijacov (NK buniek).

BliZsia podstata tohto javu: prezivajice oziarené
bunky zvySuji expresiu receptorov smrti, vratane
Fas a upreguluju molekuly MHC triedy 1, ¢im zlep-
Suju ich rozpoznavanie a zabijanie aktivovanymi na-
dorovymi antigénovo Specifickymi CD8+ T-bunkami
(Chakraborty a kol., 2003). Biologickym ciel'om Zzia-
renia v bunke je molekula DNA a prostrednictvom
priamych aj nepriamych u¢inkov sa kumuluji v DNA
dvojvlaknové zlomy, ktoré su najCastejSie pri¢inou
usmrtenia nddorovych buniek (Baskar a kol., 2003).
Dvojvlaknové zlomy vedu k tvorbe mikrojadier,
ktoré v konecnom désledku moézu spustit’ stimula-
ciu génov IFN (Janopaul-Naylor a kol., 2021). Dra-
ha STING, aktivovana génmi /FN, je aktivovana aj
v dendritickych bunkéach a podporuje protinadorové
CD8+ T-bunky v sentinelovych lymfatickych uzli-
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nach (TDLN, z angl. tumor-draining lymph nodes),
ktoré hraju kl'acova ulohu pri stimulacii T-buniek
tym, ze koncentruju nadorové antigény (Buchwald
akol., 2020). Buchwald a kol. preukazali, Ze ozarova-
nie sentinelovych uzlin oslabilo kontrolu vzdialenych
metastaz naddoru a ze nadorovo Specifické kmenové
CD8+ T-bunky v sentinelovych uzlinach poskytu-
ju rezervoar pre terminalne diferencované efektory
v nadore, ktoré st schopné zabijat’ nadorové bunky
(Buchwald a kol., 2020).

Predklinické dokazy abskopalneho efektu

Klasicky sa RT povazovala za imunosupresivnu,
pretoze lymfocyty patria medzi bunky s najvyssou ra-
diosenzitivitou. Lymfocytopéniu mozno bezne pozo-
rovat’ pri celkovom oziareni tela pred transplantaciou
kmenovych buniek alebo ozarovanim kraniospinalnej
chrbtice, ked’ze lymfocytarna deplécia z RT zavisi od
objemu oziarené¢ho tkaniva. Napriek tomu mnohé
studie, predklinické aj klinické, podporuji hypotézu,
ze spontanna regresia naddorov mimo oziareného pola
je sprostredkovana imunitnym systémom (Golden
a kol., 2012; Kalbasi a kol., 2013; Buchwald a Ef-
stathiou, 2015).

V roku 2004 Demaria informovala, ze abskopalne
ucinky indukované RT st imunitne sprostredkované,
na zéklade zisteni, Ze regresia tumoru na podklade
abskopalneho efektu nebola pozorovana u imunode-
ficientnych mysi (Demaria a kol., 2004). Dana stu-
dia bola jedna z prvych, ktora vyvodila takyto zaver.
Predklinické modely skumali mechanizmus imunit-
nej stimulacie RTO a ukazali, ze RT moze zlepsit’ dra-
hu spracovania a prezentacie antigénu (Golden a kol.,
2012; Kalbasi a kol., 2013; Buchwald a Efstathiou,
2015); najmé hladiny hlavného histokompatibilné-
ho komplexu (MHC) triedy I (Kalbasi a kol., 2013).
Hlavnymi efektormi zabijania nadorovych buniek st
CD8+ T-bunky (cytotoxické T-lymfocyty, CTL); kto-
ré sa spoliehaju na prezentaciu neoantigénu dendritic-
kych buniek (DC). Je pozoruhodné, ze bunkova smrt
indukovana RT ulahcuje skrizent prezentaciu neoan-
tigénov v DC a stimulaciu CD8+ T-buniek aktivaciou
Toll-Like Receptor 4 (TLR4) a signalizacie interfero-



nu typu [ (IFN) (Apetoh a kol., 2007; Burnette a kol.,
2011).

Rodriguez-Ruiz a kol. uviedli, ze abskopalne ucin-
ky RT su zavislé od CD8+ T-buniek a skrizenej pre-
zentacie DCs (Rodriguez-Ruiz a kol., 2016). Avsak
pre pristup k dendritovym bunkdm a nddorovym an-
tigénom sa CD8+ T-bunky mo6zu spoliehat’ na inter-
celularnu adhéznu molekulu-1 (ICAM-1) na ul'ahce-
nie infiltracie tumoru. Zvieracie modely ukazali, ze
koncentracia ICAM-1 na PET zobrazovani negativne
koreluje s rastom neoziarenych nadorov, ¢o nazna-
¢uje potencialnu ulohu v abskopalnom efekte (Zhao
a kol., 2021).

Po nekrdze sa z buniek uvoltiuju molekulové vzo-
ry spojené s poskodenim (DAMP). Nedavne Studie
naznacuju, ze Specifické formy programovanej bun-
kovej smrti, ako je nekroptéza a imunogénna bun-
kova smrt’ (ICD) po RT, mozu tiez spustit’ uvoltio-
vanie DAMP do extracelularneho priestoru, vratane
skupiny s vysokou motilitou 1 (HMGB1), proteinov
tepelného Soku (HSP), glukézou regulovaného pro-
teinu 96 (GP96) a povrchovo exponovaného kalreti-
kulinu (Kono a kol., 2008; Pandolfi a kol., 2016; Gal-
luzzi a kol., 2017; Rodriguez-Ruiz a kol., 2018). Je
potrebné poznamenat’, ze iné lokalne terapie, ako je
ireverzibilna elektroporacia v modeloch ortotopicke;j
rakoviny pankreasu, preukazatelne spistajii imuno-
génnu bunkovl smrt’ s naslednou sekréciou DAMP
(He a kol., 2020). HMGBI1 je jednym z najcastejsich
nebezpecnych signalov uvolnenych po RT (Inoue
a kol., 2014). Kalretikulin, vysoko konzervativny
chaperonovy protein plazmatického retikula, mdze
stimulovat’ fagocytézu rakovinovych buniek pomo-
cou DC (Obeid a kol., 2007); zatial co HMGBI, kri-
ticky chromatinovy protein, podporuje prezentaciu
antigénu (Ghiringhelli a kol., 2009). Uvoltovanie
HMGBI spustené RT zvySuje prezentaciu antigénu
sprostredkovanu  DC prostrednictvom signalizacie
zéavislej od TLR4 cesty (Apetoh a kol., 2007). To na-
sledne vedie k dozrievaniu DC (Obeid a kol., 2007;
Gameiro a kol., 2014) a stimuluje naslednt lyzu tu-
moru sprostredkovanu T-bunkami (Gameiro a kol.,
2014). Vrodena imunita méze fungovat’ aj samostat-

ne a v tandeme s adaptivnou protinadorovou imunit-
nou odpoved’ou. Napriklad 'udské neutrofily, ale nie
mysie, mézu uvolnovat’ katalyticky aktivnu elastazu
neutrofilov, aby $pecificky zabijali rakovinové bunky
a uvolnili doménu smrti CD95, ¢o pomaha zosilnit
abskopalne ucinky sprostredkované CD8+ T-bunka-
mi (Cui a kol., 2021).

RT je dobre zdokumentovany induktor poskode-
nia DNA, ¢o je ddlezity zédkladny mechanizmus pre
iniciaciu abskopalneho efektu. RT-indukované po-
Skodenie DNA sa vyskytuje hlavne prostrednictvom:
(1) priameho Stiepenia DNA vysokoenergetickymi
sekundarnymi elektronmi a (2) tvorby volnych ra-
dikdlov (Lomax a kol., 2013; Lippert a kol., 2021).
RT-indukované dvojvlaknové zlomy (DSB) st naj-
smrtelnej$im typom poskodenia DNA. DSB vedie k
tvorbe mikrojadier, ktorych defektna membrana méze
vystavit’ dvojvlaknovi DNA (dsDNA) cytosolickej
dsDNA senzorovej cyklickej GMP-AMP syntaze
(cGAS). cGAS je receptor na rozpoznavanie Vzorov,
ktory spusta produkciu IFN typu I prostrednictvom
downstream stimulatora génov IFN (STING) (vid’
obr. 2).

Nedavno sa zistila dolezitost’ drahy cGAS-STING
v protinddorovej imunitnej odpovedi stimulovanej
RT aj anti-PD1/L1. Schopnost’ RT u¢inne indukovat’
abskopalny ucinok zavisi od IFN typu I vylu¢ované-
ho oziarenymi bunkami. Je zndme, Ze permeabiliza-
cia mitochondrialnej vonkajsej membrany (MOMP),
¢o je klucovy krok v apoptdze, riadi sekréciu IFN
robustného typu I. Tato sekrécia je vyraznejsia, ked’
je mitochondridlna autofagia potlacena alebo st inak-
tivované apoptotické kaspazy, co je typické pre ra-
kovinové bunky. Yamazaki a kol. (2020) preukazali,
ze autofagia inhibuje RT-riadenti cGAS-dependentnt
sekréciu IFN typu I sekundarne k cytosolickej aku-
mulécii mitochondrialnej DNA (mtDNA) v mySich
rakovinovych bunkach. Okrem toho inhibicia autofa-
gie podporuje abskopalne efekty RT zavislé od IFN
typu I.

V roku 2019 bola hlasena dolezitost TDLN pri
sprostredkovani silnej, RT-stimulovanej protinadoro-
vej odpovede a synergie RT s ICI (inhibitory imunit-
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Obr. 2: Drahy, ktoré prispievaju k abskopalnemu efektu

(A) Cytosolicka dsDNA indukovana radiaénou terapiou sa viaZze na cGAS a iniciuje
tvorbu cGAMP. cGAMP sa potom viaze na STING viazany na endoplazmatické reti-
kulum protein, ¢o vedie k signalnej kaskade na zvysenie expresie génu IFN-1 a spus-
tenie imunitnej odpovede. (B) Vysoké mnozstvo cytosolickej dsSDNA spusti TREX1,
cytosolickt exonukledzu, ktora degraduje cytosolicki dsDNA a zabrani signalnej
kaskade cGAS, ¢o ma za nasledok neaktivaciu imunity.

Zdroj: upravené podl'a Craig a kol., 2021

nych kontrolnych uzlov, z angl. immune checkpoint
inhibitors), ktoré sa zacali charakterizovat’ iba nedav-
no (Buchwald a kol., 2020; Marciscano a kol., 2019).
TDLN hra rozhodujucu tlohu pri stimulacii buniek
prostrednictvom aktivacie DC a koncentracie nadoro-
vych antigénov (Buchwald a kol., 2020; Schenkel
a kol., 2021; Connolly a kol., 2021). Okrem toho sa
zda, ze v nadore aj v TDLN existuje aprogenitorova
subpopuldcia CD8+ T-buniek, ktora je kriticka pre
silné odpovede na liecbu PD-1 (Im a kol., 2016; Si-
ddiqui a kol., 2021). Zatial' o RT zamerand na na-
dor zvysuje progenitorové T-bunky vo vzdialenom
neoziarenom nadore, tento Gc¢inok bol oslabeny RT
riadenou TDLN (Buchwald a kol., 2020). Zvysenie
hustoty progenitorovych T-buniek v neoziarenych na-
doroch je potencialnym mechanizmom synergie me-
dzi RT a ICI, ktory je diskutovany na nasledujucich
stranach.
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Na rozdiel od niekol’kych frakcii SBRT, nizkodav-
kovana frakcionovana RT (napr. < 3 Gy perfrakcia
na < 30 Gy celkova davka) nie je imunostimulacna.
Reijmen a kol. hodnotili terapeutické a imunologic-
ké ucinky nizkodavkovanej frakcionovanej RT na
rakovinu pltc u mysi. Zistili, Ze Styri po sebe idu-
ce denné frakcie RT pri 3,2 Gy vyrazne znizili pocet
CD8+ T- buniek a zrelych buniek prezentujucich an-
tigén v plucnych nadoroch (Reijmen a kol., 2021).
Idealnym pouzitim ziarenia ako imunitného stimula-
tora preto méze byt indukcia imunogénnej bunkovej
smrti nadorovych buniek pri vyhybani sa ozarovaniu
do TDLN na zachovanie populacii CD8+ T-buniek
a zrelych buniek prezentujucich antigén. Predovset-
kym systémy in vitro a in vivo preukazali vzt'ah me-
dzi davkou a nacasovanim medzi RT a imunitnou
odpovedou (Wang a kol., 2016). Dalej sa pracuje
na charakterizacii tychto vzt'ahov, aj ked’ vac¢Sinou v



prostredi ICI, ktoré preukazalo konzistentnejsie a Cas-
tejSie systémové reakcie. Indukcia protinadorovych
imunitnych odpovedi, okrem priamej tumoricidne;j
aktivity RTO, viedla k zvySenému klinickému zauj-
mu o imunostimula¢né aktivity RT0. Okrem toho sa
zda, ze pri optimalizacii imunostimula¢nych t¢inkov
RT je rozhodujtce vyhybanie sa technikdém TDLN a
vysoko konformnym technikdm RT, aby sa predislo
lymfocytopénii.

Abskopalny ucinok pozorovany v klinickej praxi
pri viacerych typoch nadorov

Abskopalny ucinok bol pozorovany pri viacerych
typoch nadorov. Systematicky prehl'ad z roku 2016,
ktory publikoval Aboudeh a jeho kolegovia, uvadzal
celkovo 46 pripadov z rokov 1969 — 2014 (Aboudeh
a kol., 2016). V tomto prehlade su prezentované re-
akcie vzdialenych, neoziarenych oblasti, typicky dva
mesiace po oziareni; pouzita strednd davka ziarenia
bola 31 Gy. Kazuistiky s primarnymi nadormi, vra-
tane melandému, cholangiokarcindmu a karcinomu
oblickovych buniek, popisali takyto ucinok (Wersall
a kol., 2006; Postow a kol., 2012; Liu a kol., 2019).

Werséll s autormi popisuju, ze medzi 28 pacientmi
s karcinomom oblicky s lieCenymi a nelieCenymi me-
tastatickymi léziami doslo u Styroch pacientov s neo-
ziarenymi metastdzami k regresii bud’ docasne alebo
natrvalo po liecbe stereotaktickou radiacnou terapiou
bud’ primarneho tumoru alebo inych metastatickych
1ézii. Frekvencia takejto prihody bola porovnana s
konvenc¢nou lie¢bou, ako je interferon a interleukin-2,
a bola zaznamenana ako vysoka v porovnani s mie-
rou spontannej regresie 0,3 — 7 % v literatare (Wer-
sdll a kol., 2006). Autori tejto Studie tiez zaznamenali
zlep3enie preZivania alebo prediZenie Gasu do umrtia
u pacientov, u ktorych sa preukazal abskopalny efekt,
v porovnani s pacientmi, u ktorych nebol preukdzany
(Tubin a kol., 2019).

Liu a kol. (2019) pozorovali, ze v pripade, ak sa
abskopalny uc¢inok pozoroval pri intrahepatalnych
cholangiokarcinémoch, radioterapia pdsobila na zvy-
Senie prezentacie antigénov asociovanych s nadorom

a pomohla pri rozpoznavani T-buniek. Ina studia po-

pisujuca pacientov s nemalobunkovym karcindmom
pluc, ktori neboli kandidatmi na Standardnu chemo-
radiaciu, preukazala, Ze u pacientov, ktorym bola po-
dana SBRT do hypoxického jadra samotného primar-
neho nadoru, bolo jednoro¢né celkové prezitie o 15
% vyssie v porovnani so systémovou terapiou, hoci
vysledky neboli Statisticky vyznamné (Tubin a kol.,
2019). Okrem toho hlasené udaje o pacientoch, ktori
pocas lumpektémie pre rakovinu prsnika dostavaju
cielent intraoperacnt radioterapiu prispdsobenu rizi-
ku, naznacuju, ze v porovnani s pacientmi, ktori do-
stavali externt radioterapiu, pacienti, ktori dostavali
intraoperacntl radioterapiu s lokalnou recidivou, ne-
mali horSie vysledky preZitia, a preto mohli ovplyvnit’
rast nddoru na vzdialenych miestach (Vaidya a kol.,
2021).

V inej kazuistike bola Zena s pokroc¢ilym melano-
mom ustnej dutiny lieena lokdlnym oziarenim. U pa-
cientky doslo k relapsu s 1éziami na krku a pl'icnymi
metastdzami. V tom Case zacala s pembrolizumabom,
ale zaznamenala sa progresia a lieCila sa paliativnym
ozarovanim. Po oziareni bola pozorovana regresia
plucnych metastaz tumoru (Tsui a kol., 2018).

Dalsia pripadova 3tudia zaznamenala abskopalnu
odpoved’ u pacienta s melanomom na piatom prste.
Pociato¢na lieCba pozostavala z amputacie palca na
nohe. V priebehu 1 roka po amputacii bola zazname-
nana progresia ochorenia s uzlinami v inguinalnej ob-
lasti a koznymi 1éziami na prednej a vnatornej strane
nohy. Inguinalne lézie boli lieCené ozarovanim a 1
mesiac po lieCbe bola pozorovana regresia neciel’o-
vych 1ézii (Silva a kol., 2019).

Autori Shi a kol. Studovali abskopalnu odpoved’
u pacientky s metastatickym karcindmom pankrea-
su. Pacientke, 67-ro¢nej Zzene, bol diagnostikovany
pankreaticky karcinom s metastdzami do pecene aj
pravej pleury. Karcindm bol refraktérny na liecbu
gemcitabinom a len Ciasto¢ne reagoval na liecbu pa-
klitaxelom naviazanym na albumin. Nasledne bola
pacientke zacata liecba inhibitorom tyrozinkinazy,
apatinibom, ale pre profil vedlajsich Gc¢inkov bola
liecba prerusena. Nakoniec bol nastaveny na kom-
binovani RT s GM-CSF na paliativnu starostlivost’.
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Podana RT bola 45 Gy x 15 pocas 3 tyzdnov spolu s
dennymi injekciami 125 pg.m? GM-CSF pocas 2 tyz-
dnov. Pozoruhodné je, ze pévodny nador pankreasu
v radia¢nom poli ako aj systémové metastazy, ktoré
neboli oziarené, vykazovali vyznamné zmenSenie,
ako dokazuje CT sken. O mesiac neskdr kontrolné
CT vysetrenie preukazalo stabilné ochorenie, ¢o na-
znacuje trvaly abskopalny G¢inok na systémové 1ézie
(Shi a kol., 2017).

Ebner a kol. opisali dva pripady metastatického
karcinomu hrubého creva vykazujuceho abskopalnu
odpoved’ na cielené ozarovanie. 75-ro¢ny muz s kolo-
rektalnym karcindmom §tadia IV mal bolesti brucha
vpravo. Pozitronova emisna tomografia (PET)-CT
skeny odhalili 35 mm masu na l'avej strane brucha
a 15 mm masu zasahujticu do pravej spolo¢nej bed-
rovej artérie. Vzhl'adom na blizkost’ tenkého creva
nebolo mozné lie¢it’ nador postihujici prava artériu
(a. iliaca communis), zatial’ ¢o I'avostranna masa sa
ozarovala pomocou radioterapie uhlikovymi iénmi
(CIRT) davkou 73,6 Gy dodanej v 16 frakciach po-
¢as 28 dni. Jeden mesiac po CIRT PET-CT vySetrenie
odhalilo vyznamné znizenie lieCen¢ho aj nelieCeného
nadoru s vyraznym znizenim akumuléacie fludeoxy-
glukozy. Pacient zomrel na myelodysplasticky syn-
drom 46 mesiacov po CIRT bez expanzie lieCenych
alebo neliecenych nadorov, ako ukézali kazdorocné
PET-CT skeny, ¢o naznacuje trvali abskopalnu od-
poved’ (Ebner a kol., 2017). Druhy pacient, 85-ro¢ny
muz, mal recidivujicu rakovinu hrubého creva spolu
so 45 mm nadorom v blizkosti brusnej aorty a dvoma
10 mm nadormi pod mediastinom a pravou klI'i¢nou
kostou. Vzhl'adom na svoj vek a stav nebol sposo-
bily na adjuvantni chemoterapiu a nasledne bol od-
poruceny na klinicka $tadiu, ktora liecila izolované
nadory para-aortalnej lymfatickej uzliny pomocou
CIRT. Bol lieceny davkou 50,4 Gy podavanou v 12
frakciach pocas 21 dni. Pocitacova tomografia (CT)
aj PET-CT zobrazovanie ukazali signifikantny pokles
velkosti lieCeného paraaortalneho tumoru aj neliece-
ného klavikularneho tumoru bez zmeny vo velkosti
nadoru v nadore lokalizovanom pod mediastinom.

Tento pacient zostal v remisii so stabilnym ochorenim

44

a bez zmeny vel’kosti tumoru od ¢asu zverejnenia (92
mesiacov) (Ebner a kol., 2017).

Postow a kol. opisali pripad, ked’ 33-ro¢na zena
s metastatickym melandmom mala zachyteny 2 cm
plicny uzol. Bola liecena Standardnou chemotera-
piou cisplatinou, vinblastinom a temozolomidom po-
¢as dvoch cyklov, po ktorych nasledovala chirurgicka
resekcia. O Sest’ mesiacov neskor kontrolné CT vy-
Setrenie odhalilo novl pleuralnu paraspinalnu masu
a pravostranni hilarnu lymfadenopatiu. Pacientke
sa potom podaval ipilimumab (10 mgkg?) kazdé
3 tyzdne v celkovom pocte Styroch davok, ¢o malo
za nasledok mierne zvéacsenie pleuralnej hmoty, ale
celkovo stabilné ochorenie. Strnast’ mesiacov po po-
¢iatocnej liecbe ipilimumabom sa preukazalo progre-
sivne zvacSenie pleuralnej paraspinalnej hmoty spolu
s d’al$imi novymi slezinovymi léziami. Paraspinalna
hmota bola oSetrena paliativnou RT s pouzitim dav-
ky 2850 cGy dodanej v troch frakciach pocas 7 dni.
O desat’ mesiacov neskor axialne CT snimky odhalili
vyznamné zmensenie vel'kosti lieCenej paraspinalnej

hmoty a hmoty sleziny (Postow a kol., 2012).

Abskopalny efekt ako predmet klinickych studii

Niektoré studie fazy 2 a 3 preukazali evidentnu
abskopalnu odpoved’. Celkové trvanie prezitia (OS)
pripisané abskopalnemu tcinku je uvedené v tabul’ke
1. Jedna z prvych kl'icovych skuasok demonstruju-
cich abskopalny uc¢inok zahfiiala pacientov s viacery-
mi typmi nadorov, ktori dostavali faktor stimulujuci
kolonie granulocytov a makrofagov (GM-CSF; 125
mg.m?), o ktorom je zname, Ze je imunoadjuvans,
najmd v prostredi RT, ktory ulah¢uje AR (Golden
a kol., 2015). Skusajuci podali GMCSF subkutanne
spolu s ozarovanim a zvolili si chemoterapiu, pricom
miera abskopélnej odpovede (AR) bola 27 %. Zazna-
menali tiez zlepSenie OS u pacientov, ktori mali AR,
s priemernym trvanim OS 21 mesiacov v porovnani s
medianom trvania 8,3 mesiaca u pacientov, ktori ne-
odpovedali.

Chicas-Sett a kol. (2018) vytvorili systematicky
prehlad literatry, pricom sa zamerali na stereotak-
tickt radiochirurgiu (SRS)/stereotakticku telovu RT



Tab. 1: Charakteristiky klinickych skusok fazy 2 a 3 a ich zodpovedajitice trvanie OS a frekvencie abskopalnych
odpovedi u pacientov s abskopilnym efektom

Klinické Faza Typ Typ Postup- Davky Systémova| Celkové |Abskopalna
skuSanie tumoru radiote- nost’ radiote- terapia preziva- | odpoved’
rapie systémo- rapie nie (%)
vej terapie
NCT02474 2 rbzne konvenc- sekvenc- 35 Gy/10 chemote- 20,98 27
186 na na GM- frakcii rapia, GM- [ mesiacov
(Golden CSFa CSF
akol., subezna
2015) chemote-
rapia
ChiCTR- 1 pluca SBRT sekvenc- 40-50 Gy/5 nivolu- neuréené 45,2
1900027768 na frakcii a hypo- mab
(Adler, frakcionovana
1976) brachyte-
rapia
NCTO03332 3 kréok konvenc- subezna 50 Gy/25 cisplatina | nedosiah- 241
069 maternice na frakeii, nuté
(Minnaar brachyterapia
a kol., 2020) a elektro
hypotermia
NCTO02239 2 rozne SBRT subezna vs. 50-60 ipilimumab [ neurcené 26
900 sekvencna Gy/4-10
(Welsh frakcii
akol.,
2019)
NCTO03450 2 skvamoézny | protono- subezna 25 durvalu- | nedosiah- 27,3
967 karcindbm | va terapia Gy/5 frakcii mab nuté
(Kim a kol., hlavy a tremeli-
2018) a krku mumab
NCTO02710 2 rozne konven¢- subezna nezname imunote- 6,40 11
253 na alebo rapia mesiacov
(Patel a kol., SBRT
2020)
NCT01502 2 melanom elektro- sekvenc- six opakova- intra- neuréené 29,2
293 poracia na ni, 1,500 V/cm | tumoralna
(Algazi nal.,b.,a aplikacia
a kol., 8. den kazdych |tavokinogén
2018) 90 dni telseplaz-
midu
NCT02492 | 2;1/2 pluca konven¢- | stibezna vs. 24 Gy/3 pembroli- 19, 20 41,7
568; na alebo sekvenc- frakeii, zumab mesiacov
NCT02444 SBRT na 50 Gy/4
741 frakeii,
(Theelen 45 Gy/15
a kol., frakcii
2021)

GM-CSF - granulocyty, makrofagy, kolony stimulujuce faktory
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Tab. 2: Prebiehajtce klinické stiudie hodnotiace abskopalne odpovede

Klinické

Faza Typ tumoru Postupnost’ Davky Systémova
skusanie systémovej rédioterapie terapia
terapie
NCTO01976585 1/2 nizko agresivny - nizke intratumoralna
(low-grade) aplikacia FIt3L a
lymféom poly-ICLC
NCT02768558 3 pluca subezna 60 Gy sekvencne
nasledovana nivolumab,
sekven¢nou subezne cisplatina
+ etopozid
NCT03192059 2 kréok maternice, subezna 8 Gy/3 frakeii pembrolizumab
maternica
NCT02992912 rozne subezna 45 Gy/3 frakcii atezolizumab
NCT04245514 II1. $tadium neodjuvantna |20 x 2 Gy kazdy deii| neoadjuvante
tumoru pluc nasledovana 4 tyzdne, 5 x 5 Gy a adjuvantne
adjuvantnou kazdy den durvalumab,
1 tyzden, or 3 x 8 neoadjuvantne
Gy kazdy druhy den cisplatina +
pocas] tyzdna docetaxel
NCT03721341 3 u _r(l)(z)nleé i subezna SABR (20 Gy/1 ) ;)(Elcl)?:rzg?a
frakcia, 30 Gy/3 chemoterapi;
frakcie, alebo 35 . L
Gy/5 frakeii, spolu ImunOter?pla’
S terapiou homonalna
volenou terapia alel?o
. . pozorovanie
nvestigatorom,
vratane chemotera-
pie, imunoterapie,
hormonalna
terapia a aktivny
dohl'ad
NCTO03137771 - NSLC sekvencna SBRT docetaxel,
erlotinib,
gemcitabin,
pemetrexed G,
pembrolizumab
NCT04785287 1/2 rozne stibezna SBRT indukovany | BMS-986218 G
radskopalny efekt nivolumab
NCT05039632 1/2 rozne abskopalny versus intratumoralne
radskopalny efekt NBTXR3 +
ipilimumab +
nivolumab
NCTO03480334 2 relabovany 20 Gy nivolumab
Hodgkinov
lymfom
NCT04873440 1/2 rozne konvenc¢na al RT vs. inhalovany
SBRT mangan
NCT04238169 2 pokrocily NSLC SBRT 30 — 50 Gy/5 | toripalimab vs.

frakcii (2 — 4 1ézii)

bevacizumab +
toripalimab
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a metastatické
lézie v peceni

NCT03449238 1/2 karciném prsnika SRS pembrolizumab
s metastazami do
mozgu
NCT03457948 2 NET PRRT pouzitim pembrolizumab

177Lu-DOTAO-
Tyr3- octreotat
vs. transarterialna
embolizacia vs.
radioembolizacia
pouzitim yttrium-90
mikroguli¢iek

GM-CSF — granulocyty, makrofagy, kolony stimulujuce faktory

(SBRT) a ipilimumab a frekvenciu AR u pokrocilych
nadorov. V 16 retrospektivnych alebo randomizo-
vanych $tadiach bola stredna miera vyskytu absko-
palneho ucinku 26,5 %; pricom sa ukazalo, ze zlep-
Sené vysledky pacientov, ktoré mozno pripisat’ AR,
su klinicky relevantnym javom. Vedci zaznamenali
zlepsené klinické vysledky u pacientov, ktorym bola
podavana RT vicsia ako 3 Gy/frakcia spolu s ipilimu-
mabom.

Suhrnna analyza dvoch randomizovanych studii —
stidie PEMBRO-RT fazy 2 a studie fazy 1/2 MDACC
— skimala tlohu Ziarenia v AR na imunoterapiu u
pacientov s pokrocilym karcindmom pltic (Theelen
a kol., 2021). Do oboch studii boli zaradeni pacienti
s metastatickym nemalobunkovym karcindmom pl'ic
a aspon jednym neoziarenym nadorom na hodnotenie
AR. V studii PEMBRO-RT bola sekvencia podania
prvej davky pembrolizumabu na konci oZarovania
(24 Gy v 3 frakciach) a v stadii MDACC sa pembro-
lizumab podéval sicasne s ozarovanim (50 Gy v 4
frakciach alebo 45 Gy v 15 frakciach). Miera AR bola
19,7 % v ramene pembrolizumabu ako monoterapie,
ale 41,7 % v skupine s dubletom pembrolizumab a RT
(p = 0,0039) v sthrnnej analyze 2 vysSie uvedenych
studii. Miera kontroly abskopalneho ochorenia bola
43,4 % pre pembrolizumab a 65,3 % pre pembrolizu-
mab a RT (p = 0,0071). Okrem toho mala skupina s

monoterapiou pembrolizumabom medidn trvania pre-
zitia bez progresie 4,4 mesiaca, zatial’ ¢o v skupine s
pembrolizumabom plus RT bola stredné dizka trvania
9 mesiacov (p = 0,045). Median trvania OS bol 8,7
mesiaca len pre pembrolizumab a 19,2 mesiaca pre
pembrolizumab a RT (p = 0,0004).

Pouzitie tradi¢nych technik ozarovania nie je po-
trebné na dosiahnutie abskopalnych efektov. Tubin a
kol. (2021) vyvinuli metodu ciastocného ozarovania
nadorov na baze SBRT zameranu na hypoxické cas-
ti objemnych nadorov (SBRT-PATHY). Tato metoda
stimuluje abskopalny efekt, pretoze indukuje radia-
ciou indukovany vedl'ajsi efekt manipulaciou s hy-
poxiou nadoru, ochranou peritumoralneho prostredia
a Ciastocnym oziarenim objemného nadoru. Tubin
a kol. vykonali stidiu fazy 2, v ktorej pouzili tech-
niku SBRT-PATHY u 60 pacientov s objemnym ne-
resekovate'nym nemalobunkovym karcinomom pl'ic
(SBRT-PATHY, chemoterapia a paliativna RT). Miera
OS po 1 roku bola najvyssia v kohorte SBRT-PATHY
na posobivych 75 % (p = 0,099). Tiez miera primar-
nej kontroly oziareného nadoru bola 95 % v kohorte
SBRT-PATHY v porovnani s iba 20 % v ostatnych
dvoch skupinach. Vyskumnici pozorovali vedlajSie
ucinky u 95 % pacientov a neziaduce reakcie u 45
% kohorty SBRT-PATHY. Aby sa stavalo na tomto
klinickom dokaze, pribudaji subjekty vo viacerych
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prebiehajucich klinickych studiach (vid’ tab. 2). Tieto
studie zahtnaju tie, ktoré skimaju kombinacie rasto-
vych faktorov, inhibitorov imunitnych kontrolnych
bodov a chemoterapie. Vyskumnici v §tidiach testuju
ucinok subeznej alebo sekvencnej neoadjuvantne;j te-

rapie s RT a portfélia imunoterapeutickych latok.

Prediktory abskopalneho efektu

Vzhl'adom na to, Ze abskopalny efekt bol v priebe-
hu ¢asu v literattire pozorovany len zriedka, so zvySu-
jucim sa povedomim o tomto fenoméne bolo vynalo-
zené usilie pochopit’, ¢i nejaky Specificky faktor tento
efekt sprostredkuje. Camphausen a kol. skiimali, ¢i
k efektu prispel p53, proteinovy komplex, ktory je
up-regulovany v oziarenych bunkach. Celkovo zisti-
li, Ze radioterapia moZze viest’ k systtmovému antian-
giogénnemu ucinku sprostredkovanému prostrednic-
tvom p53 a Ze to mdze byt jeden z mechanizmov ab-
skopalneho ucinku. Konkrétne, v porovnani s mysami
s divokym typom p53 s implantovanym Lewisovym
pltenym karcinomom a fibrosarkémom, ktoré rastli
pomalSie, mysi lieCené pifitrinom-alfa, blokatorom
p53, s ozarovanim nadoru nezaznamenali oneskoreny
rast (Camphausen a kol., 2003). Pritomnost” infiltru-
jucich T-lymfocytov v urcitych nadoroch je spojena
so zlepSenymi klinickymi vysledkami a existuje vy-
znamna suvislost’ medzi abskopalnym tucinkom a ab-
solitnym pocétom lymfocytov pred radioterapiou, ¢o
z neho robi potencialne uzito¢ny biomarker na pred-
povedanie toho, kto bude vykazovat tento jav (Craig
a kol., 2021).

Iné stadie ukazali, Ze ozarovanie vedie k zvysenej
expresii mutantu KPNA?2 korelujucej s upreguléciou
receptorov T-buniek, ¢o naznacuje moznost’ tychto
mutacii predpovedat’ reakciu protinadorovych T-bu-
niek, ¢o vedie k abskopalnemu ucinku. Klony recep-
tora T-buniek reagujlice na tento mutant takmer Gplne
chybali pred oziarenim, ale po oziareni mali drama-
tickt expanziu vzoriek periférnej krvi (Wilkins a kol.,
2019). Dalsie biomarkery, ktoré mozu sprostredkovat’
abskopalny efekt, zahtiiaji TREX1, INF-B, ako aj
fosforylovany histon H2AX (Siva a kol., 2016).
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Abskopalny efekt indukovany kryoterapiou

Ceski autori (Kodet a kol., 2021) opisujii zaujima-
vy pripad pacienta s recidivujucim metastatickym
melanomom.

Opis pripadu: pacient s recidivujucim metasta-
tickym postihnutim melanomu v jazve po predcha-
dzajucej excizii superficialne Siriaceho sa melanomu
Breslow 1,5 mm v roku 2009 na chrbte vlavo bol lie-
¢eny podanim anti-CTLA-4 terapie bez efektu. Dva
mesiace po terapii anti-CTLA-4 doslo k progresii ako
koznych a podkoznych metastaz v oblasti pdvodne;j
jazvy, tak k rozvoju metastatického postihnutia axi-
larnych uzlin vlavo a pecene podla CT vySetrenia.
Lekari nasledne pacientovi navrhli ako symptomatic-
ku paliativnu liecbu kryoterapiu, pri ktorej sa spodina
nadoru zmrazila tekutym dusikom s teplotou —196
°C.

Po kryodestrukcii Casti koznych metastaz bol vidi-
telny prekvapivy efekt nielen na kozné a podkozné
metastazy chrbta, ale doslo aj k vymiznutiu postihnu-
tia axilarnych lymfatickych uzlin a suspektného pe-
¢enového postihnutia. Pacient je k dneSnému ditu bez
d’alsej terapie a bez recidivy ochorenia 10 mesiacov
od ukoncenej terapie ipilimumabom a 8 mesiacov po
ukoncenej kryoterapii. Aktivaciu imunitného systé-
mu a terapeuticki odpoved’ po kryalizacii naznacuju
aj laboratorne data tykajuce sa hladin ALC, LDH a
hladina S100 proteinu.

Hoci existuje mnozstvo predklinickych dat, ktoré
ukazuji na moznu synergiu medzi aplikaciou kryo-
terapie a aktivaciou imunitného systému, podla au-
torov Studie sa zrejme jedna o prvy pripad mozného
abskopalneho efektu kryoterapie u pacienta s mela-
némom. Kryoterapia aplikovana na kozné metastazy
mohla vyvolat' zvySeny rozpad nadorovych antigé-
nov s naslednou aktivaciou imunitného systému a
systémovym efektom na urovni lymfatickych uzlin a
pecenového postihnutia, hoci nador pacienta na pred-
chadzajtcej liecbe ipilimumabom progredoval.

Perspektiva do budicnosti
Vicsina sl'ubnych tdajov o kombinovanom ozaro-

vani a imunoterapii pochadza od pacientov s melano-



mom a rakovinou pl'ic, su potrebné aj Studie zamera-
né na mieru odozvy v inych typoch nadorov. Okrem
toho existuju rézne protokoly, ktoré studuji kombi-
nacie ziarenia/imunoterapie vyvinuté v obmedzenom
aj rozsiahlom §tadiu rakoviny pl'ic, nemalobunkové-
ho karcinému pluc, rakoviny moc¢ového mechura a
genitourinarnych malignit a inymi. Analyza hodno-
tenia Janopaula-Naylora a kol. (2021) poukazuje na
devéat’ prebiehajtcich klinickych studii hodnotiacich
abskopalne odpovede a/alebo kombinaciu Ziarenia a
imunoterapie, pri kolorektalnych karcindomoch, ne-
malobunkovych karcinomoch pltc, klasickych Hod-
gkinovych lymfomoch CUP (z. angl. cancer of unk-
nown primary) a mezoteliome.

Poznamendvaju, ze modality ako je ICAM-$peci-
fické PET zobrazovanie, mézu poskytniit’ budicim
pacientom prognostické a prediktivne udaje. Craig
a kol. poznamenavaju, Ze biomarkery je mozné kom-
binovat’ s indikatormi po liecbe, aby sa maximalizo-
vali vysledky abskopalneho uc¢inku kombinacie oza-
rovania a imunoterapie (Siva a kol., 2016).

ZAVER

Koncept abskopalneho efektu v stcasnosti nabe-
rd na vyzname v modernej onkoldgii, ked’ze sa Co-
raz jasnejSie ukazuje suvislost’ medzi lokalizovanym
oziarenim a spuUstanim imunitne sprostredkovanych
systémovych protinadorovych ucinkov. Rastuci po-
¢et studii dokumentuje abskopalny uc¢inok hlavne po
oziareni vonkaj$im lucom. Intervencna radioterapia
sa mdze pouzit spolu s uzavretymi radioaktivnymi
zdrojmi ako brachyterapia alebo s neuzatvorenymi
radioaktivnymi zdrojmi ako transarterialna radioem-
bolizacia. Ciel'om tohto ¢lanku bolo zhodnotit’ exis-
tujice dostupné klinické tidaje a diskutovat’ o mecha-
nizmoch abskopalneho tc¢inku.
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ABSTRAKT

Stdia sa venuje gynekologickym ochoreniam,
ktoré sa pomerne casto vyskytovali v sledovanom
obdobi piatich rokov (2016 - 2021). Ide o tieto
ochorenia: bakteridlna vaginéza, vulvovaginalna
kandidoza, mocova inkontinencia a sekundarna
amenorea, ktora patri k najfrekventovanej$im po-
rucham menstruacného cyklu. Prieskum bol vy-
konany a nasledne vyhodnoteny na ziklade otazok
elektronického dotaznika, na ktoré odpovedalo
98 respondentiek a na zaklade $tyroch klinickych
pripadov ziskanych v kosickej gynekologickej am-
bulancii. Gynekologické ochorenia postihuju naj-
Castejsie Zeny v reproduk¢nom veku (15 - 45 rokov)
a v uvedenych rokoch sa vyskytlo gynekologické
ochorenie u 64 % zien. Faktom ostava skutoc¢nost,
Ze najviac vyskytujucim sa ochorenim su gyneko-
logické infekcie, ktoré predstavovali 31 %. Poru-
chy menstruacného cyklu sa vyskytli u 20 % zZien,

inkontinencia u 17 % Zien a ostatné ochorenia tvo-
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rili podiel 15 %. Vzhladom na etiologicku variabil-
nost, terapia musi byt cielena a v pripade gynekolo-
gickych infekcii spociva v podani lie¢iv s ic¢inkom
proti konkrétnym patogénom. Pri terapii inkonti-
nencie sa uprednostiuje konzervativna liecba. Te-
rapia sekunddrnej amenorey je zlozita v dosledku

mnozstva pricin, ktoré ju mozu sposobovat.

KPucové slova: bakterialna vaginoza; gyneko-
logické ochorenia; mocova inkontinencia; sekun-
darna amenorea; vulvovaginalna kandid6za

ABSTRACT

The study deals with gynecological diseases that
occurred quite often in the observed period of five
years (2016 — 2021). These diseases were: bacte-
rial vaginosis, vulvovaginal candidiasis, urinary
incontinence and secondary amenorrhea, which
is one of the most frequent disorders of the men-
strual cycle. The survey was conducted and sub-



sequently evaluated based on the questions in an
electronic questionnaire, which were answered by
98 female respondents and based on four clinical
cases obtained at a gynecological clinic in KoSice.
Gynecological diseases most often affect women of
reproductive age (15 — 45 years) and in the last 5
years, gynecological diseases have occurred in 64
% of women. The fact is that the most common
diseases are gynecological infections with 31 % oc-
curence. Menstrual disorders occurred in 20 % of
women, incontinence in 17 % of women and other
diseases occured in 15 % of women. Due to etio-
logical variability, therapy must be targeted and,
in case of gynecological infections, consists of the
administration of drugs with action against speci-
fic pathogens. Conservative treatment is preferred
for incontinence therapy. Secondary amenorrhea
therapy is complex due to a number of factors that
can cause it.

Key words: bacterial vaginosis; gynecological
diseases; secondary amenorrhea; urinary inconti-
nence; vulvovaginal candidiasis

UvoD

Zensky reprodukény systém je zlozity komplex
organov a mechanizmov regulovany pomocou hor-
monov, ktory zabezpecCuje reprodukciu a zachovanie
zivota. Ochorenia reprodukéného systému postihuju
zeny v kazdom veku. Takmer kazda zena sa pocas zi-
vota stretla s rtdznymi infekénymi a zépalovymi ocho-
reniami, poruchami menstruacného cyklu, poruchami
plodnosti, urogynekologickymi ochoreniami, nadoro-
vymi ochoreniami a inymi. Tieto ochorenia negativne
ovplyviuju kvalitu Zivota, €o sa prejavi nizkym seba-
vedomim, tzkost'ou, pocitom menejcennosti a inymi
psychickymi problémami. Casto uz len pritomnost’
priznakov méze byt pric¢inou dyskomfortu pacientky.

V poslednych rokoch sa gynekologické problémy
vyskytuju ¢oraz CastejSie, Co je zapri¢inené odlisSnym
spdsobom zivota (uzivanie vicsiecho mnozstva lieciv,

menej pohybu, nevyvazena strava s vysokym obsa-

hom sacharidov, stres, viac sexualnych partnerov),
aky bol v minulosti. Je napriklad dolezité poznat’
rozdiel medzi bakterialnou vagindzou a kandidozou,
pretoze Castokrat sa akykol'vek vulvovaginalny dys-
komfort diagnostikuje ako vulvovaginalna kandid6za
a predpisuju sa antimykotika aj v pripadoch, kedy to
nie je potrebné, co moze viest’ k rezistencii kvasiniek
na tieto lieiva. Vyskyt réznych typov vaginitid sa
spaja napriklad s uzivanim antibiotik, ktoré sa predpi-
suju Casto aj bez predoslych odbornych vysetreni a na
ochorenia, na ktoré nie su urcené¢ (Kalia, Singh, Kaur,
2020). Inkontinencia moze byt dosledkom sedavého
zamestnania a slabnutia svalov panvového dna. Na
hormonalnu hladinu a vznik sekundarnej amenorey
moze mat’ vplyv stres, znizenie hmotnosti alebo uzi-
vanie inych liekov (Klein, Paradise, Reeder, 2019).
V skutocnosti méze byt prevalencia tychto ocho-
reni ovela vyssia. Castokrat sa totiz stava, 7e Zena
ignoruje navstevu lekara z dovodu hanblivosti alebo
obav z gynekologického vysetrenia. Je vSak potreb-
né venovat patricni pozornost’ tymto ochoreniam,
nepodcetiovat’ prevenciu a adekvatnu lie¢bu. Castou
komplikaciou gynekologickych ochoreni je neplod-
nost’, ako aj negativne ddsledky nelieCenych pripa-
dov. Zakladnou tulohou reprodukéného systému je

prave vznik nového jedinca.
MATERIAL A METODY

Stadia bola vypracovand pomocou domécej i za-
hrani¢nej odbornej literatiry vo forme knih, caso-
pisov a ¢lankov elektronicky dostupnych v interne-
tovych databazach. Udaje o vyskyte najéastejsich
gynekologickych ochoreni za obdobie piatich rokov
(mgj 2016 —maj 2021) boli ziskané v gynekologicke;j
ambulancii v KoSiciach pomocou systému ezdravie.
Anonymny dotaznik bol skoncipovany na zaklade
zistenych vysledkov zo systému ezdravie, pozostaval
zo 17 otazok, odpovedalo na nich 98 respondentiek,
ktoré danym ochorenim trpeli v minulosti, alebo trpia
v sucasnosti. Terapeutické postupy vybranych ocho-
reni boli prezentované pomocou Styroch klinickych
pripadov ziskanych v spolupraci s uz spominanou gy-
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Graf 1: Vek respondentiek

Graf 2: Vyskyt gynekologickych ochoreni v obdobi S rokov
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nekologickou ambulanciou. Vsetky uvedené infor-
macie boli spracované v stilade s platnou legislativou
Slovenskej republiky a s dodrzanim etickych noriem
a ochrany osobnych tdajov.

VYSLEDKY

Vysledky sumarizuji a vyhodnocuju elektronic-
ky poskytnuty dotaznik pozostavajici zo 17 otazok
a stcasné liecebné metody na prikladoch Styroch
klinickych pripadov. Vyplneny dotaznik poskytlo
98 respondentiek, pozostava z otdzok tykajucich sa
veku, vyskytu gynekologickych ochoreni, lekarskych
liecebnych odporucani a vybranych ochoreni, ktoré
sa za obdobie piatich rokov (2016 — 2021) v koSicke;j
gynekologickej ambulancii najéastejsie vyskytovali —

56

gynekologické infekcie, inkontinencia mocu a poru-
chy menstruac¢ného cyklu. Klinické pripady sa tykali
bakteridlnej vagindzy (26-ro¢nd pacientka), vulvova-
ginalnej kandidézy (33-ro¢na pacientka), mocovej in-
kontinencie (35-rocna pacientka) a sekundarnej ame-
norey (22-ro¢nd pacientka).

Dotaznik vyplnila 1 zena vo veku do 15 rokov, 56
zien vo veku 15 az 45 rokov, 31 Zien vo veku 46 az 60
rokov a 10 zien vo veku 61 a viac rokov (vid’ graf 1).

Vo veku do 15 rokov sa vyskytlo gynekologické
ochorenie u pacientky, ktora na dotaznik odpovedala.
Vo veku 15 — 45 rokov sa vyskytlo gynekologické
ochorenie u 36 z 56 zien v danej vekovej kategorii,
v kategorii 46 — 60 rokov sa vyskytlo ochorenie u 15
z 31 zien a vo veku 61 a viac rokov sa vyskytlo gyne-
kologické ochorenie u 4 z 10 Zien. Z toho vyplyva, ze



Graf 3: Ochorenia, ktoré sa vyskytli v priebehu 5 rokov
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Graf 4: Preskripcia liekov na bakterialnu alebo kvasinkovi infekciu
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za poslednych 5 rokov sa s tymto ochorenim stretlo
celkovo 56 z 98 zien, Co predstavuje 57,14 % (vid’
graf 2).

NajcastejSie bola diagnostikovana bakterialna ale-
bo kvasinkova infekcia (33), z toho bola 1 odpoved’
vo veku do 15 rokov, 23 odpovedi vo veku 15 — 45 ro-
kov, 8 odpovedi vo veku 46 — 60 rokov a 1 odpoved’
vo veku 61 a viac rokov. Druhou najrozsirenejSou
chorobou boli poruchy menstrua¢ného cyklu (21),

z toho ziadna pacientka do 15 rokov ani nad 61 rokov.

Poruchami menstrua¢ného cyklu trpelo 17 Zien vo
veku 15 — 45 rokov a 4 Zeny vo veku 46 — 60 rokov.
Inkontinenciou trpelo 18 Zien, z toho 6 zien vo veku
15 — 45 rokov, 10 zien vo veku 46 — 60 rokov a 2 zeny
vo veku 61 a viac rokov. Inymi ochoreniami trpelo 16
zien v roznych vekovych kategoriach. V tejto otazke
mohli pacientky oznacit’ viac odpovedi (vid’ graf 3).
Lekari najcastejSie predpisovali mast/krém s obsa-
hom klotrimazolu (30), ako aj vaginalne tablety s ob-
sahom klotrimazolu (23), vaginalne tablety/kapsule
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Graf 5: Nefarmakologicka liecba gynekologickych infekcii odporuc¢ana gynekologom
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s obsahom nystatinu (16), metronidazol vo forme
vaginalnych tabliet (12), antibiotika (11), peroralne
tablety s obsahom flukonazolu (7), mast’ s obsahom
nystatinu (5). V. moznosti ,,iné** uviedla 1 respondent-
ka Idelyn Beliema vaginalne tablety, 1 respondentka
uviedla vaginalne gulicky s obsahom ekonazol-nit-
rat a 1 respondentka uviedla, ze si nepamita. V tejto
otazke bolo mozné oznacit’ viac moznosti. Z tychto
odpovedi vyplyva, ze sa viac predpisovali antimyko-
tika a na zaklade toho sme prisli k zaveru, Ze CastejSie
sa vyskytovala kvasinkova infekcia za predpokladu
spravnej diagnostiky ochorenia lekarom (vid’ graf 4).

V tejto otazke neboli moznosti na oznacenie, ale
respondentky uvadzali rady, ktoré dostali od svojho
gynekoldga. NajcastejSie bola uvedena uprava stravy
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s obmedzenim cukru (7), d’alej nasledovalo uzivanie
probiotik (6). 3 respondentky uviedli, ze maja pou-
zivat’ intimne mydl4, ktoré nedrazdia a neobsahuju
parfumaciu, 3 respondentkam odporacal lekar kapit’
si v lekarni volnopredajny liek (vagindlne kapsuly,
gély, vaginalny vyplach), 3 respondentky uviedli pi-
tie alchemilkového ¢aju a 3 respondentky mali zvy-
Sit’ pohyb. 2 respondentkam bola odporucana sprav-
na a dosledné hygiena. Po 1 odpovedi boli uvedené
vaginalne vyplachy, obmedzenie pohlavného styku
a uzivanie prezervativu (vid’ graf 5).

V tejto otazke mali pacientky moznost’ oznacit’ ¢is-
lo na stupnici od 1 do 10, pricom 1 znamenalo vobec
a 10 znamenalo vel'mi. Na prvom mieste oznacovali

respondentky moznost’ 1/10 (20), d’alej nasledovala



Graf 7: Situacie, pri ktorych dochadza k inkontinencii
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moznost’ 3/10 (15) a moznost’ 2/10 (10). 6 respon-
dentiek oznacilo moznost’ 5/10, 5 respondentiek 4/10,
4 respondentky 8/10, po 3 odpovede mala kazda
z moznosti 10/10, 6/10 a 9/10, 1 respondentka ozna-
¢ila moznost’ 7/10. Z uvedeného vyplyva, ze gyneko-
logické zapaly maju prevazne mensi vplyv na Zivot
pacientky (vid’ graf 6).

Z grafu 7 vyplyva, ze najviac zastipena bola stre-
sova inkontinencia (hypermobilna mocova trubica vi-
nou oslabeného panvového svalstva veduca k Uniku
mocu pri smiechu, kasli ¢i fyzickej namahe), za fiou
nasleduje urgentna inkontinencia (naliehava potre-
ba mocenia vedica k nedobrovolnému tniku mocu)
a v najmenSom zastipeni kombinovand mocova in-

kontinencia.

Najcastejsie sa unik mocu vyskytol obcasne, po
kvapkach, max. 2-krat denne (28). 7 respondentiek
uviedlo, Zze k uniku u nich dochadza len zriedkavo,
nie kazdy den. 4 respondentky uviedli, Ze trpia Cas-
tym unikom mocu pridom niekolkokrat denne a 1
respondentka trpi trvalym tnikom mocu niekolko-
krat denne, aj v noci v 'ahu. Z grafu 8 vyplyva, ze
najcastejSie pacientky trpeli inkontinenciou 1. stupiia
(1. stupen — obcasny, 2. stupenl — Casty, 3. stupenl —
trvaly).

56 respondentiek nepouzivalo ziadne inkontinenc-
né pomdcky na rozdiel od 18 respondentiek, ktoré
tieto pomocky pouzivalo (vid’ graf 9).

V tejto otazke mali respondentky moZznost’ ozna-
¢it’ odpovede, ktoré sa tykali ich liecby. Najcastej-
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Graf 9: PouZivanie inkontinen¢nych pomécok
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Graf 11: Farmakologicka liecba mocovej inkontinencie
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§im sposobom bola Uprava rezimu, napriklad tréning  (vid’ graf 10).

moc¢ového mechura, cvi¢enie svalov panvového dna 3 respondentky uzivali na inkontinenciu lieky s ob-
(25). 8 zien odpovedalo, Ze problémy s inikom mo¢u  sahom oxybutininu a 1 respondentka liek s obsahom
zatial' neriesia. 4 respondentky uviedli aj uzivanie solifenacinu (vid’ graf 11).

liekov a 2 respondentky podstipili operacny zakrok V tejto otazke mali pacientky moznost' oznalit
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Graf 12: Vplyv inkontinencie na kvalitu Zivota
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Graf 13: Typy porich menstruaéného cyklu
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Graf 14: Navstevnost’ gynekologickej ambulancie pri poruchach menstruacného cyklu
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¢islo na stupnici od 1 do 10, pricom 1 znamenalo
vobec a 10 znamenalo vel'mi. Moznost’ 1/10 ozna-
¢ilo 19 zien, za tym nasledovala moznost’ 2/10 (10).
3-krat boli oznacené moznosti 5/10 a 3/10. 2-krat boli
oznacené moznosti 9/10 a 8/10 a po 1 odpovedi boli
oznacené moznosti 10/10, 6/10 a 4/10. Z uvedeného
vyplyva, ze mocova inkontinencia ma prevazne men-

§1 vplyv na kvalitu zivota (vid graf 12).

Najcastejsie oznacovanou poruchou bolo vynecha-
nie menstruacie (amenorea) (44), za nou nasledova-
lo nadmerné krvacanie (menoragia) (20), nasledne
Castejsia menstrudcia (13). V menSom pocte boli za-
stupené: nedostatocné krvacanie (5) a vel'mi boles-
tivd menStruacia (dysmenorea) spojend s hnackami
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Graf 15: Farmakologicka lie¢ba porich menstruaéného cyklu
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Graf 16: Vplyv poruch menstruaéného cyklu na kvalitu Zivota
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a zvracanim (1) (vid’ graf 13).

42 respondentiek gynekolodga navstivilo a 30 res-
pondentiek oznacilo moznost ,,nie* (vid graf 14).

5 respondentiek uzivalo hormonalnu antikoncep-
ciu, 1 respondentka uzivala liek s obsahom dydroges-
teronu a 1 respondentka uzivala pripravok s obsahom
extraktu z vitexu jahnacieho a zaroven pripravok
s obsahom kyseliny listovej (vid graf 15).

V tejto otazke mali pacientky moznost’ oznacit’ ¢is-
lo na stupnici od 1 do 10, priCom 1 znamenalo vobec
a 10 znamenalo vel'mi. Moznost’ 1/10 bola oznacena
24-krat. V menSom zastipeni nasledovali moznosti
3/10 (11), 2/10 (9), 10/10 (5), 8/10 (5). 3 odpovede
obsahovali moznosti 9/10, 7/10, 6/10 a 5/10. Moz-
nost’ 4/10 bola oznacend 1-krat. Z uvedeného vyply-
va, ze poruchy menstrua¢ného cyklu maju o nieco
vacsi vplyv na kvalitu Zivota zien (vid’ graf 16).
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Klinické pripady

Kazuistika 1 — bakterialna vagin6za

U pacientky (26 r., bezdetna, staly partner) boli pri-
tomné priznaky ako dysuria, svrbenie a palenie posvy
a zapachajuci vytok. Tieto priznaky sa u nej vysky-
tovali pravidelne s malymi prestavkami po dobu 2
mesiacov, no predosla liecba zahfiala len samoliec-
bu pomocou volnopredajnych pripravkov prevazne
s obsahom klotrimazolu a pomocou prirodnych pri-
pravkov. Pacientka mala staleho partnera a pri po-
hlavnom styku pouZzivala ochranu. V minulosti bola
pacientka lieCend omeprazolom na gastroezofagealny
reflux a pred 2 mesiacmi bola lie¢ena antibiotikami
s obsahom cefiximu v davke 400 mg/den po dobu 7
dni z dovodu pritomnosti bronchitidy. O niekol’ko dni
po ukoncCeni liecby sa u pacientky prvykrat vyskytli



spominané priznaky.

Vysetrenie poSvy a vulvy ukéazalo zacervenanie
a podrazdenie. Pacientke bol predpisany metroni-
dazol vo forme peroralnych tabliet v davke 500 mg
dvakrat denne pocas 7 dni. Zaroven bolo pacientke
odporucané uzivat’ pravidelne probiotika.

Napriek prvotnej liecbe sa symptomy celkom ne-
vytratili a pacientka sa o mesiac vratila s rovnakym
problémom. Kultivacia preukdzala znizené mnozstvo
laktobacilov. Pacientke v tomto pripade neboli pred-
pisané ziadne antibiotikd. Postup zahfnal vaginalne
probiotika a upravu rezimu. Pacientke bol predpisany
pripravok Gynoflor®, ktory je vo forme vaginalnych
tabliet s obsahom 10 miliénov Zivotaschopnych bak-
térii Lactobacillus acidophillus a 0,03 mg estriolu. Je
to liek indikovany aj na obnovu vaginalnej mikroflo-
ry laktobacilov po terapii protiinfek¢nymi alebo che-
moterapeutickymi lie¢ivami. Davkovanie: 2 tablety
denne zaviest’ do posvy po dobu 10 dni.

Po ukonceni liecby bolo pacientke odporucané za-
kupit’ si vaginalne ¢apiky Floragyn®, ktoré obsahuju
zivé kmene Lactobacillus bulgaricus, L. biphilus, L.
acidophilus, L. thermophilus, L. casei a L. plantarum,
kyselinu mliecnu, extrakt z morskych rias Laminaria
ochroleuca a iné. Tento pripravok bol ur¢eny na pre-
venciu vzniku d’alSich epizod bakterialnej vaginozy.
Dévkovanie: 1 vaginalny Capik za tyzden vecer pred
spanim alebo podl'a potreby. Pacientke bolo odporua-
¢ané uzivat’ len neiritujice pripravky na intimnu hy-
gienu bez obsahu parfumacie, napriklad Lactacyd®
a prisposobit’ hygienické navyky tak, aby hygiena
nebola nedostatocna, ale ani prehnand. Zaroven bola
poucend, aby nenosila tesné oblecenie, uzivala pro-
biotika aj peroralne. Pri tychto problémoch je vhodna
aj uprava stravy, najma znizenie cukru v strave a zvy-
Senie pohybovej aktivity. Pacientke bolo odporucané
eSte si zakupit’ a uzivat’ enzymy, ako napriklad Wo-
benzym®.

Pacientka bola kontrolovana po 10 diioch, 1 me-
siaci, 6 mesiacoch a 1 roku po zaciatku lieCby a tato

infekcia sa u nej uz d’alej nevyskytla.

Kazuistika 2 — vulvovaginalna kandidoza

Pacientka (33 r., 2 deti, vydata) sa stazovala na pri-
tomnost’ opakovanej vagindlnej mykozy po dobu viac
ako 2 rokov aj s dyspareuniou (bolestivy pohlavny
styk).

Predtym bola celkom zdravé a v minulosti nemala
ziadnu skusenost’ s akoukol'vek vaginalnou infekciou
a jej manzel taktiez nemal v minulosti Ziadne infekc-
né alebo mykotické ochorenia. Vulva bola normalna
bez hyperémie alebo krémovitého vytoku. Dalgie
podrobnejsie vysetrenia ukazali pritomnost’ spor vy-
tvorenych kandidami. Boli vykonané aj vySetrenia na
pritomnost’ Neisseria gonorrhoeae a Trichomonas
vaginalis, ktoré vysli negativne. Na zaklade opako-
vania problémov pacientky a vySetreni, ktoré opako-
vane preukazovali porusenie vaginalnej mikroflory
a premnozenie mikroorganizmu C. albicans bola pa-
cientke diagnostikovana rekurentna forma vulvovagi-
nalnej kandidozy.

Liecba pozostavala z nasledujucich lie¢iv: 150 mg
flukonazolu podévaného peroralne po dobu 3 dni,
potom sa preslo na udrziavaciu davku 150 mg p.o.
kazdy 3. deii po dobu 1 tyzdiia, nasledne pokracova-
la udrziavacia davka 150 mg 1x tyzdenne po dobu
6 mesiacov; lokalne bol pouzity pripravok Macmi-
ror® complex 500, ktory obsahuje 500 mg nifuratelu
a 200 000 IU nystatinu vo forme mékkych vaginal-
nych kapsul s davkovanim 1 vaginalna kapsula ve-
Cer pred spanim po dobu 10 dni a mast’ Fungicidin
Léciva s obsahom nystatinu, ktord sa mala nanasat’ na
postihnuté miesta rano a vecer do vyhojenia. Okrem
antimykotickych lie¢iv uzivala pacientka aj probio-
tika Pearls IC™ s obsahom Zivych kultar Bifidobac-
terium bifidum, Bifidobacterium breve, Bifidobacte-
rium lactis, Bifidobacterium longum, Lactobacillus
acidophilus a Lactobacillus rhamnosus s davkou 1x
denne. Pocas liecby pacientka uzivala vaginalny gél
Multi-Gyn® FloraPlus na podporu lie¢by a obnovy
prirodzenej vagindlnej mikroflory ako prebiotikum
(latka podporujuca rast a aktivitu mikroorgaizmov).
Po ukonceni liecby uzivala pacientka 1x tyzdenne ve-
¢er pred spanim pripravok Floragyn® s obsahom Zi-

vych kmenov Lactobacillus spp., kyselinou mlie¢nou
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a d’alSimi.

Okrem uzivania liekov pacientka upravila svoju zi-
votospravu, znizila mnozstvo cukru v strave a zacala
pravidelne cvicit. Snazila sa nosit’ vol'nejSie oblece-
nie a bavinent spodnu bielizen a zaroven pouzivala
antialergické pripravky na pranie a taktiez prestala
pouzivat’ obyc¢ajny sprchovy gél aj na intimnu hygie-
nu a zakupila si nedrazdivy prirodny gél ureny na in-
timnu hygienu. Pacientka sa sama rozhodla, ze bude
uzivat’ aj prirodné pripravky na podporu imunity.

Kontrola prebehla po 10 dioch liecby, neskor po
1 mesiaci, 3 mesiacoch, 6 mesiacoch a po 1 roku.
Pocas kontroly bol vagindlny vytok normalnej farby
a v primeranom mnozstve a vaginalny ekosystém sa
kompletne obnovil. Pritomné neboli ani spory. U pa-

cientky sa pocas tejto doby uz problémy nevyskytli.

Kazuistika 3 — mocova inkontinencia

Pacientka (35 r., 3 deti, vydatd) prisla do ambulan-
cie s problémom, ktory sa zacal pred 5 mesiacmi, po
narodenti jej treticho diet'ata. Uviedla, Ze sa pomocuje
pri kasli alebo kychani. Na zaklade toho zredukovala
denny prijem tekutin a snazila sa mocit’ astejSie, aby
sa uistila, Zze ma prazdny mocovy mechr, pretoze pri
jeho naplneni je mnozstvo uniknutého mocu vécsie.
Pri silnom kasli alebo kychani stale dochadzalo k tni-
ku malého mnozstva mocu a taktiez sa jej to stavalo
pri dvihani jej 2-ro¢nej dcéry (10 kg). Pacientka za-
cala pouzivat’ slipové vlozky. Po opytani sa na frek-
venciu pacientka uviedla, Ze jej mo¢ unika priblizne
2-krat denne a vlozky si musi menit’ v priemere 3-krat
denne.

Pacientka nemala ziadne ¢revné problémy, men-
Strudciu mala pravidelnt, vSetky jej porody prebehli
prirodzenou cestou bez komplikacii a bez tniku mocu
po prvych dvoch poérodoch. Pacientka nepodstupila
v minulosti Ziadne operacie, neuzivala ziadne lieky
a netrpela zZiadnym chronickym ochorenim, nefajcila
a alkohol konzumovala len prilezitostne, ale nie pocas
poslednych 18 mesiacov pred vySetrenim. Pacientka
mala urcit’ na stupnici od 1 do 10, ako vel'mi vplyva
unik mocu na jej zivot, pricom 1 znamenalo vobec

a 10 znamenalo vel'mi a uviedla ¢islo 6. Pacientka
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v tom Case pracovala ako sekretarka, teda mala seda-
vé zamestnanie a zarovei z ¢asovych dovodov vobec
necvicila. BMI pacientky bolo v norme (23).

Pri prvom vysSetreni sa zistilo nasledovné: nebola
zaznamenana ziadna citlivost’ brucha alebo naduva-
nie, neboli zaznamenané Ziadne perinedlne abnorma-
lity (iritacia alebo zacervenanie), pozorovana bola
malda, zahojend jazva po mediolateralnej epiziotomii
a pritomny bol aj perinealny zostup.

Po zhodnoteni skuto¢nosti sa pacientke predbezne
diagnostikovala stresova inkontinencia. Pacientka
nasledne dostala mikény dennik, kde si zapisovala
jej toaletné navyky a denny prijem tekutin a kofeinu.
Dalsie vySetrenie bolo naplanované o tyzdei neskor.

Po analyze mik¢éného dennika pocas druhej néav-
Stevy boli zistené nasledujuce skutocnosti: priemer-
ny pocet moceni za den = §, priemerny pocet uniku
mocu = 2, vymena vloziek bola priemerne 3-krat den-
ne, maximalny vylu¢eny objem mocu = 300 ml, mini-
malny objem vyli¢eného mocu bol < 50 ml a nocné
mocenie alebo inik mocu neboli pritomné. Z dennika
vyplyvalo aj to, Ze pacientka konzumovala 2x denne
kavu. Vykonané bolo aj vySetrenie posvy na zistenie
sily svalstva a zistilo sa, ze svalstvo je oslabené a pa-
cientka nasledkom toho nebola schopnd nacasovat
kontrakciu svalstva pri kasli alebo namahe.

Na zéklade objektivneho vySetrenia a rozhovoru
s pacientkou sa potvrdila stresova inkontinencia a pa-
cientke sa nastavil nasledujuci lie¢ebny plan. Zacalo
sa najprv konzervativnou lieCbou a zmenou v navy-
koch. Pacientka mala postupne zvicSovat casovy
interval medzi mocenim na priblizne 2 az 4 hodiny
a znizit’ denny prijem kofeinu.

Zaroven boli pacientke vysvetlené cvicenia na po-
silnenie svalov panvového dna, ktoré¢ mala oslabené.
Potrebné je st'ahovat’ zvieracie svaly smerom k sebe
alebo ,,do seba‘“ (ide o podobnu ¢innost’ ako pri za-
staveni mocenia). Nesmu sa stahovat’ iné¢ svaly, ako
napr. sedacie, stehenné, chrbtové ¢i brusné. Ak su do
cvicenia zapojené spravne svaly, je citit’ pod panvou
pohyb svalstva akoby smerom nahor. Pri cviceni je
potrebné pravidelne dychat a nezadrziavat’ dych. Cvi-
¢enie pozostava zo 4 rychlych 1-sekundovych stahov



a 7 stahov, ktoré je potrebné udrzat’ aspon 5 sekund.
Toto cvicenie je potrebné opakovat’ 3-krat denne. Po-
stupne je potrebné zvySovat’ pocet stahov, kym nie je
dosiahnuty pocet 10 a postupne je potrebné zvysSovat
aj dizku udrzania kontrakcie na 10 sekiind.
Kontrolné vySetrenia boli uskuto¢nené po 3 tyz-
dioch a nasledne vzdy raz za mesiac. Na prvej kon-
trole bolo viditelné malé zlepSenie. Na druhej kon-
trole sa zist'oval znovu vplyv tniku mocu na stupni-
ci od 1 do 10, pricom pacientka uviedla hodnotu 4.
Uspesne sa podarilo pacientke zvigsit' interval medzi
mocenim na 75 minut a mala len 3 epizdédy nedobro-
vol'ného tiniku mocu, ktoré popisala len ako par kva-
piek. Na tretej kontrole uviedla hodnotu 1 pri otazke
vplyvu uniku mocu na stupnici od 1 do 10, nedoslo
u nej uz k tniku mocu a interval medzi mocenim zvy-
Sila na 2 hodiny. Pacientka sa uz na d’alSie kontroly
nedostavila, ale pocas preventivnych prehliadok vy-
konavanych raz rocne sa u nej uz inik mocu nevysky-
tol. Pacientka po vylieceni preventivne cvicila aspoii
4-krat do tyzdia cviky na posilnenie panvového dna
a zvysila pohybovu aktivitu a cvici 2-krat do tyzdna.

Kazuistika 4 — sekundarna amenorea

Do gynekologickej ambulancie prisla pacientka (22
r., bezdetna, slobodnd), ktorej meskala menstruacia
viac ako mesiac. Na zakladne anamnézy neboli zis-
tené ziadne iné problémy, uzivanie inych liekov ani
pritomnost’ chronickych ochoreni. Pacientka sa ne-
stazovala na bolesti a vySetrenie posvy nevykazovalo
ziadne abnormality. V minulosti mala pacientka vzdy
presny menstruacny cyklus.

Ako prvé bolo u pacientky potrebné vyluacit’ teho-
tenstvo. Zo samotestov, ktoré si urobila pacientka,
nebolo jasné, ¢i je tehotna, nakol'ko jeden test bol
pozitivny a jeden negativny. Preto bola pacientke
odobrata krv na zistenie pritomnosti 'udského cho-
riogonadotropinu (hCG). Vysledky ukazali, ze hladi-
na bola u pacientky v norme (do 5,0 mIU/ml) a na
zaklade vysledkov a d’alSich vySetreni sa u pacientky
vylucilo tehotenstvo.

Dalsim krokom bola kontrola pomocou ultrazvu-

ku. Ultrazvuk ukézal pritomnost’ cysty na pravom

vajecniku vo velkosti 4 x 4 cm. Na zaklade toho
bola pacientke urcend liecba pomocou pripravku
Duphaston®, ktory obsahuje 10 mg didrogesteronu.
Tento liek uzivala pacientka po dobu 10 dni.

Pacientke sa po liecbe menstruacny cyklus upravil
a na kontrolnom ultrazvukovom vysetreni o 3 mesia-

ce nebola zistena pritomnost’ cysty.
DISKUSIA

Pri porovnani Statistiky vyskytu gynekologickych
ochoreni z koSickej gynekologickej ambulancie a vy-
sledkov z dotaznika sme zistili, Ze odpovede respon-
dentiek potvrdili najcastejsi vyskyt spominanych
ochoreni. NajrozsirenejSie z nich su gynekologické
infekcie. Liecba tychto infekcii je velmi podobna.
Potrebné je pouzit’ lie¢ivo proti patogénom, ktoré ich
spOsobuju a zaroven zabezpecit obnovu normalnej
vaginalnej mikroflory prostrednictvom pripravkov
obsahujucich zivé kultury a tpravou zivotného Stylu.
Najcastejsie predpisovanym lieCivom pri vulvovagi-
nalnom dyskomforte je klotrimazol. Z uvedeného vy-
plyva, Ze CastejSie sa vyskytuje kvasinkova infekcia.
Inkontinencia sa lie¢i prevazne konzervativne, ak je
to mozné. NajcastejSie sa vyskytuje najlahsia forma
inkontinencie (mo¢ unika len po kvapkach) a pre-
vazna vicsSina respondentiek nepotrebuje pouzivat
inkontinen¢né pomocky. Z porach menstruacného
cyklu je najbeznejsim problémom vynechanie men-
Strudcie, ¢o moze mat’ rozne priciny. LieCba sa lisi
na zaklade pri¢in vzniku tychto portich. Zeny, ktoré
vyplnili dotaznik, uviedli len liecbu hormonalnou an-
tikoncepciou alebo didrogesteronom, no pocet odpo-
vedi bol ve'mi maly. Z uvedeného moézeme predpo-
kladat’, ze Castou pri¢inou sekundarnej amenorey boli
poruchy na urovni ovdrii a tiez, Ze liecba tohto ocho-
renia je nizka. Vplyv tychto ochoreni na Zivot zien nie
je az tak obmedzujuci, no vyskytuju sa t'azsie pripa-
dy, kedy tieto ochorenia vel'mi negativne ovplyviuju
zivot pacientky.

Vo vybranych kazuistikach boli 4 pacientky trpiace
bakteridlnou vagindzou, rekurentnou formou vulvo-

vaginalnej kandidozy, stresovou inkontinenciou a se-
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kundéarnou amenoreou.

Prva kazuistika (zena, 26 rokov) sa tykala bakte-
ridlnej vagindzy. Bakteridlna vagindza je ochorenie
spdsobené premnozenim niektorych baktérii v posve.
V tomto pripade bola pacientke najprv nastavena liec-
ba metronidazolom. Metronidazol je chemoterapeu-
tikum zo skupiny nitroimidazolov (Konyova, 2019).
Hlavnymi indikaciami metronidazolu st anaerdbne
infekcie, trichomoniazy, protozoalne a gastrointesti-
nalne infekcie spdsobené najma Helicobacter pylori
a Clostridium difficile. Pri podavani metronidazolu
intravaginalne sa priblizne 20 % davky vstrebava do
systémového obehu a po vonkajsej aplikacii krémov
sa takmer neabsorbuje. Metronidazol nie je ucinny,
ale v anaerobnych podmienkach sa meni na svoj
uc¢inny metabolit. Metronidazol dokaze 'ahko prenik-
nat’ do jednobunkovych mikroorganizmov, protozoi
a baktérii, ale nie do cicav¢ich buniek. Po premene
na aktivnu formu ma vyrazné baktericidne vlastnosti
proti: anaerobnym gramnegativnym baktériam Bacte-
roides spp. a Fusobacterium spp.; anaerobnym gram-
pozitivnym kmeiiom typu Eubacterium alebo Clostri-
dium a grampozitivnym kokom (Peptococcus spp.
a Peptostreptococcus spp.). Uéinkuje aj proti roznym
druhom protozoi vratane Trichomonas vaginalis. In
vivo tu¢inok vykazuje voci nasledujiicim vaginalnym
baktériam: Gardenella vaginalis, Bacteroides spp.
a Mycoplasma hominis (Mirossay, 2021). Odportca-
né davkovanie metronidazolu na Slovensku pri bak-
terialnych infekciach je u dospievajucich vo veku 12
— 17 rokov 500 mg 2-krat denne poc¢as 5 — 7 dni alebo
jednorazovo 2000 mg a u dospelych je 500 mg 2-krat
denne pocas 7 dni alebo jednorazovo 2000 mg.

Liekom prvej vol'by podl'a WHO (World Health Or-
ganization) pri liecbe bakterialnej vaginozy je metro-
nidazol 500 mg uzivany 2-krat denne po dobu 7 dni,
no tato liecba méze sposobovat’ neziaduce ucinky ako
nauzea, zvracanie a bolesti gastrointestinalneho trak-
tu. Dal§ie moznosti terapie bakteridlnej vaginozy za-
hfiiaji 300 mg klindamycinu podavaného p.o. 2-krat
denne po dobu 7 dni, 100 mg klindamycinu vo forme
vaginalnych guli¢iek podavanych do posvy raz den-
ne po dobu 5 dni a aplikacia 0,75 % intravaginalneho
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gélu s obsahom metronidazolu po dobu 5 dni alebo
2 % krém s obsahom klindamycinu aplikovaného do
posvy vecer pred spanim po dobu 7 dni. Potrebné je
zdoraznit, Ze lokalna aplikacia klindamycinu moze
poskodit’ produkty na baze latexu (napr. prezervativ)
a mozu spustat’ pseudomembranodznu kolitidu. Ak
liecba metronidazolom alebo klindamycinom nie je
tolerovana, moze sa pouzit' lieCivo tinidazol (latka
podobnd metronidazolu) vo forme peroralnych pri-
pravkov s davkou bud’ 2 g/den pocas 2 dni alebo 1
g/den pocas 5 dni. Niektoré zdroje uvadzaju efekti-
vitu aj inych antimikrobidlnych latok, ako napriklad
azitromycin, secnidazol, ornidazol alebo rifaximin.
Secnidazol preukazal aktivitu podobni pouzivanym
nitroimidazolom a zaroven neni¢i laktobacily, ¢o ma
vyhodu pri liecbe bakteridlnej vagindzy. Rifaximin
moze byt tiez prospesny pri lieCbe, pretoze dokaze
obnovovat’ laktobacily a zvySovat mnozstvo kyseli-
ny mlie¢nej. Peroralna alebo lokalna liecba bakterial-
nej vagindzy tymito lie¢ivami ma priblizne rovnaku
efektivitu s tispesnost'ou lieCby v rozmedzi 58 % az
92 % po 1 mesiaci liecby. Tieto vysledky st vel'mi
Casto len docasné a infekcia sa vrati vo viac ako 50
% pripadoch do 6 az 12 mesiacov od lie¢by (Chacra,
Fenollar, Diop, 2022).

Nakol'ko liecba metronidazolom nebola pre pa-
cientku dostato¢na, ¢o mohlo byt’ spésobené roznymi
pri¢inami, zacala uzivat’ probiotika peroralne aj lo-
kalne zavedenim do posvy. Probiotika st vyznamnou
sucastou manazmentu stavov, kedy je u pacientky
pritomny vulvovaginalny dyskomfort, teda porusenie
rovnovahy mikroorganizmov vaginalneho prostredia,
ktoré vedu k priznakom ako svrbenie, palenie, vyto-
ky alebo opuchy vulvovaginalnej oblasti. St vhodné
preto aj pri bakterialnej vagindze, ale vyuzitie maju aj
pri vulvovaginalnej kandiddze. Ich vyuzitie je vhod-
né z dovodu ich schopnosti priamo alebo nepriamo
redukovat’ pocet ostatnych mikroorganizmov v po-
Sve, tym zniZuju pocet moznych iritantov a zabranuju
prehnanej reakcii epitelu a podslizni¢nych imunit-
nych Struktur. V doésledku toho, ze zlozenie vaginal-
nej mikroflory je odlisné u kazdej zeny, mézu mat’
probiotické pripravky u Zien rézny ucinok, preto je



dolezity individualny pristup pri vybere probiotika.
Podstatny je hlavne klinicky efekt. Na zaklade stadii
bolo zistené, ze lepSie vysledky déavaji kombinéacie
probiotik s inymi lie¢ivami v porovnani s liecbou iba
samotnymi probiotikami. Probiotikd maju vyuzitie
skor ako podpornd liecba pri antimikrobidlnej tera-
pii aj v dosledku rozneho zloZenia mikroflory Zien
a s tym spojenym roznym ucinkom jednotlivych pri-
pravkov s obsahom probiotik (Jilek, LeSko, Kestia-
nek, 2020).

Druha kazuistika (zena, 33 rokov) sa tykala reku-
rentnej formy vulvovaginalnej kandidozy. Pri vulvo-
vaginalnej kandidéze dochadza k premnozeniu Can-
dida spp., pricom u tejto pacientky bola pritomna C.
albicans. Pacientke bola predpisana anitmykoticka
liecba pozostavajiica z p. 0. podavaného flukonazolu
a lokalne podaného nystatinu v kombinacii s nifura-
telom. Flukonazol patri medzi azolové antimykotika.
St to syntetické zluceniny, ktoré maju spolo¢ny za-
klad, imidazolové jadro. K tejto skupine lieciv pat-
ria rozne latky, ktoré sa pouzivaju bud’ lokalne alebo
systémovo. K systémovo pdsobiacim azolovym an-
timykotikdm patri okrem flukonazolu aj itrakonazol,
vorikonazol alebo posakonazol. Lokélne podavané
azolové antimykotika st: ketokonazol, klotrimazol,
flutrimazol, mikonazol a iné. Azolové antimykotika
maju fungistaticky az fungicidny ucinok. Ich hlav-
nym mechanizmom U¢inku je poSkodenie bunkovej
membrany hub, hlavne cielenym naruSenim biosynté-
zy sterolov. Spdsob, ktorym to zabezpecuju, je inhibi-
cia 14-a-demetylazy, ¢o je enzym cytochroému P450,
potrebny na premenu lanosterolu na ergosterol. Inhi-
biciou ergosterolu dochadza k poruseniu membrany
fungalnej bunky a nasledne dochadza k stratdm intra-
celularneho draslika. Na azolové antimykotikd mdze
vznikat’ rezistencia zmenou kvality alebo mnoZzstva
cielového enzymu (lanosterol 14-a-demetylazy),
znizenim pristupu k tomuto enzymu alebo ich kom-
binaciou (Mirossay, 2021). Odporucané davkovanie
flukonazolu na Slovensku je 150 mg ako jednorazo-
va davka, potom kazdy treti den 150 mg, nasledne
udrziavacia davka 150 mg raz tyzdenne po dobu 6

mesiacov.

Na lokalnu liecbu bol u pacientky pouzity nysta-
tin, ktory patri medzi polyénové antimykotika. Je to
Sirokospektralne antimykotikum produkované Strep-
tomyces noursei. Nystatin pdsobi fungistaticky alebo
fungicidne, ¢o zavisi od koncentracie lieciva a citli-
vosti plesni k tomuto liecivu. Mechanizmus ucinku
spoCiva vo vézbe na steroly. M6Ze sa viazat’ na stero-
ly cicavcich aj fungalnych buniek, ale vyssiu afinitu
ma k ergosterolu kvasiniek ako cholesterolu u ¢love-
ka. Touto védzbou vznikaju v membrane plesni pory
a dochadza cez nich k tniku makromolekul a i6nov
z bunky, ¢oho nésledkom je zanik bunky. Spektrum
jeho ucinku zahfiia kvasinkové mikroorganizmy ro-
dov Candida, Rhodotorula, Torulopsis, Trichosporon
a mykomycéty rodu Aspergillus. Dany pripravok ob-
sahoval aj liecivo nifuratel, o je chemoterapeutikum
s vyraznymi antitrichomonadnymi, antimykotickymi
a antibakteridlnymi t¢inkami. Vyuzitie mé pri vulvo-
vaginalnych infekciach a vytokoch spdsobenych r6z-
nymi patogénmi, infekciach mocovych ciest a Crev-
nej amebidze a giardidze (Mirossay, 2021).

Komplikovana/rekurentna forma vulvovaginalnej
kandidozy si vyzaduje dlhodobu lie¢bu na rozdiel od
nekomplikovanej formy, kedy vo vécSine pripadov
postacuje lokalna jednorazova liecba. V sucasnosti
existuje viac moznosti liecby vulvovaginalnych kan-
didéz. V danych farmakologickych skupinach je viac
lieCiv, ktoré je mozné v tychto pripadoch pouzit. Me-
dzi konkrétnymi lieCivami nie je vyznamny rozdiel
v ulave od symptomov a uspesnost’ lieCby je v tychto
skupinach priblizne rovnaka. Na lokalnu lieCbu pri
miernych az normalnych symptomoch je mozné pou-

7it’:

1. klotrimazol — 200 mg vaginalne tablety, raz denne
(3 dni) alebo 500 mg vaginalne tablety jednorazovo
2. ekonazol — 150 mg vaginalne ¢apiky bud’ raz denne
(3 dni) alebo 2 capiky (1 den)

3. fentikonazol — 600 mg vaginalna kapsula jednora-
zovo (pri relapse opakovat’)

4. isokonazol — 150 mg vagindlne capiky 2-krat den-
ne (1 den) alebo raz denne (3 dni), 600 mg vaginalne
Capiky jednorazovo.
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Alternativna liecba pri tazkej forme vulvovaginalnej
kandidozy zahina:

1. flukonazol — 150 mg p. 0. jednorazovo, 50 mg p. 0.
raz denne (7 — 14 dni) alebo 100 mg p. 0. raz denne
(14 dni) pre pacientov s oslabenou imunitou

2. itrakonazol — 100 mg p. 0. 2 x 2 kapsuly (1 den)
alebo 100 mg p. 0. 1 x 2 kapsuly (3 dni)

3. nystatin — 100 000 IU vaginalne tablety (14 dni)
alebo 200 000 IU vaginalne tablety (6 dni)

4. ciklopiroxolamin — 50 mg aplikator, raz denne (6
— 14 dni).

Ak postihnt kvasinky aj vonkajsie organy, odporu-
¢a sa pouzit’ antimykoticky krém (napr. klotrimazol)
dvakrat denne pocas 7 dni. Lokalna liecba v kombi-
nacii s intravagindlnymi pripravkami dosahuje v pra-
xi lepsie vysledky Ulavy ako samostatna liecba, no
zatial’ je malo studii, ktoré by to mohli potvrdit’. To
plati aj v opacnom pripade, pretoze samostatna topic-
ka lie¢ba krémom sice docasne ul'avi od symptomov,
ale nemusi viest’ k uplnému vylie¢eniu a vyhubeniu
plesni (Farr a kol., 2021).

Je dokéazané, Zze vyvazena strava (zredukovanie
cukru, zvySena konzumacia ovocia, zeleniny a mliec-
nych vyrobkov) méa vyznamnu ulohu pri liecbe vulvo-
vaginalnych kandidéz. Z hladiska spravnej funkcie
pohlavnych organov a prevencie zapalov je dolezité,
aby organy dostavali z krvi produkty latkovej preme-
ny: tuky, bielkoviny a sacharidy. Z metabolickych
produktov z krvi vznika hlien, ktory je potrebny na
hydrataciu posvy. Prevaha sacharidov, najmé jedno-
duchych cukrov, podporuje rozvoj abnormalnej vagi-
nalnej mikroflory a vytvara priaznivé prostredie pre
mnozenie kvasiniek (Mizgier a kol., 2020). Ako bolo
spomenuté, vyuzitie pri lieCcbe maji aj probiotika.
Bolo vykonanych viac §tadii, ktoré potvrdili, Ze liec-
ba antimykotikami v kombindcii s probiotikami bola
efektivnejSia ako samostatna liecba antimykotikami
(Shenoy a Gottlieb, 2019).

V tretej kazuistike (zena, 35 rokov) pacientka tr-
pela stresovou inkontinenciou. Prvou volbou v tera-

pii tohto ochorenia bola konzervativna liecba, ktora
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zahfnala Gpravu pitného rezimu, zniZenie frekvencie
mocenia a posilnenie svalov panvového dna.

Na posilnenie svalov panvového dna sa vyuziva-
ju cviky nazyvané aj Kegelove cviky. Tieto cviky sa
mozu vykonavat’ kedykol'vek a v réznych polohéch.
Mozu sa cvicit' v sede, v 'ahu aj pri stati. Tieto cviky
pomahaju spevnit’ svaly nachadzajice sa pod mater-
nicou, moc¢ovym mechiirom a ¢revami. Princip cvice-
nia je v kontrakcii spravnych svalov, preto je dolezité
v prvom rade zistit, ktoré svaly je potrebné pri cviceni
pouzit. Nesmu sa zapdjat’ sedacie, brusné ani stehen-
né svaly. Existuje viac sposobov, ako zistit’, ktoré sva-
ly je potrebné zapajat’ do cvicenia. Najjednoduchsim
spdsobom je predstavit’ si, Ze chceme zastavit’ moce-
nie. Svaly, ktoré pri tom zapojime st presne tie, ktoré
je potrebné pri cviceni stahovat. Neodporuca sa vSak
tieto kontrakcie prevadzat pocas mocenia, pretoze
by to mohlo viest’ k eSte viac¢Siemu oslabeniu svalov
a nedostatocnému vyprazdneniu moc¢ového mechura.
Dalsim sposobom je vlozit' si do posvy prst a poku-
sit’ sa okolo neho zatntt’ svaly. Tie isté svaly potom
vyuzivame pocas cvicenia. Pred zaiatkom cvicenia
sa odporuca najst’ si pohodlnu polohu a prijemné pro-
stredie. Vécsina l'udi preferuje cvicenie Kegelovych
cvikov pri lezani na posteli alebo sedeni na stolicke.
Ak ma pacientka s tymito cvikmi dostatocné skuse-
nosti, je mozné ich vykonavat’ kedykol'vek, napriklad
aj v autobuse, obchode a podobne. Cviky je potrebné
vykonavat’ s prazdnym mocovym mechurom. Postup
pri cviceni je nasledovny: 1. hlboko sa nadychneme
nosom, pricom svaly panvového dna ostavaji re-
laxované, 2. pomaly a plynulo vydychneme ustami
a zaroveil jemne stahujeme svaly panvového dna,
3. svaly udrzime stiahnuté 3 az 6 sekiind (kym sa
svaly nezacnu unavovat’) pocas toho, ako vydychu-
jeme (tento krok sa nazyva kontrakcia), 4. znovu sa
nadychneme a uvol'nime kontrakciu svalov, 5. svaly
nechame oddychnut’ 6 az 10 sekund. Je vel'mi dolezi-
té kompletne relaxovat’ svaly medzi kazdou kontrak-
ciou a nezadrziavat’ dych. Vzdy je potrebné mat’ sva-
ly uvolnené rovnaky alebo dlhsi cas ako boli stiah-
nuté. Toto cvicenie opakujeme 10-krat za sériu. Ak
svaly nie su unavené po 3 — 6 sekundovej kontrakcii,



zvySime tento cas na 6 — 10 sekind s naslednou 10
sekundovou relaxaciou. Cielom je zvi¢Sovat’ dizku
kontrakcii a dokazat’ drzat’ silnti kontrakciu pocas 10
sekund 10-krat po sebe. Denne by sa malo vykonat’
priblizne 30 — 40 cviCeni rozdelenych na viac Casti
(nie vSetky naraz). Vhodné je praktikovat aj kratke (2
— 3 sekundové) kontrakcie a uvolnenia. Pri stresovej
inkontinencii je mozné toto cviCenie pouzit' aj tesne
pred zakaslanim, kychnutim alebo dvihnutim pred-
metu, a tym zabranit’ iniku mocu. Najdolezitejsie je
s tymito cvikmi neprestat’ aj po odzneni tazkosti, pre-
toze svaly mézu znovu ochabnut’ a znovu spdsobovat’
unik mo¢u (MedlinePlus, 2021).

Kedysi sa pri stresovej inkontinencii predpisovali
aj a-adrenergicki agonisti (napr. pseudoefedrin, fe-
nylefrin), pretoze maju efekt na receptory v mocovej
trubici a mocovom mechuri. Podl'a FDA (Food and
Drug Administration) nie je pri stresovej inkontinen-
cii odporucana ziadna farmakologicka liecba v do-
sledku neziaducich ucinkov a vyssej ucinnosti kon-
zervativnej lieCby v porovnani s a-adrenergickymi
agonistami (Hu a Pierre, 2019). Napriek tomu autori
(Handler a Rosenman, 2019) uvadzaja, ze vplyv na
zlepSenie symptomov pri stresovej inkontinencii ma
estrogén podavany intravaginalne, ktory prispieva k
zvysenému prekrveniu uretry. Odporucané davkova-
nie je kazdy vecer pred spanim po dobu niekol’kych
tyzdnov a nasledne aspon dvakrat tyzdenne. Systé-
movo posobiace estrogény nie su u¢inné a mozu nao-
pak zhorsit’ priebeh stresovej inkontinencie.

Stvrta kazuistika (Zena, 22 rokov) sa zaobera pa-
cientkou so sekundarnou amenoreou. Existuje mnoz-
stvo pri¢in, ktoré moézu mat’ za nasledok zastavenie
menstruacie. NajcastejSou pri¢inou sekundarnej ame-
norey je pritomnost’ cysty na vajecniku, o sa obvykle
riesi podanim dydrogesteronu.

Dydrogesterén je synteticky analog progesteronu,
¢o je hormoén produkovany vaje¢nikmi z corpus lu-
teum po ovulacii a vo vel'mi malych mnozstvach je
produkovany aj kérou nadobli¢iek. Molekulovy me-
chanizmus ucinku vsetkych steroidnych hormoénov je
podobny. Progesteron dokaze interagovat s receptor-
mi estrogénov, androgénov aj glukokortikoidov. Es-

trogénové receptory su situované priamo v jadre bun-
ky. Aktivované estrogénové receptory v jadre bunky
ERa a ERP sposobuju spustenie transkripénych a sig-
naliza¢nych procesov, ktoré kontroluji expresiu zod-
povedajucich génov (Mirossay, 2021). Odporucané
davkovanie dydrogesteronu na Slovensku na liecbu
sekundarnej amenorey je 10 mg alebo 20 mg denne
pocas 14 dni v druhej polovici predpokladaného men-
Struacného cyklu.

Liecba ovarialnych cyst ma niekol'’ko moznosti, ale
v kone¢nom dosledku manazment tohto ochorenia je
zéavisly od veku pacientky, vel'kosti cysty a od pripad-
nej malignity. Unilokularne (jednokomorové) cysty
mensie ako 10 cm st zvyc€ajne benigne bez ohl'adu na
vek pacientky, a preto, ked’ je pacientka asymptoma-
ticka, je mozné ju sledovat’ pomocou ultrazvuku a nie
je potrebny ziadny zasah, pretoze véacsina cyst Casom
spontanne zmizne. Ak cysta po niekol’kych menstru-
acnych cykloch nevymizne, je nepravdepodobné, ze
ide o funkcnu cystu a je indikované d’alsie vySetrenie.
Indikacie pre chirurgické odstranenie cysty zahfiaju
podozrenie na torziu/priskrtenie vajecnikov, pretr-
vavajuca adnexalna hmota, akitna bolest’ v oblasti
brucha a podozrenie na malignitu. Tento zakrok sa
vykonava naj¢astejsie laparoskopicky. U predmeno-
pauzalnych zien sa pocas chirurgického zakroku dava
déraz na zachovanie plodnosti pacientky, a preto sa
vzdy odstraiuje ¢o najmensie mozné mnozstvo tka-

niva vaje¢nikov (Mobeen a Apostol, 2021).

ZAVER

Gynekologické ochorenia najcastejSie postihuji
zeny v reprodukénom veku, kedy je pohlavna susta-
va zeny najaktivnejSia, ¢o sa potvrdilo aj pomocou
prieskumu. Zistili sme, ze 64 % zien, u ktorych sa
vyskytlo gynekologické ochorenie v priebehu 5 ro-
kov (2016 — 2021) bolo v reprodukénom veku (15 —
45 rokov). Faktom ostdva aj skutoCnost’, Ze najviac
vyskytujucim sa ochorenim su gynekologické infek-
cie, ktoré predstavovali 31 %. Vyskyt inkontinencie
a poruch menstruacného cyklu bol v tomto pripade
niz§i. Poruchy menstruacného cyklu sa vyskytli u 20
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% zien, inkontinencia u 17 % Zien a ostatné ochorenia
tvorili podiel 15 %.

Terapeutické postupy vybranych gynekologickych
ochoreni pouzivanych na Slovensku v porovnani so
zahrani¢nou literatirou sa liSia len minimalne. Na
terapiu gynekologickych infekcii st pouzivané lie-
¢iva s uinkom proti konkrétnym patogénom spo-
sobujucim tieto ochorenia. Pri terapii inkontinencie
sa uprednostituje konzervativna liecba. Z vysledkov
dotaznika vyplyva, ze farmakologicku alebo viac in-
vazivnu terapiu podstupilo len 15 % zien a prevazna
viacsina bud’ tento problém neriesila, alebo im pomoh-
la Gprava rezimu. Diagnostika a terapia sekundarnej
amenorey je zlozita v dosledku mnozstva pricin, kto-
ré ju mozu sposobovat’. Na zaklade prieskumu v gy-
nekologickej ambulancii sme zistili, Ze najcastejSou
pri¢inou sekundarnej amenorey boli cysty na vajec-
niku. Povazujeme za potrebné poukazat’ na mnozstvo
zien (viac ako polovica respondentiek), ktoré s tymto
problémom nenavstivili lekara. Predpokladame, ze
tento trend je podobny aj pri ostatnych gynekologic-
kych ochoreniach.

Niektorym ochoreniam sa da predchadzat’ aj sprav-
nou Upravou stravovania, zvySenim pohybovej akti-
vity, znizenim hmotnosti, ipravou zvykov alebo uzi-
vanim doplnkov stravy (napr. probiotika).

Mnohé ochorenia reprodukéného systému zien
mozu sposobit’ infertilitu az sterilitu, a preto povazu-
jeme za dolezité, aby boli Zeny dostatocne informo-
vané o funkcii reprodukéného systému, nemali zabra-

ny a v pripade potreby vyhl'adali odbornti pomoc.
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ABSTRAKT

Infekcie urogenitalneho traktu si problémom, s
ktorym sa stretavaju tisicky Pudi po celom svete.
Urogenitalne infekcie postihuju vo vel’kej miere
aj tehotné Zeny a predstavuju vel’ku terapeuticku
vyzvu kvoli komplikaciam, ktoré prinasaju vysoké
riziko ako pre matku, tak i pre jej diet’a. Samotné
tehotenstvo je stav, ktory suvisi s fyziologickymi,
Strukturalnymi a funkénymi zmenami mocovych
ciest. Tieto zmeny nasledne moéZu podporovat’
vzostupné infekcie z mocovej trubice od asympto-
matickej bakteriurie po Stadium akutnej pyelone-
fritidy.

V tejto Studii sa zaoberame farmakoterapiou
pouZzivanou pri jednotlivych klinickych formach
infekcii mocovych ciest, jej spravnost’ou a bezpec-
nost’ou. Taktiez skimame potencial probiotik v
prevencii a liecbe urogenitalnych infekcii.

KPuacové slova: antibiotika; gravidita; probioti-
ka; urogenitilne infekcie

ABSTRACT

Urogenital tract infections are a problem facing
thousands of people around the world. Urogenital
infections also affect pregnant women to a large
extent and pose a major therapeutic challenge due
to complications that pose a high risk to both the
mother and her baby. Pregnancy itself is a condi-
tion associated with physiological, structural and
functional changes in the urinary tract. These
changes may subsequently promote ascending uri-
nary tract infections from asymptomatic bacteriu-
ria to the stage of acute pyelonephritis.

In this study we deal with the use of pharma-
cotherapy for individual clinical forms of urinary
tract infections, its correctness and safety. We also
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investigate the potential of probiotics in the pre-

vention and treatment of urogenital infections.

Key words: antibiotics; pregnancy; probiotics;

urogenital infections

UvoD

Urogenitalne infekcie postihuju CastejSie zeny, a
to najmi zeny v reprodukénom veku a v obdobi te-
hotenstva kvoli predispozicnym fyziologickym a
Strukturalnym zmenam (kratSia mocova trubica, sta-
za mocu). U tehotnych Zien rozliSujeme asymptoma-
ticki formu bakteritrie, cystitidu a pyelonefritidu.
Vsetky infekcie sa u gravidnych zien klasifikuji ako
komplikované a mali by byt vzdy liecené (liecba je
obmedzené oproti beznej populacii). VEasna diagnos-
tika (9. az 17. tyzden) a adekvatna liecba asymptoma-
tickych infekcii znizuje riziko komplikacii u matky a
plodu (pyelonefritida, sepsa, predcasny pdérod a nizka
porodna hmotnost).

Konvencna stratégia liecby UTI (urogenitalne in-
fekcie) zahfna empiricka alebo prisposobenu anti-
biotickll terapiu. Antibiotikd (ATB) predstavuju v
tomto pripade Standardnu liecbu a vyber spravneho
antibiotického rezimu zavisi od typu uropatogénu,
jeho rezistencie, gestacného veku, recidiv a klinic-
kého tisudku, pricom treba brat’ ohl'ad aj na zmeny
farmakokinetiky lieCiva v gravidite. Ich nadmerné
uzivanie vSak moze prispiet k rozvoju antimikro-
bialnej rezistencie. V ramci doplnkovej terapie je re-
lativne bezpecna prirodna liecba a v poslednej dobe
sa umocinuje aj postavenie probiotik v prevencii a te-
rapii urogenitalnych infekcii. Ve'mi dobré vysledky
prinasa kombinovana liecba probiotik s antibiotikami
a antimykotikami. Preventivne spravanie je v sicas-
nosti najlepSou moznostou, ako znizit' vyskyt UTI a

vyhnut' sa uzivaniu antibiotik v tehotenstve.

MATERIAL A METODY

Data o aktualnej farmakoterapii urogenitalnych in-

fekcii v gravidite sme ziskali skimanim a porovnava-
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nim informaécii z 3 oblasti:
» analyza vybranych kazuistik
» analyza preskripcie

e online dotaznik.

Pod vedenim odbornej konzultantky z klinickej
praxe, pani doktorky MUDr. Zuzany Luteranove;j,
sme pouzili 4 kazuistiky tehotnych zien podstupuju-
cich lie¢bu a hospitalizacie kvoli UTI. Okrem tidajov
z pouzitej ambulantnej terapie sme pouzili aj dolo-
zené lekarske spravy z hospitalizacii v nemocnici,
vd’aka ¢omu sme vedeli zhodnotit' nasledovnt na-
sadenu terapiu. Informacie boli ¢erpané z lickovych
kariet pacientok pod dohladom a so suhlasom pani
doktorky a vSetko prebichalo v stulade s o zakonom
¢.18/2018 Z. z o ochrane osobnych tdajov a o zmene
a doplneni niektorych zakonov.

Z pozicie farmaceuta pracujuceho v lekarni (Dr.
Max) sme preskumali a ziskali data z lekarskych re-
ceptov (121 receptov) o type a frekvencii predpiso-
vanych lieciv ako aj o veku postihnutych zien. Jed-
notlivé udaje z lekarskych predpisov sme zhrnuli do
tabul’ky pomocou Microsoft Word. Zber udajov sa
uskutocnil od septembra 2021 do augusta 2022.

Online dotaznik doplnkovo sluzil na porovnanie a
potvrdenie alebo vyvratenie typu lieciv predpisova-
nych na liecbu UTI v tehotenstve. Nejedna sa o Stan-
dardizovany dotaznik. Otazky boli zostavené podl'a
potreby porovnavania a nasho uvazenia. Dotaznik
bol dostupny na internete od marca 2022 do augusta
2022, pricom ho vyplnilo 120 zien. Bol vytvoreny na
stranke www.survio.sk. Otazky boli zamerané na vek,
Stadium tehotenstva, postup lieCby a prevenciu. Jed-
notlivé odpovede sme spracovali pomocou tabuliek a

grafov s vyuzitim Microsoft Excel a Microsoft Word.

VYSLEDKY

Vysledky stadie prezentujeme v tabul’kach 1 — 4.

1. Analyza kazuistik



Tab. 1: Kazuistiky

Kazuistika Vek Stadium Svmptém Hospita- Terapia
tehotenstva ymptomy lizacia
Pacientka 25 rokov 25. tyzden kolika, horucka 1x ATB,
s hydronefrézou 2. trimester spazmolytika
Pacientka so 34 rokov 23. tyzden kolika, horucka, nie ATB,
zavedenim stentom 2. trimester triaska zavedenie
a suspekciou na (s postupnym stentu
PLN vymiznutim)
Pacientka 38 rokov 7. tyzden bolest’ v pravom ano ATB celkové
s vrodenou boku opakovane a lokdlne,
hydronefrozou bez hortcky spazmolytika,
po IMC stent
Pacientka s GBS 34 rokov 29. tyzden , ., nie ATB celkové
. vytok bez inych .
3. trimester , a lokalne
priznakov
2. Online dotaznik
Tab. 2: Udaje z online dotaznika
Vek Stadium Urogenitalne infekcie Terapia Prevencia
tehotenstva
mimo pocas atb ano | 76,66 %
18 — 25 . tehotenstva tehotenstva
23,33 % | 1.trimester | 5% .
rokov ano 54 % 50 % atb + nie | 23,33 %
probiotika
26 —-35 | 58,33 % | 2. trimester | 9 % nie 38 % 45 % probiotika
rokov
36 —-40 8,3 % | 3.trimester | 18 % neviem 8 % 5% bez lieCby
rokov
41 10 % aktualne 68 %
rokov bez
gravidity

3. Analyza lekarskych predpisov

V tabul’ke 4 su uvedené lieciva najviac uvadzané v

Tab. 3: Vek pacientok z receptov

dotazniku a predpisované lekarmi na receptoch.

Vek Pocet pacientok
18 — 25 rokov 36 (29,75 %)
26 — 35 rokov 81 (66,94 %)
36 — 40 rokov 5(4,13 %)
DISKUSIA

Kontrolné laboratérne vysetrenie mocu je sti¢ast'ou
vstupného vySetrenia v poradni tehotnych Zien. Bak-
térie odhalené kultivaciou mocu vieme identifikovat’
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Tab. 4: Lieiva pouZivané v tehotenstve

Liedivo Liek Lekarsky Online
predpis dotaznik
Nifuratel + nystatin Macmiror complex 23 20
Trimetoprim + sulfametoxazol | Biseptol 13 4
Cefuroxim Zinnat, Xorimax 14
Cefprozil (2. generacia) Cefzil 11
Fosfomycin tromentadol Monural 12
Aminopenicilin + Unasyn, Amoksiklav,
inhibitor betalaktamazy Augmentin, Medoclav, Penlac, Betaclav, 9
Megamox
Aminopeniciliny Duomox, Ospamox 3 3
Metronidazol Entizol supp. 3
Klindamycin Dalacin 2 % crm. vag. 5 0
Ciprofloxacin Ciphin, Ciplox, Ciprinol, 0
Medociprin, Ciprofloxacin Sandoz a Teva
Norfloxacin Nolicin 0 2
Klotrimazol Candibene tbl. vag./crm.,
Canesten tbl. vag./crm.,
Clotrimazol AL 100 tbl. vag., 17
Clotrimazol AL 200 tbl. vag.
Butokonazol Gynazol 2 % crm. vag.
Fentikonazoliumnitrat Lomexin 2 % crm. vag.
Nifuratel + polymyxin B + Polygynax cps. vag.
nystatin
Dekvaliniumchlorid Fluomizin tbl. vag. 2 0

kvalitativne, ale aj kvantitativne a nasledne stanove-
nim ich citlivosti na rézne antibiotické lie¢iva ziska-
vame udaje pre racionalnu terapiu.

Vel'mi Castou komplikaciou stuvisiacou s UTI sa
ukazala v kazuistikach hydronefroza. Fyziologicka
hydronefréza sa objavuje u 80 % Zien. Je to spdsobe-
né tym, Ze obliky sa pocas gravidity zvacsuja v diz-
ke i objeme (Cheung a Lafayette, 2013). ZvécSenie
obli¢iek v priemere o 30 % sa pripisuje zvySenému
prietoku krvi, objemu tekutiny v intersticiu a dila-
tacii mocovych ciest. Najmd mechanickym tlakom
dochadza k stavu fyziologickej hydronefrozy (az 300
ml) viac vpravo a moznej pyelonefritide (Kohlhepp
a kol., 2018). Chavan s kolektivom (2021) uvadza-
ju, ze aj fyziologicky pritomna dilatacia mocovych

ciest moze prejst’ do symptomatickej fazy s prejavom
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koliky, ¢o bolo pritomné aj v kazuistikach. Rezimo-
vé opatrenia na zmiernenie hydronefrézy v pripade
druhej pacientky nedosahovali pozadovant Glavu, a
preto bolo potrebné zvolit’ lieCbu chirurgicka (zave-
denie JJ stentu). Zavedenie JJ stentu pocas gravidi-
ty je bezpecné, u¢inné, malo invazivne a prebicha v
lokalnej anestézii. Irackd Studia z roku 2013 a nova
studia z Indie odporuca aplikovanie stentu ako lie¢-
bu prvej linie u tehotnych zien s kolikami a rezisten-
ciou na farmakoterapiu (Ngai, 2013; Chavan a kol.,
2021). Klinické stadie uvadzaji, ze hydronefroza
sa najcastejSie diagnostikuje koncom druhého a za-
Ciatkom tretieho trimestra s pravostrannou prevahou,
¢o je aj pripad nasich kazuistik (Wang a kol., 2022).
Nasledné pozitivne bakteriologické kultiry v moci
druhej pacientky a pretrvavajiuce symptomy si vyza-



dovali dlhodobt lie¢bu antibiotikami az do porodu s
naslednym pouzivanim imodulancii v dosledku reci-
div. Imunomodulancia s obsahom lyzatov E. coli v
klinickych stadiach preukazuju vysoku, viac ako 50
% ucinnost’ voci rekurentnym IMC (Kréméry a kol.,
2010). Nebezpecnu kolonizaciu v tehotenstve spdso-
buje okrem inych Streptococus agalactiae. Skrining
infekcie GBS by mal byt vykonany u vSetkych te-
hotnych zien (35. — 38. tyzdei) okrem tych, ktoré
mali pozitivny vysledok na GBS kedykol'vek pocas
tehotenstva. V pripade pozitivneho vysledku nie je
indikovana liecba pred pérodom, pretoze v takomto
pripade je vzdy nutné podat’ antibiotika intravendzne
od prijmu na pérodnu salu (najlepsie 4 hodiny pred
porodom) az do pdrodu. Tato intravendzna liecba
sa zahajuje aj pri pred¢asnom odtoku plodovej vody
hned’ po prijme na salu (Hajek a kol., 2014).

Stadium tehotenstva znaéne ovplyviiuje moznosti
farmakoterapie v pripade vyskytu urogenitalnych, ale
aj inych infekcii. Najrizikovejsi je prvy trimester te-
hotenstva, kedy prebieha najdolezitejSia cast’ vyvoja
plodu.

Nadpolovicna vicsina (54 %) opytanych zien uz
pred tehotenstvom mala skasenost’ s vyskytom in-
fekcie urogenitalneho aparatu, o je mozné dat’ do
stvislosti s nachylnostou k UTI pocas tehotenstva.
Dotaznik ukazal, ze vyskyt urogenitalnych infekcii v
obdobi tehotenstva je pomerne vyrovnany s nepritom-
nostou infekcie. Studia Naidoo a kolektivu z JuZnej
Afriky (2021) zahtnala 416 receptov (184 tehotnych
zien), ktoré boli lieCené antibiotikami. Bolo zistené,
ze UTI su tretou najcastejsie lieCenou infekciou v te-
hotenstve pouzitim antibiotik.
trimestri gravidity. Treti trimester gravidity bol u 32
% tehotnych zien obdobim vyskytu infekcie oproti 27
%, ktoré zazili UTI v prvom trimestri. Porovnatel'né
s tymito vysledkami boli aj kazuistiky, kde u dvoch
zien prebichala infekcia v obdobi druhého trimestra.
Dalsiu rodi¢ku zasiahla UTI v prvom trimestri, ale
pokracovala az do druhého trimestra a jedna z nich
prekonala UTI v tretom trimestri. V porovnani so §ta-
diou zo zahrani¢ia sa udaje trosku lisia. Udaje ziskané

z velkej Stadie zas preukazali najvySsie percento (41
%) infekcie urogenitalneho traktu u tehotnych zien
v prvom trimestri, 22 % v obdobi druhého trimestra
a 11,8 % v tretom trimestri (Allen, 2018). Viaceré
Stidie neodportcaju uzivanie liekov v prvom trimes-
tri, pretoze plod sa stale vyvija. Nedavny prehlad
Cochrane hodnotil pouzivanie antibiotik v druhom
a tretom trimestri a zistilo sa, Ze riziko sa nezvysilo
v obdobi tychto trimestrov. Spolo¢ny zaver autorov
vSak poukazuje na to, ze dokazy nie st dostato¢né
na uplné vyhodnotenie mozného poskodenia plodu
(Thinkhamrop a kol., 2015).

Napriek tymto vysledkom sme zistili, ze Zeny sa v
23 % pripadov liecia bez odbornej konzultacie leka-
rom a spoliehajl sa na to, Ze infekcie ustupia samé,
resp. ze ich dokazu potlacit domacou liecbou. Pod-
statnd Cast’ Zien voli spravnu vol'bu pri vyskyte UTI a
tou je navsteva lekara, ktory moéze hned’ v zaCiatku za-
hajit’ logicku liecbu na zéklade ziskanych vysledkov.
Lekar ma k dispozicii moznosti presnej diagnostiky,
¢o zamedzi nespravnemu urceniu diagnozy a zbytoc-
nej liecbe. Iba 9 % navstivi lekaren, ktora je miestom
prvého kontaktu, kde lekarnici vedia odborne pora-
dit’ a zvolit’ typ lieciva. Avsak v lekarni sa lieky volia
na zaklade symptémov udavanych pacientom, ktoré
mozu byt Casto nepresné a zvolena liecba sa moze
stat’ neucinnou. 4 % Zien sa nelie€i pri vyskyte infek-
cii urogenitalneho traktu.

Navsteva lekara a nasadenie antibiotik bola naj-
CastejSou odpoved’'ou v otazke o liecbe. PocCetnost’ou
rovnaké zastupenie mali lokalne probiotika, ktoré si
zeny vedia vyzdvihnat v lekarni bez predpisu na od-
porucanie lekarnika alebo lekara. Druhou najcastej-
Sou odpoved’ou bolo uzivanie kombinacie antibiotika
a probiotika.

Dnesna doba ukazuje, ze uzivanie antibiotik v teho-
tenstve exponencionalne rastie. Zo studii vyplyva, ze
kazda stvrta tehotna Zena ma predpisané antibiotikum
(Bookstaver a kol., 2015). V stadii z Juznej Afriky
boli ako najCastejSie predpisované antibiotika hlasené
peniciliny (39,7 %); makrolidy (13,0 %) a kombino-
vané peniciliny s inhibitormi beta-laktamazy (12,3
%) (Naidoo a kol., 2021). Dal3ie literarne zdroje uva-
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Obr. 1: Zasady terapie asymptomatickej bakteritrie

Terapia:

-peroralna forma

-v ambulantne;j starostlivosti

-kontrola o 2-7 dni

*opakovany nalez bakteritrie s rovnakym patogénom

-jednorazova, kauzalna, na zaklade kultivacie a stanovenia citlivosti
ampicilin + sulbaktam / amoxicilin + kyselina klavulanova
(3 tablety po 375 mg)

Cefalosporiny I. generacie ( jednorazovo 2 g)

Obr. 2: Zasady terapie cystitidy

Terapia:
-peroralna formaY 3 dni

(3-7 dni) —

-v ambulantnej starostlivosti

-kontrola o 5-7 dni

- empiricka lie¢ba
5-7 dni - ak symptémy neodzneju
- podl'a vysledku mikrobiologického vysetrenia a citlivosti
—»Polosyntetické PNC, cefalosporiny. chranené PNC (v 3. trimestri !)

J» »Amoxicilin (kaZzdych 8 hodin x 500 mg)
\ »Cefalosporiny II. generacie (kazdych 8 az 12 hodin x 250 mg)

Amoxicilin + kyselina klavulanova ( kazdych 8 hodin x 375 mg)

Recidivujnica cystitida wbooster terapia - 10 dnové cykly v priebehu 3 mesiacov

- podmienka :

sterilny moc¢

dzajt, ze beta-laktamové antibiotika tvoria priblizne
65 % vsetkej antibiotickej lieCby pouzivanej pocas te-
hotenstva, pricom 30 % zastupujt peniciliny (Book-
staver a kol., 2015). Stadia vykonana profesorkou
Allen v roku 2018, pod zastitou Centra pre kontrolu
a prevenciu chorob, zastresuje 34 864 tehotnych Zien,
u ktorych sa vyskytli UTI. Ako najfrekventovanejsie
predpisovanymi antibiotikami pocas tehotenstva sa v
tejto Studii ukazali nitrofurantoin, cefalosporiny a pe-
niciliny. Kazuistiky, dotaznik a aj lekarske predpisy
preukazali pomerne rovnaké zastipenie predpisova-
nych antibiotickych lie¢iv uréenych na terapiu.
Najcastejsie uvadzanou diagndézou na lekarskych
predpisoch bola diagnéza O 23.9 (Iné a neSpecifiko-

76

vana infekcia mocovopohlavnej sustavy v tarchavos-
ti).

Vhodné antibiotikum pre tehotné zeny by malo spi-
nat’ vSeobecné kritéria, ako je dobra vstrebatel'nost
po peroralnom podani, nasledne vysoké koncentracie
lie¢iva v moc€i a samozrejme ¢o najmenej neziadu-
cich ucinkov a nizky stupen toxicity (Masata a kol.,
2006). Eurdpska asocidcia urolégov najnovsie odpo-
ruca vyuzivat' 3 — 5-dnové rezimy namiesto 7-dio-
vych (Bonkat a kol., 2022). Podl'a ziskanych udajov
zo $tudii a odporucani sme spracovali zasady liecby
jednotlivych UTI, ktoré st uvedené na obrazkoch niz-
Sie.

LahSou cestou, ako liecit’ infekcie urogenitalneho



Obr. 3: Zasady terapie pyelonefritidy

Terapia:

dni
-kontrola po 2 diiovej i.v. terapii
po 4 diovej terapii
2-3 dni pred koncom p.o. terapie

-odportucanie po skoceni liecby :

Cefalosporiny II. a III. generacie

Recidiviijiica pyelonefritida

-hospitalizacia +~ odber moc¢u cievkovanim na kultivaciu

-bezodkladna intravendzna liec¢ba; empiricky. pokial’ nebudu dostupne vysledky kultivacie
-pokojovy rezim na l6zku + hydratacia pacientky (pitny rezim a intravenézne 150ml/hod)
-antipyreticka lie¢ba (paracetamol S500-1000 mg 3 az 4 X denne, maximalne 4000mg)

- i.v. terapia do vymiznutia klinickych priznakov s naslednou pokrac¢ovacou p.o. liecbou = 14

opakovat’ kultivaciu spontannym vymocenim

tzv. NOCNE KRYTIE (2-4 tyZdne podavat rovnaké ATB

v p.o. forme v davke ako pri jednorazovej terapii)

Zvazit’ siéasné/ nasledné pouzZivanie imunoterapeutika]

Cefalosporiny IV. generacie (len septickée stavy)

Chranené PNC (druha polovica gravidity, 3. trimester

-terapia ako pri 1. vzplanuti, no cielena na zaklade zistenej citlivosti + imunoterapia

-po prepusteni z nemocnice —» dlhodoba profylaxia = noc¢né krytie (ATB+ imunomodulans)

+ i.v. aminoglykozidy (gentamycin)

traktu, je uspesne im predchadzat’. Respondentky ako
najcastejSiu moznost’ preventivnych opatreni uvadza-
ju pravidelnt intimnu hygienu s vhodnym intimnym
gélom na to urcenym. Ako d’alSie moznosti uviedli
pravidelné lekarske prehliadky a preventivne uziva-
nie probiotik.

Pri kazdej liecbe antibiotikami je nielen vhodné, ale
aj potrebné ¢loveku odporucit’ uzivanie probiotik, aby
sa predislo neziaducim uc¢inkom antibiotik na mikro-
floru ¢reva a vaginy. Medzi antibiotikom a probioti-
kom je potrebné dodrzat’ ¢asovy odstup idealne 2 az 4
hodiny, aby sa zabranilo zneSkodneniu probiotického
obsahu antibiotikom. NajcCastejSie sa na obnovenie
vaginalnej mikroflory pouzivaja probiotika osbahuju-
ce Lactobacillus rhamnosus, fermentatum, acidophi-
lus, plantarum, casei, delbrueckii, gasseri. Vysledky
klinickych studii skiimajucich pouzitie probiotik na
prevenciu a liecbu inych ochoreni nie st postacujuce,
ale predpokladd sa rovnako prospesny ucinok aj pri

liecbe urogenitalnych infekceii, alergii, ¢i inych gas-

trointestinalnych ochoreni alebo infekcii dychacich
ciest (Hanson a kol., 2016).

ZAVER

Farmakoterapia a postupy skiimané v kazuistikach
boli v stilade s celosvetovymi usmerneniami a $ta-
diami. V pripade jednej kazuistiky sme odhalili neo-
podstatnent1 liecbu antibiotickym lie¢ivom. Takéto
situdcie nadbytocnej a zbytocnej terapie by mali byt’
eliminované, pretoze nadmerné a nespravne uzivanie
antibiotik podporuje rozvoj antimikrobialnej rezis-
tencie (AMR).

Informacie ziskané od laickej verejnosti formou ne-
Standardizovaného dotaznika nam ukazali, ako Zeny
postupuju pri rieSeni komplikacii zdravotného stavu
a kolko z nich vyuziva moznosti racionalnej farma-
koterapie. Navsteva lekara je stale prvou vol'bou pri
vyskyte dyskomfortu u tehotnych zien a navsteva
lekarne je podstatne menej Casto vyuzivana volba.
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Lieciva, ktoré Zeny uvadzali, s pomerne bezpe¢né,
ale napriek tomu sa vyskytli 2 pripady antibiotického
lieciva s kontraindikaciou v tehotenstve. Probioticka
profylaxia a lie¢ba maja vel’ky potencial v budicnosti
v oblasti urogenitalnych infekcii. Ich najvac¢sou vyho-
dou je, ze sa mbézu pouzivat bez nejakych vaznejsich
obmedzeni, Cize aj pocas tehotenstva.

Pri analyze preskripcie na jednotlivych lekarskych
predpisoch nebola nami zistend ziadna chybna pre-
skripcia. Na kontrolu bezpecnosti lie¢iv v tehotenstve
sme vyuzivali 3 hodnotiace systémy (FDA, ADEC a
SPC). Podla nasho nazoru je FDA klasifikacia naj-
vhodnejsia na hodnotenie rizika v tehotenstve. Co
sa tyka klasifikacie rizika lieiv, tak najprisnejsi je
suhrn charakteristickych vlastnosti lieku. AvSak na
druhej strane je aj vel'mi vSeobecny, nepresny a prilis
opatrny v tvrdeniach. Neuvadza presné informacie o
riziku pouzitia lieCiva v tehotenstve a skoro pri vSet-
kych skamanych lie¢ivach je uvedeny rovnaky text
0 obmedzenych udajoch o bezpecnosti, ktory uvadza,
ze odporuca uzivanie lieCiva len ak to zvazi lekar a
benefit prevazi riziko. Dovodom tychto chybajucich
informacii su etické obavy, ktoré obmedzuju dostup-
nost’ klinickych dokazov.

Sthrne mozno povedat, ze liecba infekcii urogeni-
talneho traktu u tehotnych zien na Slovensku ma este
zna¢né¢ medzery. Neexistuje vhodné usmernenie na
urcenie bezpecnosti lieCiv a taktiez postup pre ambu-
lantnt a nemocni¢nu terapiu. Niekedy sa liecba neza-
klada na vysledkoch klinickych stadii, ale na zvyku
lekérov.
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ABSTRAKT

Candida albicans, neSkodny komenzal
sliznice ustnej dutiny, gastrointestinalneho a uro-
genitalneho traktu, moze spdsobit infekcie, ktoré
su Casto spojené s tvorbou biofilmu na povrchu hos-
titelskych tkaniv alebo zdravotnickych pomdckach.
Biofilmy vykazuju zvySenu rezistenciu na antimy-
kotika, ¢o vedie k potrebe hladat nové moznosti te-
rapie. V nasej $tudii sme sa zamerali na testovanie
antibiofilmovej ucinnosti antimykotik (flukonazol,
klotrimazol a nystatin) a rastlinnych silic (¢ajovni-
kova, eukalyptova, muskatova, klincekova a pama-
joranova) a ich kombindcii na 21 klinickych izola-
toch C. albicans. Stanovenie MIC bolo vykonané
pomocou §tandardnej mikrodilu¢nej metody M27-
-A2 (CLSI, 2002). Na testovanie udinnosti kombi-
nacie bol pouzity $achovnicovy test. Planktonické
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bunky vykazovali vysoku rezistenciu voci nystatinu
(100 %) a flukonazolu (95,2 %). U¢innejsi bol klot-
rimazol, na ktory boli citlivé 3 izolaty (14, 3 %) a
18 kmenov (85,7 %) bolo rezistentnych. Pri siliciach
sme najlepsiu antifungalnu aktivitu zaznamenali
pri pamajoranovej (MIC,) = 400 ug.ml") a klince-
kovej silici (MIC,, = 400 pg.ml"). NiZzSia ucinnost
bola zistena pri ¢ajovnikovej silici (MIC,, = 50 000
pug.ml'). Na testovanie ucinnosti kombinacii bol
vybrany klotrimazol, pamajoranova a cajovnikova
silica. Obidve kombinacie boli dostato¢ne tucinné.
Kombinaciou klotrimazolu s ¢ajovnikovou silicou
bol dosiahnuty synergicky ucinok pri 7 izolatoch
(33,3 %) a aditivny ucinok pri 4 izolatoch (19,1 %).
Kombinaciou klotrimazolu s pamajoranovou sili-
cou bol zaznamenany synergicky ucinok pri 5 kme-
noch (23,8 %) a aditivny ucinok pri 10 izolatoch
(47,6 %). Tieto kombinacie boli pouzité na testova-



nie antibiofilmovej uc¢innosti. Kombinaciou klot-
rimazolu s pamajoranovou silicou na 0-hodinovy
biofilm (adherenc¢na faza) bol dosiahnuty aditivny
ucinok pri 5 izolatoch (50 %) a indiferentny uci-
nok pri 5 izolatoch (50 %). Pri vytvorenom, 48-ho-
dinovom biofilme bol zisteny 100 % indiferentny
ucinok (10 kmenov). Kombinaciou klotrimazolu s
cajovnikovou silicou bol pri 0-hodinovom biofilme
dosiahnuty aditivny ucinok pri 3 izolatoch (42,9 %)
a indiferentny ucinok pri 4 kmenoch (57,1 %). Pri
48-h biofilme bol pri tejto kombinacii zaznamena-
ny aditivny acinok pri 4 kmenoch (57,1 %) a indi-
ferentny ucinok pri 3 izolatoch (42,9 %). Vysledky
$tadie naznacuji, ze rastlinné silice predstavuju lat-
ky vhodné pre kombinaciu s antimykotikami proti

biofilm tvoriacim kvasinkam Candida albicans.

Kriacové slova: antimykotika; biofilm; Candida
albicans; rastlinné silice

ABSTRACT

Candida albicans, a harmless commensal of the
oral mucosa, gastrointestinal and urogenital tract,
can cause infections that are often associated with
biofilm formation on the surface of host tissues or
medical devices. Biofilms show increased resis-
tance to antifungals which leads to need to look for
new treatment options. In our study, we focused
on testing the antibiofilm efficacy of antifungals
(fluconazole, clotrimazole and nystatin) and plant
essential oils (tea tree, eucalyptus, nutmeg, clove
and oregano) and their combinations on 21 clinical
isolates of C. albicans. The MIC was determined
using the standard microdilution method M27-A2
(CLSI, 2002). A checkerboard test was used to test
the effectiveness of the combination. Planktonic
cells showed high resistance to nystatin (100 %)
and fluconazole (95.2 %). Clotrimazole was more
effective, to which 3 isolates (14.3 %) were sensi-
tive and 18 strains (85.7 %) were resistant. For
essential oils, the best antifungal activity was re-
corded for oregano (MIC, = 400 pl.g") and clove

essential oil (MIC,, = 400 pl.g"). Lower efficacy
was found for tea tree essential oil (MIC,, = 50 000
ul.g?). Clotrimazole, oregano and tea tree essential
oils were selected to test the efficacy of the combi-
nations. Both combinations were sufficiently effec-
tive. The combination of clotrimazole with tea-tree
oil resulted in a synergistic effect in 7 isolates (33.3
%) and an additive effect in 4 isolates (19.1 %).
The combination of clotrimazole with oregano es-
sential oil showed a synergistic effect in 5 strains
(23.8 %) and the additive one to 10 isolates (47.6
%). These combinations were used to test the an-
tibiofilm activity. The combination of clotrimazole
with oregano essential oil on 0-hour biofilm (ad-
herence phase) achieved an additive effect in 5 iso-
lates (50 %) and an indifferent effect in 5 isolates
(50 %). With the formed 48-hour biofilm, a 100 %
indifferent effect was found (10 strains). The com-
bination of clotrimazole with tea tree essential oil
achieved an additive effect in 3 isolates (42.9 %)
and an indifferent effect in 4 strains (57.1 %) on
0-hour biofilm. On 48-hour biofilm, an additive
effect was observed in 4 strains (57.1 %) and an
indifferent effect in 3 isolates (42.9 %) by using this
combination. The results of the study suggest that
plant essential oils are potential substances sui-
table in combination with antifungals against the
biofilm-forming yeast Candida albicans.

Key words: antimycotics; biofilm; Candida albi-
cans; plants essential oils

uvoD

Candida albicans je najcastejsie izolovanou kva-
sinkou, ktora spdsobuje rozne infekcie, od povrcho-
vych mukoéznych az po systémové mykoézy (Cabarka-
pa a kol, 2015).

Tvorba biofilmu je hlavnym faktorom virulencie v
patogenite kandid (Angiolella a kol., 2024). Infekcie,
ktoré sprevadza tvorba biofilmu st hrozbou pre l'ud-
ské zdravie, pretoze biofilmy su vysoko rezistentné
vo¢i antimykotikdam. Candida albiacans méze vy-
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tvarat’ biofilmy na roéznych lekarskych protetickych
zariadeniach ako su umelé srdcové chlopne, kar-
diostimulétory, protézy, protetické kiby, vnutromater-
nicové telieska alebo katétre. Biofilmy st komplexné
trojrozmerné Struktary pozostavajice z kvasinkovej a
hyfalnej formy, uzavretej v extraceluldrnej polymér-
nej matrici, vd’aka ktorej st nedostupné pre lieciva a
vytvaraju obranu pred hostitel'om (Jadhav a Karup-
payil, 2017).

Na liecbu kandidozy sa najcastejsie vyuzivaju po-
lyény ako je nystatin a amfotericin B a azolové anti-
mykotika vratane klotrimazolu alebo flukonazolu (de
Oliveira Santos a kol., 2018; Quindos a kol., 2019).
Ich opakované podavanie vedie ¢asto k vyvoju rezis-
tencie, najmi pri kandidézach spojenych s tvorbou
biofilmu (Massey a kol., 2023). Je preto potrebné hl’a-
dat’ nové moznosti liecby, ktoré umoznia zvysit anti-
fungalnu a antibiofilmovu uc¢innost’ konvencnych lie-
¢iv. Niektoré Studie poukazuji na perspektivne vyu-
zitie rastlinnych silic v kombindcii so syntetickymi
lie¢ivami (Ngo-Mback a kol., 2020).

Rastlinné silice st prchavé prirodné zlti€eniny pro-
dukované aromatickymi rastlinami s r6znymi biolo-
gickymi vlastnostami (Peixoto a kol., 2017). Silice
ziskané z kory, listov a kvetov st v 'udovom lieci-
tel'stve pouzivané Casto, pretoze predstavuju lacna
alternativu k modernym lickom. V poslednej dobe sa
stali predmetom vedeckého zaujmu kvoli ich antibak-
teridlnym a antifungalnym tc¢inkom, ktoré pravdepo-
dobne stvisia s ich obsahovym zloZenim (Manoharan
akol., 2017).

Tato studia bola zamerana na testovanie antifungal-
nej aktivity vybranych antimykotik a rastlinnych si-
lic a ich moznych kombinacii voci biofilm tvoriacim
kvasinkam C. albicans.

MATERIAL A METODY

Testovanie antifungilnej ucinnosti antimykotik a
silic

Do experimentu bolo zaradenych 21 klinickych
izolatov a referencny kmen Candida albicans CCM
8320 (Ceské sbirka mikroorganizmt, Brno, Ceska
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republika), ktory bol pouzity na validaciu kvality tes-
tovania. Klinické izolaty boli ziskané z Ustavu lekér-
skej a klinickej mikrobiologie Univerzitnej nemocni-
ce Louisa Pasteura v Kosiciach.

Antimykotickd u¢innost’ vybranych antimykotik
(klotrimazol, flukonazol a nystatin; Sigma Aldrich,
St. Louis, USA) a silic (eukalyptova, klin¢ekova,
muskatova, pamajoranova, cajovnikova; Calendula
a. s., Nova Luboviia, SR); bola testovana Standard-
nou mikrodilu¢nou metdédou M27-A2 (CLSI, 2002);
s mensimi modifikaciami.

Testovanie bolo vykonané v 96-jamkovych platnic-
kach. Jednotlivé koncentracie antimykotik o objeme
100 pl boli pripravené dvojkovym riedenim priamo
v jamkéach 1 — 10 mikrotitra¢nej platnicky v rozpiti
64 — 0,0125 pg.ml? (klotrimazol, nystatin), resp. 128
— 0,25 pg.ml? (flukonazol). K nariedenym antimyko-
tikam bolo pridané inokulum kvasiniek v mnozstve
100 pl, ktoré zodpovedalo hustote 10° CFU.ml. Ako
zivné médium pri riedeni antimykotik aj inokula bol
pouzity Sabouraud dextrézovy agar s chloramfeniko-
lom (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Bombaj, India).
Jamka 11 obsahovala iba 200 pl média (negativna
kontrola). Jamka 12 (pozitivna kontrola) obsahovala
médium (100 pl) a inokulum (100 pl). Po pridani ino-
kula predstavovali vysledné koncentracie pri klotri-
mazole a nystatine 32 — 0,0625 pg.ml? a pri fluko-
nazole 64 — 0,125 pg.ml™. Platnicky boli inkubované
24 hod pri 35 °C a néasledne bola od¢itana hodnota
minimalnej inhibi¢nej koncentracie (MIC) antimyko-
tik.

Podobne sa postupovalo aj pri testovani rastlinnych
silic. Zakladna, 40 % koncentracia silice (eukalyp-
tova — Eucalypti aetheroleum (Eucalyptus globulus,
Myrtaceae), klinCekova — Caryophylli floris aethe-
roleum (Syzygium aromaticum, Myrtaceae), muska-
tova — Myristicae aetheroleum (Myristica fragrans,
Mpyristicaceae), pamajoranova — Origani aethero-
leum (Origanum vulgare, Lamiaceae), ¢ajovnikova
— Melaleuca alternifolia, Myrtaceae (Calendula a. s.,
Nova LCubovna, SR); bola pripravena vo forme emul-
zie, pouzitim arabskej gumy, ktord predstavovala 30

% z objemu silice. Sterilita emulzie sa zabezpecila



Tab. 1: Interpretacné kritéria pre hodnotenie tvorby biofilmu

Priemerna hodnota OD Produkcia biofilmu
OD < ODc¢ Ziadna
ODc < OD < 2x ODc¢ Slaba
2x ODc < OD < 4x ODc Mierna
OD > 4x ODc Silna

OD — opticka denzita vzorky, ODc — priemerna hodnota negativne;j

kontroly + 3x SD negativnej kontroly

prefiltrovanim cez 0,22 pum sterilny filter. V mikrotit-
racnej platnicke boli dvojkovym riedenim pripravené
koncentracie v rozpdti 40 — 0,08 % (400 000 — 800
pg.ml?), ktoré sa po pridani inokula znizili o polovicu
na koncentraciu 20 — 0,04 % (200 000 — 400 pg.ml™).

Hodnoty MIC antimykotik a silic boli od¢itané vi-
zualne. Rast kvasiniek sa prejavil zakalom v jamke,
ktory sme porovnavali s pozitivnou, resp. negativnou
kontrolou. Opticky ¢ira, nezakalena jamka prezen-
tovala inhibiciu rastu. Hodnota MIC bola od¢itana v
jamke, v ktorej nedoslo k viditeI'nému zakalu.

Citlivost’ izolatov a referenéného kmena C. albi-
cans na antimykotika bola v pripade flukonazolu
vyhodnotend podla interpretacnych kritérii M27-A2
(CLSI, 2002): citlivy (S) — MIC < 8 ug.ml; citlivy v
zavislosti od davky (SDD) — MIC 16 — 32 pug.ml?; re-
zistentny (R) — MIC > 64 ng.ml™. Ked’ze pre nystatin
nie su dostupné kritéria, hodnotili sme ho ako amfote-
ricin B: citlivy (S) — MIC < 1 pg.ml?; rezistentny (R)
—MIC >1 pg.ml™. Pri klotrimazole boli pouzité inter-
pretacné kritéria podl'a Nelsona: citlivy (S) — MIC <
0,5 pg.ml?; rezistentny (R) — MIC > 0,5 pg.ml™.

Testovanie tvorby biofilmu
Tvorba biofilmu bola testovana podla metodiky

opisanej Jinom a kol. (2003). Suspenzia kvasiniek
(107 CFU.mI) bola pripravena po 18-hodinovej kul-
tivacii kvasiniek v 20 ml SBG (Sabouraud gluk6zové
médium), pri 35 °C na orbitalnej trepacke pri 80 rpm.
Kultara kvasiniek bola 2x scentrifugovana (1000 rpm
10 minit) a premyta s 5 ml fosfatového tlmivého roz-

toku (PBS). Z kazdého izolatu a referen¢ného kmena
sa nanieslo 100 pl suspenzie do 3 jamiek mikrotit-
racnej platnicky. Tri jamky vSak ostali prazdne, bez
suspenzie a sltzili ako kontrola. Po 1,5 hod inkuba-
cii (faza adherencie) pri 35 °C a 80 rpm boli jamky
2-krat premyté so 150 ul PBS a do kazdej jamky sa
pridalo 200 pl SBG. Platnicka bola inkubovana 66
hod pri 35 °C a 80 rpm. Po 66 hodinach bol vytvore-
ny biofilm ofarbeny krystalvioletou a pomocou Elisa
readera (Dynex, Ceska republika ) bola odmeran4 ab-
sorbancia pri 630 nm.

Intenzita tvorby biofilmu (vid’ tab. 1) sa hodnotila
na zaklade interpretacnych kritérii podl’a Ruchi a kol.
(2015).

Testovanie ucinnosti kombinacie antimykotik a si-

lic na planktonické a biofilm tvoriace bunky
Na testovanie bol pouzity Sachovnicovy test. Z an-

timykotik bol pre testovanie vybraty klotrimazol a zo

silic pamajoranova a ¢ajovnikova silica.

Utinnost’ kombinicie na planktonické bunky
Jednotlivé koncentracie klotrimazolu, pripravené
na zaklade hodnét MIC, boli aplikované v platnicke
vertikalne, do stipcov 1 —9 v mnozstve 50 pl a pred-
stavovali hodnoty MIC x 8, MIC x 4, MIC x 2, MIC
aMIC:2 MIC: 4, MIC:8, MIC: 16, MIC : 32. K
nim boli pridané jednotlivé koncentracie silic (pama-
joranova, resp. ¢ajovnikova silica), v mnozstve 50 ul,
horizontalne do jamiek A — G, ktor¢ sa rovnali hodno-
tam MIC x 8, MIC x 4, MIC x 2, MIC a MIC : 2, MIC
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: 4, MIC : 8. Nasledne sa do kazdej jamky pridalo
100 pl inokula C. albicans, s obsahom 10® CFU.ml.
Jamky v stipci 10 obsahovali jednotlivé koncentracie
testovane;j silice (50 pl), 50 ul SBG a 100 pl inokula.
Jamky v riadku H obsahovali jednotlivé koncentracie
antimykotika (50 pl), 50 pul SBG a 100 pl inokula.
Do jamiek v stipci 11 (negativna kontrola) bolo na-
nesené iba SBG (200 pl). Do jamiek v stipci 12 (po-
zitivna kontrola) bolo aplikované SBG a inokulum v
mnozstve po 100 pl. Po 24-hodinovej inkubacii pri
35 °C bola od¢itand minimdlna inhibi¢na koncentra-
cia kombinacie (MICC).

Utinnost” kombinacie bola hodnotena na zaklade
FICI, pri vypocte ktorého bol pouzity nasledujici

VZOrec:

MICC

FICI = MIC

silica +

MIC antimykotikum

Na zaklade hodnoty FICI bol vysledny efekt kom-
binacie interpretovany ako synergicky (FICI < 0,5);
aditivny (FICI 0,5 — < 1,0); indiferentny (FICI > 1,0 —
<4,0) alebo antagonisticky (FICI > 4,0) (Silva a kol.,
2016).

Utinnost’ kombinacie antimykotika so silicou na
biofilm tvoriace bunky

Obdobne ako pri stanoveni citlivosti planktonic-
kych buniek na kombinaciu antimykotik a silic, aj
v tomto experimente bol pouzity Sachovnicovy test.
Testovanie bolo vykonané v mikrotitracnych platnic-
kach s plochym dnom.

Suspenzia inokula (107 CFU.ml%), pripravena rov-
nako ako pri testovani tvorby biofilmu, bola aplikova-
na do jamiek stipcov 1 az 10 a do stipca 12 (pozitivna
kontrola). Do stipca 11 (negativna kontrola) nebolo
inokulum nanesené. Po 1,5 h inkubécii pri 35 °C na
orbitalnej trepacke pri 80 rpm (faza adherencie) boli
jamky 2x premyté so 150 ul PBS.

K adherovanym bunkam (0 h biofilm) bol pridany
klotrimazol vertikalne, do stipcov 1 — 9 v koncentra-
ciach MIC x 8, MIC x 4, MIC x 2, MIC a MIC : 2,
MIC : 4, MIC : 8, MIC: 16, MIC : 32, v mnozZstve
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50 ul. Silice boli aplikované horizontalne, do jamiek
riadkov A — G, po stipec 10, v koncentraciach MIC x
8, MIC x 4, MIC x 2, MIC a MIC : 2, MIC : 4, MIC
: 8, v mnozstve 50 pl. Do vietkych jamiek v stipcoch
1 — 10 bolo nasledne pridané este po 100 ul SBG, a
do jamiek v stipci 11 a 12 bolo nanesené po 200 pl
média. Platnicky boli inkubované 48 h pri 35 °C a 80
rpm. Pre lepSiu vizualizaciu vysledkov sa 4 hod pred
ich od¢itanim do vSetkych jamiek platnicky pridal
0,15 % resazurin.

Pri testovani 48-h biofilmu bolo najprv k adherova-
nym bunkdm pridané médium (200 pl SBG) a plat-
nicky boli inkubované 48 h pri 35 °C a 80 rpm. Po
48 hod bol obsah platnicky odsaty a platnicka bola
premyta 2-krat, so 150 pl PBS. Nasledne bolo do
platnicky pridané antimykotikum a silica, v rovnakej
schéme ako pri 0-h biofilme. Platnic¢ky boli inkubo-
vané 48 h pri 35 °C a 80 rpm. Rovnako ako pri 0 h
biofilme aj k 48-h biofilmu bol 4 hod pred od¢itanim
vysledkov pridany 0,15 % resazurin.

Zékladné statistické parametre vysledkov boli spra-
cované pomocou programu Excel Microsoft Office.
Pri hodnotach MIC a MICC boli stanovené: aritme-
ticky priemer (x), smerodajnd odchylka (SD), modus
(Mo) a median (Me).

VYSLEDKY

Statistické vyhodnotenie MIC (ul.ml?) testovanych
antimykotik dokumentuje tabul’ka 2. Najvyssiu ucin-
nost’ na planktonické bunky vykazoval klotrimazol.
Po 24-h expozicii boli hodnoty MIC v rozpéti 0,0625
— 16 pg.ml* a po 48 h dosahovali 2 — 16 ug.ml*. Hod-
nota MIC, po 24 h predstavovala 2 pg.ml*a po 48
h 4 ug.ml*. Hodnota MIC, sa zvysila z hodnoty 4
pg.mlpo 24 h na 16 pg.ml* po 48 h. Po 24 h boli
na klotrimazol citlivé 3 izolaty (14,3 %); 18 izola-
tov bolo rezistentnych (85,7 %). Po 48 h boli vSak na
klotrimazol rezistentné vSetky kmene (100 %).

Menej ucinny bol flukonazol, na ktory bola po 24
h zistena citlivost’ iba pri 1 testovanom kmeni (4,8
%); 20 kmenov (95,2 %) bolo rezistentnych. Po 48
hodinach bola zaznamenana rezistencia pri vsetkych



Tab. 2: Statistické vyhodnotenie MIC (ng.ml?) antimykotik

Klotrimazol Flukonazol Nystatin
Parameter
24 hod 48 hod 24 hod 48 hod 24 hod 48 hod
min — max 0,0625-16 2-16 2-16 32-64 4-16 4-8
X 3,0 9,2 54,2 62,5 53 6,1
SD 3,5 6,1 21,4 7,0 2,9 2,0
Mo 4 4 64 64 4 8
Me 2 4 64 64 4 8
MIC,, 2 4 64 64 4 8
MIC 4 16 64 64 8 8

min — max — minimalna a maximalna hodnota MIC, x — aritmeticky priemer, SD — smerodajna odchylka, Mo — modus,
Me — median, MIC,; a MIC,; — koncentracie oznaCujuce 50 % a 90 % inhibiciu izolatov, S — citlivé, S-DD — citlivé v
zavislosti od davky, R — rezistentné

Tab. 3: Statistické vyhodnotenie MIC (ng.ml?) silic

Silica
Parameter Pamajoran Klinéek TTO Eukalyptus Muskat
24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h

min 400 400 400 400 3130 | 12500 | 6250 | 25000 | 12500 | 50000
max 400 400 400 400 | 100000 | 50000 | 100000 | 200000 | 200000 | 200000
X 400 400 400 400 34673 | 33929 | 31548 | 114286 | 73810 | 295238
SD 0 0 0 0 22095 | 16366 | 22139 | 68269 | 54329 | 58043
Mo 400 400 400 400 50000 | 50000 | 25000 | 100000 | 100000 | 200000
Me 400 400 400 400 25000 | 25000 | 25000 | 100000 | 50000 | 200000
MIC, 400 400 400 400 25000 | 25000 | 25000 | 100000 | 50000 | 200000
MIC,, 400 400 400 400 50000 | 50000 | 50000 | 200000 | 100000 | 200000

min/max — minimalna, resp. maximalna hodnota MIC, x — aritmeticky priemer, SD — smerodajna odchylka, Mo — modus,
Me —median, MIC,_; a MIC , — koncentracie, oznacujice 50 % a 90 % inhibiciu izolatov, TTO — ¢ajovnikova silica

izolatoch (100 %). Hodnoty MIC po 24 h predstavo-
vali 2 — 16 pg.ml? a po 48 h boli v rozpiti 32 — 64
ug.ml*. Hodnoty MIC,, a MIC, boli rovnaké po 24
aj 48 h (64 pg.ml?).
Po 24 h aj po 48 h boli na nystatin rezistentné vsetky
testované izolaty (100 %). Hodnoty MIC boli po 24
h v rozmedzi 4 — 16 pg.ml*a po 48 h 4 — 8 pg.ml™.
MIC,, predstavovala po 24 h 4 ug.ml*a po 48 h 8
ug.ml™*. Hodnoty MIC, boli rovnaké po 24 aj 48 h, 8
pg.ml,

V tabulke 3 je uvedené Statistické vyhodnotenie

MIC (ug.ml?) testovanych silic po 24 a 48 hodinach.
a eukalyptovej silici, pri ktorych hodnoty MIC,, po
48 h dosahovali 200 000 pg.ml™. Nizku G¢innost’ vy-
kazovala aj Cajovnikova silica, pri ktorej MIC,, po 24
h aj 48 h predstavovala 50 000 pg.ml™.

Najvyssia ucinnost’ bola pri planktonickych bun-
kach zistena pri pamajoranovej a klincekovej silici, s
hodnotami MIC,; 400 ug.ml*, a to po 24 h aj 48 h.

Tabul'ka 4 uvadza Statistické tdaje hodnot MICC
(ng.ml?) kombinacii klotrimazolu s pamajoranovou a
¢ajovnikovou silicou pri planktonickych bunkach.
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Tab. 4: Vyhodnotenie MICC (ul.g*') kombinacii klotrimazolu a silic

Parameter Klotrimazol Pamajoranova Klotrimazol Cajovnikova
silica silica
min — max 0,0313-32 50-200 0,0125-38 400 — 6250
X 4,51 100 2 3497
SD 7,58 27 3,41 2187
Mo 8 100 8 6250
Me 1 100 0,125 3130

min — max — minimalna a maximalna hodnota MIC, x — aritmeticky priemer, SD — smerodajna odchylka, Mo — modus,
Me — median, MIC,, a MIC,, — koncentracie oznacujlice 50 % a 90 % inhibiciu izolatov

Tab. 5: Vyhodnotenie u¢inku (FICI) kombinacie klotrimazolu a silic na planktonické bunky

el Klotrimazol ]
Pamajoranova silica n/% Cajovnikova silica n/%
Synergi:lg,)é ucinok 5/23.8 7/33,3
Adg’i;r_nyjlé,ial"k 10/47,6 4/19,1
Indiéei‘font_ni’ :‘i’éoinok 6/28,6 10/47,6
Antagoni:tic,(l)(}" tinok 0/0 0/0

FICI — index frakénej inhibi¢nej koncentracie

MICC klotrimazolu s pamajoranovou silicou boli v
rozpiti 0,0313 — 32 pg.ml? a v kombinacii s ¢ajovni-
kovou silicou 0,0125 — 8 pg.ml™. Pri pamajoranove;j
silici boli hodnoty MICC v rozmedzi 50 — 200 pg.
mi* a pri ¢ajovnikovej silici od 400 — 6250 pg.ml™.

Vyhodnotenie ucinnosti kombinacie klotrimazolu a
silic na zaklade indexu frak¢nej inhibi¢nej koncentra-
cie (FICI) uvadza tabulka 5.

Kombinaciou klotrimazolu s pamajoranovou sili-
cou bol zaznamenany hlavne aditivny G¢inok (10 izo-
latov; 47,6 %). Indiferentny Gc¢inok bol pozorovany
pri 6 kmenoch (28,6 %) a synergicky t¢inok len pri 5
kmenoch (23,8 %). V pripade kombinacie klotrima-
zolu s ¢ajovnikovou silicou synergicky efekt vykazo-
valo 7 izolatov (33,3 %). Pri 10 izolatoch (47,6 %)
bol zisteny indiferentny ucinok a pri 4 izolatoch (19,1
%) aditivny ucinok.
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Antagonisticky ucinok nebol zaznamenany ani pri
jednej z testovanych kombinacii.

Na testovanie citlivosti biofilm tvoriacich buniek
bolo vybranych 13 izolatov (61,9 %); ktoré vytvarali
biofilm a zaroven ako planktonické bunky vykazovali
synergicky alebo aditivny u¢inok pri kombinacii anti-
mykotika so silicou.

Vysledky Statistického vyhodnotenia MICC, zis-
tené pri testovani uc¢inku kombinacie klotrimazolu a
silic na 0-h biofilm (faza adherencie) a 48-h biofilm
(zrely biofilm) dokumentuje tabul’ka 6.

Kombindcia klotrimazolu s pamajoranovou silicou
bola testovana na 10 kmenoch. Pri 0 h biofilme boli
hodnoty MICC pri klotrimazole v rozmedzi 0,0313 —
8 ug.ml* a pri 48-h biofilme 0,5 — 16 pg.ml*. MICC
pamajoranovej silice boli pri 0-h biofilme v rozpéti
100 — 200 pg.ml? a pri 48-h biofilme 800 pg.ml™.



Tab. 6: Vyhodnotenie MICC (ug.ml* ) klotrimazolu a silic na biofilm tvoriace bunky

Klotrimazol Pamajoran Klotrimazol TTO
Parameter
Oh 48 h Oh 48 h Oh 48 h Oh 48 h
min — max 0,0313-8| 0,5-16 | 100—200 800 0,5-2 ]0,0625—1]400-12500| 12500
X 2,70 2,86 140 800 1,21 0,42 5571 12500
SD 3,01 4,46 52 0 0,57 0,43 5302 0
Mo 0,5 1 100 800 1 0,0625 6000 12500
Me 15 1 100 800 1 0,25 6000 12500

min — max — minimalna a maximalna hodnota MIC, x — aritmeticky priemer, SD — smerodajna odchylka, Mo — modus,
Me — median, MIC,, a MIC,, — koncentracie oznaCujice 50 % a 90 % inhibiciu izolatov, TTO — tea tree oil

Tab. 7: Vyhodnotenie uc¢inku (FICI) kombinacie klotrimazolu a silic na biofilm tvoriace bunky

FiCl Klotrimazol
Pamajoranova silica n/% Cajovnikova silica n/%
0h 48 h 0Oh 48 h
Synergicky ucinok 0/0 0 0/0 0/0
<05
Aditivny a¢inok
05-<10 5/50 0 3/42,9 4/57,1
Indiferentny téinok
> 1,0 - < 4,0 5/50 10/100 4/57,1 3/142,9
Antagom:t;fc(l)(y ucinok 0/0 0 0/0 0/0

FICI — index frakénej inhibi¢nej koncentracie

Kombinacia klotrimazolu s c¢ajovnikovou silicou,
testovana na 7 izolatoch, dosahovala hodnoty MICC
klotrimazolu pri 0-h biofilme 0,5 — 2 pg.ml* a pri
48-h 0,0625 — 1 pg.ml™. Pri ¢ajovnikovej silici pred-
stavovali hodnoty MICC pri 0-h biofilme 400 — 12
500 pg.ml* a pri 48-h biofilme 12 500 pg.ml™.

Utinok kombinacie klotrimazolu a silic, hodnoteny
podl'a indexu frakénej inhibi¢nej koncentracie (FICI),
dokumentuje tabul’ka 7.

Pri 0-h biofilme bol pri kombinacii klotrimazolu
s pamajoranovou silicou zaznamenany aditivny uci-
nok pri 5 izolatoch (50 %) a indiferentny ucinok pri 5
kmetioch (50 %). Uéinok na 48-h biofilm bol indife-
rentny pri vSetkych 10 kmenioch (100 %).

Kombinacia klotrimazolu s ¢ajovnikovou silicou
preukazala lepsi antibiofilmovy efekt. Pri 0-h biofil-

me bol zisteny aditivny u¢inok pri 3 kmenoch (42,9
%) a indiferentny Gcinok pri 4 izolatoch (57,1 %). Pri
48-h biofilme bol zaznamenany aditivny tc¢inok pri 4
izolatoch (57,1 %) a indiferentny efekt pri 3 izolatoch
(42,9 %). Synergicky a antagonisticky ucinok sa ne-

zistil ani pri jednej z testovanych kombinacii.
DISKUSIA

Candida albicans je su¢astou prirodzenej I'udskej
mikroflory, ale zaroven aj najCastejsi l'udsky kvasin-
kovy patogén sposobujici mykotické ochorenia sliz-
nic az po systémové infekcie. Dolezitym faktorom
virulencie C. albicans je schopnost’ vytvarat biofilmy
na abiotickych alebo biotickych povrchoch. Biofilm
je subor povrchovo asociovanych buniek, ktory je
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uzavrety v extracelularnej polymérnej matrici (Wang
a kol., 2018).

Biofilmy vykazuju zvySenu rezistenciu voci anti-
mykotikam, ¢o vedie k zlyhaniu konvenc¢nej antimy-
kotickej terapie. Na liecbu kandid6z sa najcastejSie
vyuzivaji polyénové a azolové antimykotikd. Ich
ucinnost’ je ale v mnohych pripadoch obmedzena
nielen z dovodu rozvoja rezistencie, ale aj slabej pe-
netracnej schopnosti prechadzat’ cez matrix biofilmu
(Jafri a Ahmad, 2020).

Z polyénovych antimykotik sa v terapii kandidoz
¢asto pouziva nystatin v topickych formach. Viaze
sa na ergosterol, ktory je sucast'ou cytoplazmatickej
membrany hub a spdsobuje zmeny v permeabilite
buniek (Scheibler a kol., 2018). El-Houssaini a kol.
(2019) zistili 100 % citlivost’ izolatov C. albicans
na amfotericin B, nystatin a mikafungin. Naopak, v
po 24-hod a 48-hod expozicii vykazovali na nysta-
tin vSetky testované izolaty rezistenciu (100 %). Na
druhej strane podobne ako v naSej praci, aj tito autori
konstatuji vysoku rezistenciu na flukonazol (98,5 %)
a vorikonazol (97 %).

Klotrimazol, Sirokospektralne azolové antimykoti-
kum sa pouziva na lokalnu lie¢bu tinea pedis, ako aj
pri vulvovaginalnej alebo orofaryngealnej kandidéze.
Patri k vel'mi dobre tolerovanym lieCivam, s mini-
malnymi vedlajsimi G¢inkami (Crowley a Gallagher,
2014). V nasich experimentoch sme zaznamenali cit-
livost’ na klotrimazol iba pri 3 izolatoch (14,3 %); 18
kmenov (85,7 %) bolo rezistentnych. Rovnako d’alsi
azolovy derivat, flukonazol, vykazoval nizku 0¢in-
nost’, citlivy bol iba 1 kmeii (4,8 %). Podobné vysled-
ky uvadzaju aj Mikaeili a kol. (2015), ktori pri testo-
vani klinickych izolatov zistili lepsi u¢inok klotrima-
zolu ako flukonazolu.

Rezistencia kandid vo¢i azolom méze byt prirodze-
na alebo ziskand. Je dana samotnym charakterom bu-
niek alebo rastom kvasiniek vo forme biofilmu (Niimi
a kol., 2010). Bunky biofilmu st vo¢i antifungalnym
lie¢ivam odolnejsie ako planktonické bunky. Fakto-
ry, ktoré prispievaju k rezistencii biofilmu zahtiiaji

jeho Strukturalne zloZenie, pritomnost’ extracelular-
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nej matrice alebo zvySenu expresiu génov efluxnej
pumpy (Fanning a Mitchell, 2012). Hl'adaju sa preto
spOsoby pre zabezpecenie uspesnej liecby infekcii
spojenych s tvorbou biofilmu. V klinickej praxi sa
uplatiiuje najmé kombinovana antimykoticka terapia,
vyhodou ktorej je rozsirenie antifungalneho spektra,
zvysena ucinnost’ lieCiva, rychlejsi fungicidny uci-
nok, znizenie davky lieCiva a znizené riziko vyvoja
rezistencie (Bink a kol., 2011).

V suvislosti s tvorbou biofilmu kvasinkami C. al-
bicans vzrastol zaujem o biologické u¢inky prirod-
nych produktov (Ourabah a kol., 2020). Fytoterapia
predstavuje ucinnejSiu a menej toxicku alternativu k
Standardnym antifungalnym liecivam. Silice a ich ob-
sahov¢ latky posobia prevazne na bunkovom povrchu
a sposobuju naruSenie integrity bunkovej membrany
kandid. V niektorych pripadoch tplne menia morfo-
l6giu buniek. Synergické interakcie silic s antimyko-
tikami sa povazuju za novu terapeutickl alternativu
na zvysenie ucinnosti antimykotik a prekonanie rezis-
tencie C. albicans (Essid a kol., 2017).

Silnd antifungalna aktivita niektorych hlavnych
zloziek silic je pripisovana hlavne terpénom (Dalleau
a kol., 2008). Hlavnymi obsahovymi latkami pama-
joranovej silice, ktora v nasom experimente dosiahla
najlepsi antifungalny ucinok na planktonické bunky,
su monocyklické monoterpény karvakrol a tymol.
Monoterpény deStruuju mikrobidlnu cytoplazmatic-
kG membranu, ktora tak straca svoju permeabilitu a
oslabena je nielen jej funkcia ako bariéry, ale aj jej
funkcia matrice pre enzymy a transportu energie
(Bink a kol., 2011). Silna antifungalnu aktivitu pa-
majoranovej silice potvrdzuje aj stadia Cleffa a kol.
(2010), ktori hodnotili in vitro aktivitu silice proti 16
izolatom rodu Candida. Vsetky testované izolaty boli
na silicu z pamajoranu obyc¢ajného (O. vulgare) citli-
Veé.

Perspektivne vyuzitie ako lokalne pdsobiaca fun-
gicidna latka ma aj ¢ajovnikova silica. Klinické §ta-
die poukazuju na jej ucinnost’ v terapii seborey alebo
oralnej kandidozy. Udaje z testovania na zvieratich
tiez naznacuju, ze moze byt ucinna pri lieCbe vagi-

nalnej kandidozy. Tieto klinické studie su podporova-



né mnozstvom udajov o citlivosti in vitro (Hammer,
2004). MIC, cajovnikovej silice v naSom experimen-
te predstavovala 50 000 pg.ml™, kym pri pamajorano-
vej silici 400 pg.ml™.

Pri viacerych siliciach bol testovany synergicky
ucinok s konvenénymi antimykotikami a zistilo sa,
ze silne potenciuju U¢inok antifungalnych lieciv. Vy-
hodou synergického ucinku je minimalizacia G¢innej
davky antimykotika, ktord ma pri beznej terapeutic-
kej davke toxické ucinky (Natu a Tatke, 2019).

Pri testovani citlivosti planktonickych buniek na
kombinacie antimykotik a silic sme zaznamenali sy-
nergicky ucinok pri kombinacii klotrimazolu s pama-
joranovou silicou pri 5 izolatoch (23,8 %) a s ¢ajov-
nikovou silicou pri 7 kmetioch (33,3 %).

Carbone a kol. (2019) testovali kombinaciu troch
silic (rozmarin lekarsky — Rosmarinus officinalis, le-
vandula prostredna — Lavandula x intermedia ,,Su-
mian®, pamajoran obyc¢ajny — Origanum vulgare sub-
sp. hirtum) vo forme lipidovych nanocastic pre poda-
vanie klotrimazolu a zist'ovali potencialne synergické
ucinky pri C. albicans, C. krusei a C. parapsilosis.
Stadia in vitro ukazala zvysenie antifungélnej aktivi-
ty nanocastic s obsahom klotrimazolu.

Rosato a kol. (2008) testovali mozny synergicky
uéinok medzi silicami z Melaleuca alternifolia, Ori-
ganum vulgare a Pelargonium graveolens a amfote-
ricinom B na kandidach. Pri vSetkych kmenoch bol
zaznamenany synergicky ucinok, pricom najucinne;j-
§i bol P. graveolens. Kombinacie so silicami z Ori-
ganum vulgare a Melaleuca alternifolia boli mene;j
ucinné.

Pri testovani 0-h biofilmu sme pri kombinécii
klotrimazolu s pamajoranovou silicou zaznamenali
aditivny uc¢inok pri 5 izolatoch (50 %) a indiferent-
ny ucinok pri 5 kmetioch (50 %). Pri 48-hodinovom
biofilme sa touto kombinaciou dosiahol pri vSetkych
izolatoch indiferentny ucinok (100 %), ¢o potvrdzuje
fakt, Ze zrely biofilm je voci antimykotikam viac re-
zistentny.

Potvrdzuje to aj studia Doke a kol. (2014), ktorej
cielom bolo vyhodnotit’ i€innost” troch terpenoidov
(karvakrol, eugenol a tymol) v kombinacii s flukona-

zolom voci planktonickym bunkam a zrelom biofilme
C. albicans. Na planktonickych bunkach zistili syner-
gicky ucinok pri kombindcii flukonazolu s karvakro-
lom (FICI =0,111) a eugenolom (FICI = 0,25); zatial
¢o pri kombindcii s tymolom bol ti¢inok indiferentny.
Biofilmy vykazovali vysoku rezistenciu na flukona-
zol, ale na terpenoidy boli citlivé. Pri zrelom biofil-
me mali vSetky testované kombindcie indiferentny
G¢inok. Studia ukazala, Ze kombinacie karvakrolu a
eugenolu s flukonazolom by mohli predstavovat’ po-
tencialnu stratégiu v prevenciu infekcii C. albicans
spojenych s tvorbou biofilmu.

V nasej stadii sme pri zrelom 48-h biofilme zazna-
menali lepSiu antibiofilmovi G¢innost’ pri kombinacii
klotrimazolu s Cajovnikovou silicou, kedy aditivny
ucinok vykazovali 4 izolaty (57,14 %) a pri 3 izola-
toch (42,86 %) bol zisteny indiferentny efekt. To po-
ukazuje na skuto¢nost’, ze ucinnost’ klotrimazolu sa
v kombinacii so silicou vyrazne zlepsila, nakol'ko pri
posobeni samotného antimykotika na planktonické
bunky bola zistena az 85,7 % rezistencia.

Uvedené studie, ako aj naSe experimenty potvrdzu-
ju dolezitost’ sklimania rastlinnych silic nielen pre ich

antifungélne, ale aj pre antibiofilmové uc¢inky.
ZAVER

Na zéklade dosiahnutych vysledkov mozeme skon-
Statovat’, Ze testované rastlinné silice maju potencial
nielen ako antifungalne latky proti C. albicans, ale
aj ako synergické lieCiva spolu s konvenénymi anti-
mykotikami na biofilm tvoriace kmene C. albicans. S
rasticim zaujmom o pouZzivanie rastlinnych silic vo
farmaceutickom priemysle je stale dolezitejSie nové
skimanie ich antifungdlnych a antibiofilmovych
vlastnosti.

PODAKOVANIE
,, Tato praca bola podporovana Agenturou na pod-

poru vyskumu a vyvoja na zaklade Zmluvy ¢. APVV-
15-0377.“
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ABSTRAKT

Tinktary pripravené zo zelenych plodov orecha
kralovského (Juglans regia L.) maceraciou v 40 %
etanole na svetle a v tme boli testované z pohla-
du ich antioxida¢nych a cytotoxickych vlastnosti.
Tinktury preukazali dobru protiradikalova kapaci-
tu a tieZ vysoké mnozstvo celkovych fenolov a fla-
vonoidov, obzvlast v tinktiure macerovanej v tme.
Cytotoxicky ucinok tinktur bol sledovany pomocou
epitelialnych buniek opicich oblic¢iek (VERO - AT-
CC-CRL 1586), u ktorych bola hodnotena zmena v
proliferacii analyzou buniek v redlnom case (systém
xCELLigence). Subezne bola hodnotena aj metabo-
licka aktivita buniek (MTS test). Nizsie koncentra-
cie neznizili bunkova proliferaciu a dokonca bol

zaznamenany jej narast v porovnani s kontrolny-
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mi bunkami. Metabolicka aktivita poklesla u vset-
kych sledovanych buniek. Nase zistenia potvrdzuji
priaznivy ucinok tinktar. Pre bezpecnost konzu-

mentov je potrebné vhodné davkovanie tinktur.

KrPucové slova: antioxida¢na aktivita; flavonoi-
dy; macerat; MTS test; polyfenoly; bunkova linia
VERO; xCEL Ligence systém

ABSTRACT

Tinctures prepared from green walnut fruits
(Juglans regia L.) by maceration in 40 % ethanol
in the light and in the dark were tested for their
antioxidant and cytotoxic properties. The tinctu-
res showed good antiradical capacity and also
high amounts of total phenolics and flavonoids,



especially in the tincture macerated in the dark.
The cytotoxic effect of the tinctures was monito-
red using monkey kidney epithelial cells (VERO
— ATCC-CRL 1586), in which the change in pro-
liferation was assessed by real-time cell analysis
(XCELLigence system). Cell metabolic activity
(MTS test) was also evaluated at the same time.
Lower concentrations did not reduce cell prolife-
ration and even an increase was noted compared
to control cells. Metabolic activity decreased in
all monitored cells. Our findings confirm the be-
neficial effect of tinctures. Appropriate dosing of
tinctures is necessary for the safety of consumers.

Key words: antioxidant activity; flavonoids; ma-
cerate; MTS test; polyphenols; VERO cell line;
XCELLigence system

UvoD

Pripravky na rastlinnej baze su Siroko pouzivané v
tradicnej medicine. Kvoli bohatstvu bioaktivnych 1a-
tok su takéto produkty zaujimavé pre vedu. Jednou z
foriem rastlinnych pripravkov su tinktary, ktoré pred-
stavuju extrakty pripravené maceraciou alebo perko-
laciou len s pouzitim etanolu vo vhodnej koncentra-
cii na extrakciu rastlinnej drogy (Hudz a kol., 2020).
Zelené orechy sa pouzivaji v 'udovom liecitel'stve a
farmakologii aj v potravinarstve na vyrobu dzemov
a likérov (Tiurikova a Peresichnyi, 2015; Petrovi¢
a kol., 2021). Priaznivé Gcinky nezrelych orechov
Juglans regia na zdravie popisali mnohi autori (Soto-
-Maldonado a kol., 2019; Pycia a kol., 2019). Vd’aka
tomu maju zelené orechy velky potencial pri vyrobe
funkénych potravin, najmé alkoholickych napojov,
ktoré tvoria doleziti sticast’ celkovej vyzivy. Napo-
je sa pripravuju z tradi¢nych surovin, ako je ovocie
a zelenina, avSak zavedenie novych, nezvycajnych
rastlinnych materialov, ako st vlasské orechy v stadiu
zrelosti mlie¢neho vosku, je atraktivne a tiez prospes-
né (Tiurikova a Peresichnyi, 2015). Tinktury z nezre-
Iych vlasskych orechov — plodov Juglans regia L. su

zname a pouzivané po celom svete.

Zelené orechy a zelené Supky orechov vykazuju
mnozstvo biologickych ucinkov vd’aka ich mimo-
riadne bohatému fytochemickému zlozeniu. St boha-
té na zluCeniny zo skupiny polyfenolov, naftochiné-
nov, steroidov, ako aj vitaminov a mineralov (Cosmu-
lescu a kol., 2014). Extrakty zo zelenych orechov
maju antioxidacné, antimikrobialne a antiparazitické
vlastnosti (Croitoru a kol., 2019). Antiproliferativna
aktivita bola zistena aj proti bunkam leukémie HL-60
(Carvalho a kol., 2010).

Cielom tejto Studie bolo sledovat’ antioxida¢né
a proliferativne vlastnosti tinktar nezrelého zeleného
orecha pripravenych podla tradi¢nych receptur, pri-
¢om maceracia orechov prebehla v 40 % etanole na
svetle, alebo bez pritomnosti svetla. Okrem toho bol
hodnoteny aj u¢inok tinktur na bunky in vitro. Zatial’
¢o protinadorovt aktivitu opisali mnohi autori (Car-
valho a kol., 2010; Soto-Maldonado a kol., 2019), nas
vyskum je zamerany na hodnotenie u¢inku na nor-
malne epitelidlne oblickové bunky s cielom posudit’
bezpecnost’ pouzivania zelenych orechov na vyrobu
napojov.

MATERIALA METODY

Priprava vzoriek

Nezrelé orechy Juglans regia L. boli nazbierané v
juni 2022 v lokalite Kosice (Slovenska republika).
Plody boli nakrajané na Stvrtiny a zaliate 40 % etylal-
koholom v pomere 1 : 1. Tinktury sa nechali zriet
v sklenenych nadobach 2 mesiace pri izbovej teplote
s vystavenim slne¢nému Zziareniu (vzorka 1) a v tme
(vzorka 2). Po uplynuti tejto doby sa prefiltrovali po-
mocou filtracného papiera.

Stanovenie antioxida¢nej aktivity

Celkovy obsah fenolovych zliéenin

Celkovy obsah fenolovych zlicenin bol stanoveny
metoédou podl'a Singleton a Rossi (1965) upravenej
tak, aby umoziiovala meranie pomocou ¢itacky mik-
roplatni. Vzorky tinktary v mnozstve 20 pl boli napi-
petované do jamiek 96-jamkovej platne (Greiner Bio
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One, Nemecko), potom sa do jamiek pridalo 100 ul
10 x zriedeného Folin-Ciocalteuovho ¢inidla a nako-
niec sa pridalo 80 pl 7,5 % roztoku Na,CO0, (Sigma
Aldrich, Nemecko). Platiia bola umiestnena na tmavé
miesto po dobu 1 hodiny. Po tomto ¢ase bola merana
absorbancia pomocou spektrofotometra (EPOCH?2,
Biotek, Winooski, VT, USA) pri vlnovej dizke 760
nm oproti slepej vzorke (vzorka nahradena rovnakym
objemom destilovanej vody). Vysledky boli vyjad-
rené ako ekvivalenty kyseliny galovej (GAE) podla
pripravenej Standardnej krivky v rozsahu 0 — 150 pg.
ml™.

Celkovy obsah flavonoidov

Celkovy obsah flavonoidov bol stanoveny metédou
Biju (2013) s modifikaciou umoziujucou meranie
pomocou spektrofotometra. Do jamiek bolo napipe-
tovanych 100 pl vzoriek tinkttr, potom 100 pul 2 %
metanolového roztoku AICI,. Platiia bola ulozena na
tmavé miesto na 10 mintt. Po tomto Case bola me-
rana absorbancia (A = 415 nm) oproti slepej vzorke
(vzorka nahradena rovnakym objemom destilovanej
vody). Vysledky boli vyjadrené v mg ako ekvivalen-
ty kvercetinu (QE) pomocou pripravenej Standardne;j
krivky (0 — 120 pg.ml?).

Antioxida¢na kapacita — metéda DPPH
Antioxida¢na aktivita bola merana metodou DPPH
podl’a autora Blois (1958) s modifikaciou umoznuju-
cou meranie pomocou spektrofotometra v 96-jamko-
vych platni¢kach. Do jamiek bolo napipetovanych 20
ul tinktary a potom 180 pl DPPH ¢inidla (2,2-diphe-
nyl-1-picrylhydrazyl) zriedeného metanolom. Plat-
na sa umiestnila na 30 minat na tmavé miesto. Ab-
sorbancia (A) bola merana pri 517 nm proti slepej
vzorke (Cisty metanol) s pouzitim spektrofotometra
Biotek EPOCH2. Percento vychytavania DPPH radi-
kalov (DPPH %) bolo vypocitané podla vzorca:

DPPH % = [(A kontroly — A vzorky)/A kontroly] x
100

Ziskané vysledky boli prepocitané na ekvivalent

94

Troloxu (TE) na zaklade pripravenej kalibracnej kriv-
ky v rozsahu 0 — 300 pmol.ml? (r2 = 0,9970).

Stanovenie antiproliferativnych u¢inkov

Bunkove kultary a média

Na tento in vitro experiment boli pouzité opicie epi-
telidlne oblickové bunky VERO (ATCC-CRL 1586).
Bunky boli kultivované v rastovom médiu (MEM
— Minimum Essential Medium Eagle) obohatenom
0 10 % fetalneho bovinného séra, 1 % glutaminu a
0,1 % gentamicinu (Sigma Aldrich, Nemecko). Kul-
tivacia buniek prebiehala v inkubatore so zvlhcenou
atmosférou 37 °C a 5 % CO,,. Bunky boli pasazované
kazdé 3 — 4 dni. Pravidelne bola kontrolovana nepri-

tomnost” kontaminacie mykoplazmami.

Analyza buniek v realnom ¢ase

Sledovanie odozvy buniek po expozicii testovanym
latkam sa uskutocnovalo pomocou systému xCEL-
Ligence (Real-Time Cell Analyzer — RTCA, Acea
Biosciences Inc., San Diego, CA, USA). Systém
umoznuje sledovanie spravania sa buniek (adhézia,
proliferacia, rast a morfologia) bez znacenia pocas ce-
lej doby liecby. Zakladnym principom je meranie im-
pedancie na zlatych elektrédach na dne jamiek mik-
roplatni¢ky. Cim vicsi je pocet adherovanych buniek,
tym vyssia je impedancia. Hodnoty boli vyjadrené
ako bezrozmerny bunkovy index (CI) a zaznamena-
vané su v krivkach kazdu hodinu pocas experimentu.
Princip experimentu bol popisany viacerymi autormi
(Mitek a kol., 2019; Sowa a kol., 2020; Stefanowicz-
-Hajduk a Ochocka, 2020). V tomto experimente boli
bunky napipetované v mnozstve 5000 buniek na jam-
ku do troch 16-jamkovych E-platni (Acea Bioscien-
ce, San Diego, CA, USA) a nésledne inkubované po-
¢as 20 hodin. Testované vzorky tinktir boli nariedené
meédiom kratko pred pridanim k bunkdm tak, aby v
jamke dosiahli findlne koncentracie 125 — 1000 pg.
ml*. Zasobné roztoky boli 10 x koncentrované (1,25
— 10 mg.ml?), ked’Ze k bunkam sa pridavali v pomere
1 : 10. Bunky bez oSetrenia sluzili ako kontrola a ich
proliferacia bola povazovana za 100 %. Percentualna



Tab. 1: Hodnotenie antioxida¢nych vlastnosti tinktar orecha

tinktura orecha celkové fenoly flavonoidy DPPH
(mg GAE.mI?) (mg QE.mI?) (umol TE.ml?)
na svetle 2.42 +0.022 1.71 £ 0.06 12.52 £0.14*
v tme 3.40 £ 0.04° 1,98 £0.01° 14.06 + 0.36°

GAE - ekvivalent kyseliny galovej, QE — ekvivalent kverecetinu, TE — ekvivalent Troloxu
&b —hodnoty v stlpcoch s odli§nym oznac¢enim su $tatisticky odlisné (P < 0,05)

zmena v prolifera¢nej aktivite (PA) bola vypocitana

pomocou vzorca:

% PA = (vzorka Cl/kontrola CI) <100

Test metabolickej aktivity buniek (MTS test)

Na meranie metabolickej aktivity buniek po ex-
pozicii testovanym latkam bol vykonany test MTS
(CellTiter 96® Aqueous One Solution Cell Prolife-
ration Assay, Promega, Madison, WI, USA), v rov-
nakom case ako RTCA s pouzitim buniek z rovnakej
pasaze. Bunky boli nasadené do 96-jamkovej platne
(Greiner-Bio-One, Kremsmiinster, Raktsko) s husto-
tou 8,6 x 10° buniek/jamku v kone¢nom objeme 100
ul média. Po 20 hodinach boli pridané testované lat-
ky v pomere 1 : 10 s médiom, aby bola dosiahnuta
testovana koncentracia 125 — 1000 ug ml. OSetrenie
buniek tinktirami trvalo 48 hodin. Nakoniec sa do
kazdej jamky napipetovalo 20 pl roztoku MTS a po 4
hodinach inkubacie bola merana absorbancia (A) pri
490 nm (reader Synergy HT; Biotek, Winooski, VT,
USA). Bunky bez oSetrenia boli povazované za kon-
trolu so 100 % metabolickou aktivitou (MA). Zmena

v MA bola vyjadrena percentudlne pomocou vzorca:

% MA = (vzorka Cl)/(kontrola CI) <100

Statistické hodnotenie

Vysledky st prezentované ako priemer + Standard-
na odchylka (SD; n = 3). Ziskané data boli Statistic-
ky vyhodnotené softvérom Graph Pad Prism 8.3.1
(USA). Na vyhodnotenie celkového obsahu fenolov a

antioxidacnej aktivity testovanych vzoriek sa pouzila

jednosmerna analyza rozptylu (ANOVA) nasledova-
na Tukeyho viacnasobnym porovnavacim testom a
na vyhodnotenie vysledkov ziskanych v MTS teste
a analyzou RTCA bol pouzity Dunnettov porovnavaci
test. Hladina vyznamnosti bola nastavena na P < 0,05.
Vsetky experimenty sa uskutocnili v troch opakova-

niach.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Antioxidac¢na aktivita

Hodnotenie antioxida¢nej aktivity bolo vykonavané
pomocou troch metod. Vysledky st zosumarizované
v tabulke 1. Pri merani mnozstva celkovych fenolov
a flavonoidov sme zaznamenali vys$Sie mnozstva vo
vzorke tinktlry, ktora bola macerovana bez pristupu
svetla v porovnani s tinktirou vystavenou svetlu (P <
0,05). Rovnako boli lepsie hodnoty zaznamenané u
tinktury pripravenej bez pristupu svetla aj pri hodno-
teni antioxidacnej kapacity pomocou DPPH radikalu
(P <0,05).

Ziskané vysledky st porovnateI'né s udajmi dostup-
nymi v literatire o tradicnych likéroch zo zeleného
orecha (Nocino), ktoré obsahovali od 1,18 do 3,52 mg
ekvivalentov katechinu na 1 ml. V komer¢nych tink-
tarach bola variabilita vicsia, od 0,23 do 3,88 mg ek-
vivalentov katechinu na ml (Alamprese a kol., 2005).
Podl’a tychto udajov tvoria vacsinu polyfenolov tani-
ny. Antiradikalova aktivita stanovena metdédou DPPH
podTla literatiry bola od 0,019 do 2,38 umol TE.ml*
pre komeréné vzorky a do 8,94 pmol TE.ml* pre li-
kéry pripravené infuznou metédou (Alamprese a kol.,

2005). Testovanie antioxidacného potencidlu tinktar
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Graf 1: Zmeny proliferacie buniek pocas 48 h posobenia tinktiry macerovanej v tme

vzorka 1

@125 pg.ml,®250 pg.ml?,® 500 pg.ml?,
Zdroj: xCELLigence softvér

1000 pg.ml*, @ kontrola

Graf 2: Zmeny proliferacie buniek pocas 48 h pésobenia tinktiry macerovanej na svetle

vzorka 2

@125 ug.ml:, @250 pg.ml?,® 500 pg.ml?,
Zdroj: xCELLigence softvér

vyrobenych z urody v roznych §tadiach zrelosti (za-
ciatkom a koncom jula), ako aj zo zelenych Supiek
a listov orecha kralovského preukazalo, ze najaktiv-
nejsie boli tinktiry z orechov zozbieranych 25. jila a
zelené Supky (Gawlik-Dziki a kol., 2014).

Vplyv tinktur na proliferaciu buniek
Proliferacia a adherencia buniek bola sledovana
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1000 pg.ml?, @ kontrola

v redlnom Case v priebehu celého experimentu pomo-
cou xCELLigence systému (RTCA). Priebeh zmien
bol zaznamenany ako bunkovy index (CI) do grafov
pomocou softvéru xCELLigence. Vysledky monito-
rovania su znazornené v grafoch 1 a 2.

Vzhladom na moznost’ pouzitia pri priprave jedal
a napojov sme sa zamerali na hodnotenie ucinku pri-

pravenych tinktar z orecha zeleného na normalne opi-



Graf 3: Zmeny metabolickej aktivity buniek po oSetreni tinktirami orecha (48 h)
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¢ie epitelové oblickové bunky (VERO), ked’ze oblic-
ky su cielovy organ vylu¢ovania latok z tela. Bunky
VERO sa pouzivaju pri testovani toxicity chemickych
zlucenin, ako aj pri hodnoteni biologickej bezpe¢nos-
ti novych latok pouzivanych v terapii a v potravinar-
skom priemysle (Postnikova a kol., 2018; Tam a kol.,
2018). U¢inok tinktar na bunky VERO bol hodnoteny
v realnom ¢ase pomocou systému xCELLigence, kto-
ry umoziuje nepretrzité sledovanie stavu buniek po-
Cas celej doby expozicie buniek testovanym latkam.
Specifické vysledky monitorovania pomocou RTCA
u buniek VERO vystavenych testovanym tinktiram
su uvedené v grafoch 1 a 2.

Najvyssie koncentracie testovanych tinktur spo-
sobili pokles CI, ¢o naznacuje, Ze ziadne bunky ne-
prilnuli ku dnu jamky (CI = 0), alebo Ze nenastala
inhibicia bunkovej proliferacie (CI sa nemeni v Case);
bunky st stale zivé, ale nemnozia sa. Fenolové zluce-
niny pritomné v orechoch vykazuju schopnost’ znizo-
vat’ vyskyt nadorov, ¢o bolo publikované mnohymi
autormi (Atienzar a kol., 2011; Erisen a kol., 2020).
Je zaujimavé, Ze nizSie koncentracie 125 a 250 pg.
ml? vo vzorke 1 a koncentracia 125 pg.ml? vzorky 2

neovplyvnili nepriaznivo bunkovu proliferaciu, skor

jupodporili, co méze naznacovat’, ze tinktiry nemaju
cytotoxicky ucinok a naopak maju potencial pre bez-
pecné pouzitie v napojoch.

Vysledky hodnotenia zmien metabolickej aktivity
MTS testom

Na vyhodnotenie zmien v Zivotaschopnosti buniek
meranim metabolickej aktivity bol pouzity MTS test.
Tato analyza sa uskutocnila po 48 hodinach osetrenia
buniek. Testované vzorky spdsobuju pokles metabo-
lickej aktivity (P < 0,05); okrem najnizsej koncentra-
cie 125 pg.ml? (P > 0,05) a najvy$Sej koncentracie
1000 pg.ml* tinktary macerovanej v tme, kde naopak
doslo k narastu aktivity (P < 0,001). Pokles metabo-
lickej aktivity vykazuje trend zavisly od davky. Zme-
ny v metabolickej a proliferacnej aktivite 48 hodin po
oSetreni buniek su znazornené v grafe 3.

Extrakty z orecha sa uz predtym ukazali ako cytoto-
xické pre rézne typy buniek vratane nadorovych bu-
niek. Triterpénové zluceniny boli identifikované ako
zlozky Supiek zelenych orechov, ktoré su zodpoved-
né za cytotoxické ucinky. Ich Struktira ma dolezity
vplyv na protinadorovu aktivitu (Zhou a kol., 2015).
Polyfenoly vykazuju cytotoxickl alebo protinadoro-
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vu aktivitu prostrednictvom radu mechanizmov, napr.
indukciou bunkovej apoptdzy, zmenami v bunkovom
cykle alebo prostrednictvom modifikacie signalnych
drah (Bhosale a kol., 2020). Na druhej strane polyfe-
noly patria k fytochemikaliam, ktoré produkujt rast-
liny ako stucast’ ich obrany pred environmentalnym
stresom. St schopné chranit’ bunky pred oxida¢nym
stresom vyvolanym toxickymi latkami (Thomford a
kol., 2018).

Cytotoxické ucinky fytochemikalii mézu byt zdro-
jom vedl'ajsich uc¢inkov pri uzivani liekov prirodného
povodu a funkénych potravinovych produktov. Preto
je dolezité testovat takéto produkty na vykon v ramci

prijate'nych koncentracii a selektivity posobenia.

ZAVER

Pozitivne ucinky zelené¢ho orecha na zdravie boli
preukazané mnohymi Stidiami. Je délezité spravne
zvolit’ formu pridavania tychto prospesnych latok do
vyzivy l'udi, ¢i uz v podobe extraktov, alebo macera-
tov. Vytazky nezrelych plodov orecha kralovského
preukazali vysoku antioxidacnu kapacitu a pri sprav-
ne zvolenej koncentracii predstavuju sl'ubny zdroj
zloziek podporujucich zdravie a prevenciu ochoreni.
Cytotoxické ucinky tychto latok boli preukdzané pri
vyssich koncentraciach, ¢o moze byt prospesné pri
aplikacii na nadorové bunky, ale musi sa zachovat
rovnovaha medzi terapeutickym uc¢inkom a bezpec-

nost’ou pre normalne bunky.
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ABSTRAKT

Dna je chronické metabolické ochorenie cha-
rakterizované hyperurikémiou a naslednym ukla-
danim kryStalov sodnej soli kyseliny mocovej do
kibov a vnutornych organov. V sti¢asnosti ma dna
vysoki prevalenciu, ¢o stivisi s vysokym vyskytom
jej pridruZenych komorbidit.

Ciel’om tejto Studie bolo vyuZitie metabolomiky
ako nastroja neinvazivnej diagnostiky samotnej
dny, a taktieZ jej pridruZenej komorbidity — nefro-
patie. Metabolomicka profilacia bola uskuto¢nena
pomocou ultra-vysokoucinnej kvapalinovej chro-
matografie (UHPLC), ktora predstavovala simul-
tanne kvalitativne a kvantitativne stanovenie vy-
branych metabolitov v mo¢i pacientov s diagnosti-
kovanou dnou. Sucast’ou studie bolo vyhodnotenie
vysledkov v asociacii s nefropatiou a vyhodnotenie
ucinnosti urikostatickej lie¢by u Studovanych pa-
cientov.
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Vysledky metabolomickej profilacie moc¢u pa-
cientov s diagnostikovanou dnou v porovnani so
zdravou kontrolnou skupinou poukazali na zvy-
Sené vylucovanie Kyseliny mocovej (p < 0,01**);
kyseliny 5-hydroxyindoloctovej, kyseliny kynuré-
novej, Kynureninu, serotoninu (p < 0,001***); ty-
rozinu a fenylalaninu (p < 0,01**). Koncentréacie
kyseliny mocovej boli vyhodnotené aj v krvnom
sére pacientov. V niektorych pripadoch boli dete-
gované zvySené hodnoty v porovnani s fyziologic-
kym rozmedzim. Na zaklade postidenia vSetkych
stanovenych parametrov bola vyhodnotena uri-
kostaticka liecba u Studovanych pacientov za po-
stacujucu.

Za ucelom posudenia moZnej spojitosti ochore-
nia dny s nefropatiou boli vyhodnotené vybrané
pomery metabolitov Kyn/Trp (p = 0,0265%); Tyr/
Phe (p = 0,1430); rychlost’ glomerularnej filtracie,
koncentracia kreatininu, semikvantitativne vySet-
renie mocu a C-reaktivny protein. Vysledky studie



nepreukazali vznik chronického poskodenia obli-
ciek.

Vyuzitie UHPLC a metabolomicky pristup vy-
branych metabolitov v mo¢i v asociacii s ocho-
renim dny moZe mat’ v blizkej buducnosti vel’ky
prinos v klinicko-biochemickej praxi. Vysledky
Studie moZzu sluzit’ ako uZitocné informacie pre
diagnostiku, liecbu a zaroven prevenciu ¢i uz sa-
motnej dny, alebo aj jej komorbidit.

Kracové slova: diagnostika; dna; komorbidita;
metabolomika; UHPLC

ABSTRACT

Gout is a chronic metabolic disease characte-
rized by hyperuricemia and the subsequent depo-
sition of sodium uric acid crystals in the joints and
internal organs. Currently, gout has a high preva-
lence, which is related to the high incidence of its
associated comorbidities.

The goal of this study was to use metabolomics
as a tool for non-invasive diagnosis of gout itself,
as well as its associated comorbidity — nephropa-
thy. Metabolomic profiling was performed using
ultra-high performance liquid chromatography
(UHPLC), which represented the simultaneous
qualitative and quantitative determination of se-
lected metabolites in the urine of patients with dia-
gnosed gout. Part of the work was the evaluation
of results in association with nephropathy and the
evaluation of the effectiveness of uricostatic treat-
ment.

The results of metabolomic profiling of patients’
urine diagnosed with gout compared to the
healthy control group showed an increased excre-
tion of uric acid (p <0.01**), 5-hydroxyindoleacet-
ic acid, kynurenic acid, kynurenine, serotonin
(p < 0.001***), tyrosine and phenylalanine (p <
0.01%*), Uric acid concentrations were also evalu-
ated in the patients’ blood serum. In some cases,
elevated values compared to the physiological
range were detected. Based on the assessment of

the determined parameters, we can evaluate the
uricostatic treatment in the studied patients as suf-
ficient.

In order to assess the possible connection be-
tween gout and nephropathy, selected metabo-
lite ratios Kyn/Trp (p = 0.0265%), Tyr/Phe (p =
0.1430), glomerular filtration rate, creatinine con-
centration, semiquantitative urine analysis and
C-reactive protein were evaluated. The results of
the study did not demonstrate the occurrence of
chronic kidney damage.

The use of UHPLC and the metabolomic ap-
proach of selected metabolites in urine in associa-
tion with gout disease may have a great benefit in
clinical-biochemical practice in the near future.
The results of the study can serve as useful in-
formation for the diagnosis, treatment and at the
same time prevention of either gout itself or its co-
morbidities.

Key words: diagnostics; gout; comorbidity; me-
tabolomics; UHPLC

uvoD

Hyperurikémia je zvySena koncentracia kyseliny
mocovej (KM) v krvi, ktord je doélezitym marke-
rom dny ako ochorenia. Hyperurikémia sa povazuje
za stav organizmu, ku ktorému sa casto pridruzuju
aj iné komorbidity, ako hypertenzia, ochorenie obli-
¢iek, diabetes mellitus, kardiovaskularne ochorenia
alebo dokonca metabolicky syndrom (McCracken a
kol., 2018). Obli¢ky zohravaju najdodlezitejSiu ulohu
v udrziavani homeostazy sérovej koncentracie KM,
pretoze prave oblickami sa realizuje exkrécia dvoch
tretin vytvorenej KM. Zapalovd manifestacia dny je
vyvolana depozitom nerozpustnych krystalov sodnej
soli KM, ktoré sa ukladaji v tkanivach, napriklad v
oblickach, kde prebieha proces reabsorpcie. Hyperu-
rikémia sa povazuje za riziko vzniku a progres moz-
nej existujlicej nefropatie (Tausche a Aringer, 2016).

V dosledku tzkeho prepojenia hyperurikémie a
ochoreni obli¢iek je dolezitd véasna diagnostika,

101



aby sa dokazal spomalit’ vznik nefropatii, alebo sa
im predchadzalo indikaciou spravnej liecby. Dolezi-
tou stcastou prevencie je pravidelné monitorovanie
chronickych pacientov aj s dobre tolerovanou uri-
kozurickou alebo urikostatickou liecCbou. Prevencia
moznych komorbidit dny je nevyhnutnou sucast'ou
lie¢by pacientov s chronickou formou ochorenia.

MATERIAL AMETODY

Chemikalie

Kreatinin, kyselina mocova (KM), tryptofan (Trp),
kyselina kynurénova (KYNA), kynurenin (Kyn),
serotonin (Ser), tyrozin (Tyr), fenylalanin (Phe),
kyselina 5-hydroxyindoloctova (5-HIAA) a kyseli-
na mravcia boli zakipené od firmy Sigma-Aldrich
(USA). Metanol a deionizovana voda HPLC kvality
boli zakupené od firmy Fisher (Fisher Scientific UK
Ltd., Loughborough, UK). Mobilna faza bola pripra-
vena z deionizovanej vody s pridavkom 0,1 % kyse-
liny mravcej. Zasobné roztoky kreatininu, Phe, Tyr,
Trp, Ser, 5S-HIAA, Kyn, KYNA boli pripravené v de-
ionizovanej vode o koncentracii 1 mg.ml?. Zasobny
roztok kyseliny mocovej (1 mg.ml™) bol pripraveny
v deionizovanej vode s pridavkom 0,1 M NaOH z do-

vodu vyssej rozpustnosti.

Pristrojové a softvérové vybavenie

Separacia vzoriek bola uskuto¢nena pomocou
UHPLC Dionex UltiMate 3000 RS (Thermo Fisher
Scientific Waltham, Nemecko). Systém je vybaveny
autosamplérom, inteligentnou pumpou, detektorom
diédového pola (DAD) a fluorescencnym detekto-
rom (FLD). Na kvantitativnu analyzu bola pouzita
chromatografickd kolona Thermo Scientific Accla-
im™ 120 C18 (Thermo Fisher Scientific, Nemecko)
s dizkou 150 mm, vnatornym priemerom 3 mm, vel-
kost'ou castic 3 um a velkost'ou porov 120A. Teplota
kolény bola regulovana termostatom s presnostou
+ 0,5 °C. Ziskané data boli spracované softvérom
Chromeleon 7.2 Chromatography Data System.
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Biologicky material

Na tejto studii sa zOcCastnilo 52 pacientov (n =
52) oboch pohlavi, ktorych priemerny vek bol
67,1 £ 11,6. Skupinu dobrovolnikov s diagnostiko-
vanou dnou tvorilo 19 zien a 33 muzov, ktori boli
lieCeni ambulantne v reumatologickej ambulancii ne-
mocnice Agel Kogice-Saca. Nasa §tiidia bola schva-
lena etickou komisiou nemocnice Agel Kogice-Saca.
Mo¢ (stredny prud) bol pacientom odoberany pocas
kontrolného vysetrenia, aby nedoslo ku bakterialnej
kontaminacii vzoriek. K dispozicii boli aj vysledky
krvnych testov s vySetrovanymi parametrami: krea-
tinin, kyselina moc¢ova, CRP a GFR. Kontrolnu sku-
pinu predstavoval subor 16 dobrovolnikov (n = 16),
ktorych priemerny vek bol 43,9 + 10,2. Vsetci dob-
rovol'nici boli oboznameni s cielom biomedicinske-
ho vyskumu a svojim podpisom potvrdili vyuZitie
biologického materidlu v tejto stadii. Pred samotnou
analyzou bol mo¢ semikvantitativne vySetreny pomo-
cou indikatorovych prizkov Heptaphan Leuco (Erba
Lachema, CR). Semikvantitativne boli stanovené pa-
rametre: hustota, pH, pritomnost’ leukocytov, bielko-
viny, glukoéza, ketolatky, urobilinogén a krv.

Podmienky UHPLC analyzy

Pripravené vzorky mocu boli detegované pomocou
detekcie DAD a FLD. DAD detekcia prebiehala v
spektralnom rozsahu vlnovych dizok 220, 230, 240
a 280 nm. FLD detekcia bola uskuto¢nena pri exci-
taénej vinovej dizke A, = 280 nm a emisnej vinove;j
dizke A, = 350 nm. Objem injektovanych vzoriek
bol 10 pl. Vsetky kvapalné zlozky boli degasované
pomocou ultrazvukového sonikatora. Mobilna faza
pozostavajuca z deionizovanej vody s pridavkom 0,1
% kyseliny mravcej (A) a metanolu (B) bola apliko-
vana za gradientovych podmienok: 0 — 50 % B (0 —
20 min), 100 % A (20 — 25 min). Analyza s celkovou
dizkou 25 minut prebiehala pri teplote kolény 37 °C

a s prietokovou rychlostou 0,6 ml.min™.

Valid4cia metody

Realizécia a prevedenie metddy boli hodnotené
z hladiska presnosti, linearity, limitu detekcie (LOD)
a limitu kvantifikacie (LOQ). Pomer signal/Sum



pre najnizsi LOD bol 3 a najnizsi LOQ bol 10. Ka-
libracné krivky boli ziskané sériou roztokov $tudo-
vanych analytov s koncentraciou v rozsahu 0,01 — 20
ug.ml? s vynimkou kyseliny mocovej, ktorej rozsah
bol 25 — 300 pg.ml?. Pocet kalibraénych bodov bol n
=5 a kazdy analyt bol injektovany dvakrat.

Spracovanie vysledkov a Statisticka analyza

Analyzované data boli Statisticky vyhodnotené
pomocou softvéru GraphPad PRISM pre Windows,
verzia 5.0 (GraphPad, Inc., La Jolla, CA). Distribucia
rozdelenia hodnot vykazovala vo vSetkych pripadoch
Studovanych metabolitov v moci pacientov s diag-
nostikovanou dnou (n = 52) log-normalnu distribuciu,
ktora bola potvrdena D’ Agostinovym testom norma-
lity. Statisticky test bol pouzity z dovodu rozsahu nas-
ho stboru pacientov (30 < n < 100). Log-norméalna
distribucia rozdelenia hodnét v kontrolnej skupine (n
= 16) bola potvrdena Shapiro-Wilkov testom norma-
lity z dovodu nizsieho rozsahu probandov (7 < n <
30).

Na porovnanie koncentracii metabolitov v ram-
ci Studovanych skupin bol pouzity neparametricky
Mann-Whitney U test. Statistickd vyznamnost' bola
stanovena na hladine vyznamnosti p < 0,05. Na po-
rovnanie vybranych pomerov koncentracii metaboli-
tov v moc¢i pacientov a kontrolnej skupiny bol pouzi-
ty Studentov t-test.

VYSLEDKY

Ciel'om stadie bolo vyvinutt UHPLC metddu na si-
multanne kvalitativne a kvantitativne stanovenie krea-
tininu, kyseliny mocovej a vybranych aminokyselin
fenylalaninu, tyrozinu, tryptofanu a jeho metabolitov
serotoninu, kyseliny 5-hydroxyindoloctovej, kyseli-
ny kynureninovej a kynureninu. Vsetky tieto Studo-
vané metabolity sa prirodzene nachadzaju v moci za
fyziologickych, resp. patologickych podmienok. Na-
sledne, d’al§im cielom bola metabolomicka profilacia
vysSie spomenutych metabolitov v mo¢i pacientov s

diagnostikovanym ochorenim dna a kontrolnej sku-

piny.

Kvantitativne stanovenie Studovanych metabolitov
v moci pacientov s diagnostikovanou dnavou artriti-
dou je graficky znazornené na obrazku 1. Z graficke;j
vizualizacie vyplyva, ze dochadza k dysbalancii vy-
lucovanych metabolitov u pacientov s dnou v porov-
nani s kontrolnou skupinou. Namerané koncentracie
metabolitov boli vyssie v moci pacientov v porov-
nani s kontrolnou skupinou. Tato skutocnost’ plati
pre vSetky studované metabolity s vynimkou kreati-
ninu, ktorého koncentracie v moci pacientov s dnou a
zdravych dobrovol'nikov boli relativne porovnatelné.

Koncentracia KM v moci bola vyhodnotend samo-
statne, ked’ze hodnoty koncentracie KM su radovo
vyssie (vid’ obr. 2) v porovnani s ostatnymi Studova-
nymi metabolitmi.

Vystupné data deskriptivnej analyzy predstavovali
hodnoty medidnu koncentracii vSetkych studovanych
metabolitov v moc¢i pacientov s diagnostikovanou
dnou a kontrolnej skupiny. Minimalne, maximalne
hodnoty a hodnoty medianu pre kazdy metabolit v
moci oboch Studovanych skupin su uvedené v tabul’-
kela?2.

Dolezity parameter, ktory je potrebné kontrolovat’
u pacientov s chronickou dnou, je C-reaktivny protein
(CRP). Fyziologicka hodnota CRP u zdravych jedin-
cov je < 5 mg.l"t. Hodnota CRP bola stanovena u 18
pacientov z celkového poctu n = 52 (34,6 %). Prie-
merna hodnota CRP v skupine pacientov s dnou bola
6,79 mg.1. Z toho vyplyva, Ze aj v chronickom $tadiu
ochorenia moézu byt’ zvysené zapalové parametre.

Castou komorbiditou dny je vznik nefropatie, a
preto u pacientov bol vyhodnoteny aj parameter GFR
(rychlost’ glomerularne;j filtracie), ktory je dolezitym
parametrom pri hodnoteni spravnej funkcie obliciek.
V skupine pacientov s chronickou dnou boli deskrip-
tivne vyhodnotené aj hodnoty GFR. Priemernd hod-
nota GFR bola 0,997 ml/s/1,73 m? ¢o je hodnota
niz8ia ako fyziologicka hodnota >1,5 ml/s/1,73 m2.
Hodnota GFR bola sledovana u 23 pacientov s diag-
nostikovanou chronickou formou dny z celého suboru
pacientov n = 52 (44,2 %). Z toho vyplyva, ze pa-
cienti s dnou mali mierne alebo az stredne znizenu

funkciu obliciek, ked’ze dochadza k znizeniu rychlos-
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Tab. 1: Vyhodnotenie $tudovanych metabolitov (nmol.mol?* kreatininu) v mo¢i pacientov

s diagnostikovanou dnou

n=>52 Kreatinin| Trp Kyn KYNA Ser 5-HIAA Tyr Phe KM
(LM)
Minimum 3,27 0,65 0,26 0,00 0,00 0,31 2,60 0,06 57,54
25% 5,75 3,40 1,41 2,48 0,77 3,29 7,73 2,48 136,60
percentil
Medién 7,35 5,26 2,34 11,25 1,59 10,96 12,14 9,58 222,90
75 % 11,58 8,16 3,64 22,13 2,54 16,14 16,73 16,97 342,40
percentil
Maximum 22,74 53,91 9,28 81,30 8,25 33,76 41,18 72,73 564,90

Tab. 2: Vyhodnotenie $tudovanych metabolitov (nmol.mol? kreatininu) v mo¢i kontrolnej skupiny

n=16 Kreatinin| Trp Kyn KYNA Ser 5-HIAA Tyr Phe KM
(LM)
Minimum 3,95 1,32 0,023 0,41 0,01 0,41 1,33 0,02 70,06
25% 7,03 2,70 0,23 0,97 0,03 0,97 1,99 1,21 72,31
percentil
Median 14,33 3,37 0,45 1,18 0,11 1,18 3,45 3,78 82,16
75 % 16,39 5,47 1,34 2,01 0,27 2,01 16,05 4,93 135,40
percentil
Maximum 22,99 8,85 2,11 5,75 2,48 5,75 17,14 7,15 167,90

Obr. 1: Grafické znazornenie nameranych koncentracii (nmol.mol? kreatininu) §tudovanych metabolitov
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Obr. 2: Grafické znazornenie nameranej koncentracie kyseliny mo¢ovej (nmol.mol* kreatininu)
v moci kontrolnej skupiny zdravych dobrovolnikov vs. pacientov s diagnostikovanou dnavou artritidou

1000+
S 800-
= e ¢
c
o 600 .
o = o®000y
€ X J
£ 400 IR
g 0o 00,00
~  200- ®
0000 . o0
ow!:::‘hn 000® 0%,
0 1 ]

¥ Koncentréacie analytov v moéi zdravych dobrovolnikov
I Koncentracie analytov v moci pacientov s dnavou artritidou

Tab. 3: Statistické vyhodnotenie Mann-Whitney U
testu metabolitov v mo¢i pacientov s diagnostikovanou
dnou oproti kontrolnej skupine

Metabolity Mann-Whitney U test p — hodnoty
Kreatinin 0,0354*
KM <0,01%*
Trp 0,0632
KYNA 0,0007%#**
Kyn <0,0001%%*
Ser <0,000]***
Tyr 0,0041**
Phe 0,0026**
5-HIAA <0,0001#**

KM - Kyselina mocova, Trp — Tryptofan, KYNA —
Kyselina kynurénova, Kyn — Kynurenin, Ser — Serotonin,
Tyr — Tyrozin, Phe — Fenylalanin, 5-HIAA — Kyselina
5-hydroxyindoloctova, p — hodnota vyznamnosti, p <
0,05%; p < 0,01**; p <0,001***

ti glomerularnej filtracie.

Studentov t-test pre dva nezavislé vybery s rovnos-
tou rozptylu bol zvoleny pre Statisticka analyzu vy-
branych pomerov metabolitov u pacientov a kontrol-
nej skupiny. Statistickd vyznamnost' bola definovana
hladinou vyznamnosti p < 0,05. Vyhodnotené pome-
ry metabolitov Kyn/Trp (p = 0,0265*); 5-HIAA/Trp
(p = 0,0048**); Ser/Trp (p = 0,0092**); KYNA/Trp

(p = 0,0121*) vykazovali signifikantne vyznamné
parametre v diagnostike samotnej dny a vo velkej
miere aj jej komorbidit. Ochorenim, pri ktorom ma
vel'ké opodstatnenie sledovat’ pomery metabolitov, je
chronické ochorenie obli¢iek — CKD (chronic kidney
disease).

Neparametricky Mann-Whitney U test bol pouzi-
ty na Statistické vyhodnotenie dat ziskanych z oboch
Studovanych skupin (vid’ tab. 3) Kyselina kynuré-
nova, kynurenin, serotonin a kyselina 5-hydroxyin-
doloctova boli vyhodnotené ako signifikantne vy-
znamné (p < 0,001) v diagnostike dnavej artritidy.
V pripade vyhodnotenia kyseliny mocovej (p < 0,01)
moézeme potvrdit’, Ze sledovanie koncentracie KM v
sére a moci ma opodstatneny vyznam v diagnostike
a naslednej terapii dnavej artritidy. Dal3imi $tatistic-
ky vyznamnymi metabolitmi boli Tyr (p < 0,01); Phe
(p <0,01) a kreatinin (p < 0,05).

DISKUSIA

Hlavnym zameranim prace bolo vyuzitie neinva-
zivnej diagnostiky stidiom metabolomického profilu
mocu pacientov s diagnostikovanou dnou. V doésled-
ku nizkej psychickej zataze pacienta sa o¢akava vys-
Sia compliance pacientov k samotnému vySetreniu
a aj naslednej liecbe (Scuiller a kol., 2020).
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Metabolomické profilacia bola uskuto¢nena pomo-
cou UHPLC metody, ktora predstavovala simultanne
kvalitativne a kvantitativne stanovenie vybranych me-
tabolitov (serotonin, kyselina 5-hydroxyindoloctova,
kyselina kynureninova, kynurenin) v moc¢i pacientov
s diagnostikovanym ochorenim dna (n = 52) a zdravej
kontrolnej skupiny (n = 16). V studii Liu a kol. (2011)
poukazali na spojitost’ ochorenia dny s metabolitmi
ako kreatinin, Trp, 5-HIAA a kyselina hippurova (Liu
a kol., 2011). Vedecka praca Luo a kol. (2018) bola
tiez zamerand na kvantitativne stanovenie aminoky-
selin v krvnom sére a moci a poukazali na moznost’
odlisenia akutneho dnavého zéachvatu a chronickej
dny (Luo a kol., 2018).

Predpokladéame, ze Studované metabolity uzko su-
visia s dnou a z toho dévodu boli vyhodnotené roz-
diely v pozorovanych intenzitach biomarkerov zis-
kanych zo skupiny pacientov s dnou a zdravej kon-
trolnej skupiny. Na Statistické vyhodnotenie dat bol
pouzity neparametricky Mann-Whitney U test. Vy-
sledky tejto Studie poukdzali na zvySené vylucovanie
kyseliny mocovej (p < 0,01**); kyseliny 5-hydroxy-
indoloctovej (p < 0,0001***); kyseliny kynurénove;j
(p = 0,0007***); kynureninu (p < 0,0001***) a se-
rotoninu (p < 0,0001***) v moci pacientov s dnou
v porovnani so zdravou kontrolnou skupinou. Za
signifikantne vyznamné metabolity v diagnostike dny
boli vyhodnotené aj tyrozin (p = 0,0041**) a fenyla-
lanin (p = 0,0026**). Statistickd vyznamnost stano-
venia kreatininu bola tiez Statisticky potvrdena (p =
0,0354%).

Koncentracie aminokyseliny tyrozinu u pacientov
s dnou (median 12,14 nmol.mol? kreatininu) boli
zvySené v porovnani s kontrolnou skupinou (medi-
an 3,45 nmol.mol* kreatininu). Referen¢né hodnoty
Tyr v moc¢i dospelych jedincov oboch pohlavi su v
rozmedzi 4,10 — 23,50 nmol.mol? kreatininu (Bou-
atra a kol., 2013). V studii Kopple (2007) poukazali
na znizené hodnoty Tyr a jeho metabolitov, pretoze
nedochadza k hydroxylacii fenylalaninu u pacientov
s diagnostikovanou dnou s pridruzenou komplikaciou
CKD. Strata renalnej aktivity fenylalaninhydroxylazy

je zodpovednd za znizenu konverziu fenylalaninu na
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tyrozin pri zlyhavani obli¢iek. Mo¢ pacientov v nasej
studii vykazoval zvySené koncentracie tyrozinu, pre-
to predpokladame pritomnost’ aktivity fenylalanin-
hydroxyldzy; a taktieZ namerana koncentracia krea-
tininu v sére, moci a hodnoty GFR v sére nesvedcia o
vzniku pritomnej CKD.

V skupine pacientov s dnou sme detegovali zvy-
Senu koncentraciu tryptofanu v moc¢i (median 5,26
nmol.mol* kreatininu) v porovnani s kontrolnou sku-
pinou (median 3,37 nmol.mol™? kreatininu), avSak
Statistickd vyznamnost tryptofanu v diagnostike dny
a jej komorbidit nebola potvrdena. Predpokladame,
ze zvySené koncentracie Trp v mo¢i mozu suvisiet’ s
vysokym prijmom antioxidantov v strave pacientov,
ked’Ze pacienti dodrziavaju nizkopurinovu diétu, kto-
rd vylucuje malo vyzivné potraviny a potraviny s vy-
sokym obsahom tukov a sacharidov (Strasser a kol.,
2016).

Koncentracie KYNA v moc¢i dospelych jedincov
oboch pohlavi st v rozmedzi 0,08 — 4,20 nmol.mol*
kreatininu (Bouatra a kol., 2013). Hodnoty koncen-
tracie v nasej skupine pacientov s dnou boli radovo
vyssie ako v kontrolnej skupine, a to v rozmedzi 0 —
81,30 nmol.mol-*kreatininu. Koncentracia metabolitu
KYNA tizko suvisi so zdpalovymi reakciami organiz-
mu.

V nasej skupine pacientov (n = 52) bola u 18 pa-
cientov stanovend aj vysSia koncentracia CRP ako
fyziologicka hodnota (CRP < 5 mg.I"), ktora predsta-
vuje priamy indikator zapalu v organizme. Semikvan-
titativnym vySetrenim mocu sme detegovali u 29 pa-
cientov (z celkového n = 52) aj pritomnost’ bielkovin,
¢o moze tiez svedCit’ o pritomnosti zapalového proce-
Su.

Rozmedzie koncentracii kreatininu v skupine pa-
cientov s dnou bolo 3,95 — 22,99 uM a v skupine
zdravej kontroly bolo 3,27 — 22,74 uM, ktoré kore-
lovali s referen¢nymi hodnotami 4,515 — 20,423 uM
podl'a stadie Bouatra a kol. (2013). Na zaklade zis-
kanych koncentracii kreatininu moézeme skonstato-
vat’, Ze nasa skupina pacientov nevykazuje znamky
chronického poskodenia funkcie obliciek. Zaroven

vsak treba podotknut, Zze koncentracia kreatininu ako



jediny parameter nie je postacujuci.

Fyziologicka koncentracia serotoninu v moc¢i u do-
spelych jedincov oboch pohlavi organizmu je v roz-
medzi 0,04 — 0,12 nmol.mol* kreatininu (Bouatra
akol., 2013). V nasej kontrolnej skupine dobrovol'ni-
kov bolo rozmedzie 0,01 — 2,48 nmol.mol* kreatininu
a v skupine pacientov 0 — 8,25 nmol.mol* kreatininu.
Predpokladame, Zze zvySené koncentracie serotoninu
moézu vyplyvat aj zo zvysenej koncentracie tryptofa-
nu, ktory je prekurzorom pri biosyntéze serotoninu.

Rozmedzie koncentracii 5-HIAA a Phe v moci su
pre 5-HIAA dospelych jedincov bez ohl'adu na po-
hlavie 0,40 — 5,80 nmol.mol* kreatininu a pre Phe
za rovnakych podmienok 5,00 — 11,30 nmol.mol*
kreatininu (Bouatra a kol., 2013). Koncentracie oboch
metabolitov mnohonasobne prevySovali maximalne
fyziologické hodnoty. Kopple vo svojej stadii (2007)
poukazal na stvislost medzi zvySenou koncentraciou
Phe u pacientov s dnou a naslednou komorbiditou
CKD. Koncentracie fenylalaninu moézu byt zvysené
v dosledku nizkej aktivity enzymu fenylalaninhydro-
xylazy, ktory katalyzuje premenu fenylalaninu na ty-
rozin. V nasej $tudii sme detegovali zvysené koncen-
tracie Tyr, preto predpokladame, ze aktivita fenylala-
ninhydroxyldzy bola pritomnd, ¢o nesved¢i o vzniku
chronického poskodenia obliciek.

Fyziologické rozmedzie kynureninu je 1,10 — 2,50
nmol.mol* kreatininu (Bouatra a kol., 2013). Vyhod-
notené koncentracie Kyn v skupine dobrovolnikov
boli v rozmedzi 0,02 — 2,11 nmol.mol* kreatininu a
v skupine pacientov s dnou 0,26 — 9,28 nmol.mol™
kreatininu. Statisticki vyznamnost' pre stanovenie
Kyn bola vyhodnotena ako signifikantne velmi vy-
znamna (p < 0,0001***), Pritomnost chronického
zapalového procesu moéze mat’ za nasledok zvysené
koncentracie Kyn (Davis a Liu, 2015).

V nasej $tadii sme sa zamerali aj na asociacie dny
s jej pridruzenymi komplikaciami. Predpokladame, ze
pomer Tyr/Phe tzko stuvisi s moznym vznikom nefro-
patii u pacientov s chronickou dnou (Kopple, 2007).
V stadii Wang a kol. (2019) poukazali na zniZeny
pomer Tyr/Phe v krvnej plazme a inych telesnych
tekutinach, a tiez v erytrocytoch a myocytoch v spo-

jitosti s pridruZzenym chronickym ochorenim obliciek
(Wang a kol., 2019). V nasej stadii pomer Tyr/Phe (p
=0,1430) bol mierne znizeny, avSak nevykazoval §ta-
tistickll signifikanciu medzi pacientmi a kontrolnou
skupinou. Taktiez boli vyhodnotené aj pomery Kyn/
Trp (p = 0,0265%); 5-HIAA/Trp (p = 0,0048**); Ser/
Trp (p = 0,0092**); KYNA/Trp (p = 0,0121%*); kto-
ré vykazovali vyrazné rozdiely medzi skupinou pa-
cientov v porovnani s kontrolnou skupinou. Zakrocka
a Zatuska (2022) vo svojej stadii poukézali na signifi-
kanciu pomeru Kyn/Trp v moci pacientov s dnou voci
zdravej kontrole a zaroven poukazali aj na asociaciu
s komorbiditami dny (Zakrocka a kol., 2022).

V skupine nasich pacientov (n = 23) s chronickou
dnou sme tiez vyhodnotili GFR. Priemerna hodnota
GFR u pacientov s dnou bola 0,997 ml/s/1,73 m?
¢o je nizSia hodnota ako fyziologicka hodnota >1,5
ml/s/1,73 m* (Levey a kol., 2014). Namerana prie-
merné hodnota GFR je klasifikovana ako mierne zni-
zena funkcia obliciek.

Vyhodnoteny koncentra¢ny rozptyl hodnét KM
v moci pacientov s dnou bol v rozmedzi 57,54 —
564,90 nmol.mol*! kreatininu. Referenénd hodnota
KM v mo¢i je 93 — 329 nmol.mol™* kreatininu (Bo-
uatra a kol., 2013). Rozmedzie koncentracii v nasej
kontrolnej skupine bolo 70,06 — 167,90 nmol.mol*
kreatininu. Signifikantnd vyznamnost’ stanovenia
KM v moc¢i bola vyhodnotena na hladine vyznamnos-
tip<0,01%*.

Referencna hodnota KM v sére u muzského pohla-
via je 180 — 420 mmol.I* a u Zien 180 — 360 mmol.I*
(Marks a kol., 2003). Priemerna hodnota koncentracie
KM v sére naSich pacientov (n =41) s diagnostikova-
nou dnou bola 377,80 mmol.I". Priemer koncentracie
KM v skupine Zien (n = 15) bol 358,60 mmol.I*. Vys-
Sia koncentracia KM v sére bola namerana u 6 zien.
V skupine muzov (n = 26) bola priemerna hodnota
koncentracie 392,15 mmol.l*%, ¢o je niZSia ako najvys-
Sia fyziologicka hodnota 420 mmol.l* (Marks a kol.,
2003). Vyssie koncentracie KM v sére boli u 11 mu-
Zov v rozmedzi 420 — 540 mmol.1%. Pacienti s diag-
nostikovanou dnou boli lieceni alopurinolom s kon-

centraciou ucinnej latky v rozmedzi 100 — 600 mg.
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Farmakoterapia dny uzko suvisi s koncentraciou
KM v mo¢i a sére. V sucasnosti st registrované na
Slovensku dve lieciva na liecbu dny, a to alopurinol
a febuxostat (Gavornik a kol., 2007). Pacienti v nasej
stadii s diagnostikovanou chronickou dnou prijima-
li alopurinol v dennej davke v rozmedzi 100 — 600
mg alebo febuxostat v davke 80 mg. Napriek prebie-
hajucej medikament6znej liecCbe a zniZeniu inciden-
cie akatnych dnavych zachvatov, koncentracia KM
v sére u niektorych pacientov prevysovala referencnti
hodnotu, o Com sved¢i aj vysSia namerana koncentra-
cia KM v mo¢i. Aj napriek zvySenym koncentraciam
KM v sére a moci u niektorych pacientov mozeme
povazovat urikostaticku liecbu za postacujicu.

Dolezitou sucastou spravnej liecby dny je aj sprav-
na zivotosprava s dodrziavanim nizkopurinovej diéty.
V pripade vzniku nefropatii ma vel’ky prinos pre pa-
cienta aj diéta s niz§im obsahom bielkovin, ktora ne-

zat'azuje oblicky.

ZAVER

V sucasnosti ma vyskyt dnavej artritidy stipajiucu
tendenciu, ¢o podmienuje aj vznik jej pridruzenych
komorbidit. V klinickej praxi sa metabolomika coraz
viac dostava do popredia z dé6vodu moznosti neinva-
zivneho vysSetrenia. Velkou vyhodou metabolomic-
kej profilacie je komplexnost’ samotnej analyzy za
ucelom ziskat’ uzito¢né informacie o fyziologickom/
patologickom stave zivého organizmu. Vysledky tej-
to metabolomickej Studie mézu prispiet’ v ramci ich
moznej aplikacie v diagnostike samotnej dny, a tak
predist’ moznym vznikom jej pridruzenych komorbi-
dit.
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ABSTRAKT

Ciel’om predloZenej Stidie bolo pomocou do-
taznika vykonat’ prieskum stravovacich navykov
respondentov s ohPadom na ich pracovné zarade-
nie (Student vysokej $koly — domaci, zo zahranicia,
zamestnanec vysokej $koly) na Univerzite veteri-
narskeho lekarstva a farmacie (UVLF) v Kosi-
ciach. Na zaklade vyskumnych dat (odpovedi) sme
poukazali na pozitivne a negativne stravovacie
navyky u pozorovanej vzorky. Prieskum sme rea-
lizovali dotaznikovou formou, osobnym zberom
na vzorke 150 respondentov vo veku 20 az 67 ro-
kov. Z celkového poctu respondentov 50 (33,3 %)
respondentov tvorili domaci Studenti, 50 (33,3 %)
zahranic¢ni Studenti a 50 (33,3 %) boli zamestnan-
ci. Z prieskumu vyplynulo, Ze najhorsie stravo-
vacie navyky maju domadci Studenti, pretoZe vo
viacerych otazkach odpovedali, Ze uprednostiuju
nezdravé potraviny pred zdravymi. AZ 43,5 % Stu-
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dentov preferuje sladké ranajky. ZarazZajuce bolo
zistenie, Ze (52,7 %) domacich Studentov obeduje
azZ po prichode domov, ¢astokrat azZ v neskorych
poobednajsich hodinach. Zistili sme, Ze 50,9 %
domacich Studentov jedava veceru po 19 hodine;
45,5 % domacich Studentov si dopraje pochutiny
pri TV/PC. Nelichotivé je tieZ zistenie, Ze az 47,4
% domacich Studentov navstevuje fast-foody a
reStauracie jedenkrat do tyZdia. Nemé6Zeme vSak
povedat’, Ze zahrani¢ni Studenti a zamestnanci sa
stravuju ukazkovo podla zasad spravnej vyZivy
a konzumuju len zdraviu prospesné potraviny. Na
otazku, ¢o naj¢astejSie konzumuju na desiatu sme
zistili, Ze zahranicni Studenti (48,5 %) konzumu-
ju sladkosti a zamestnanci (50 %) sladké pecivo.
Alarmujuce je zistenie, Ze 70,6 % zamestnancov
uprednostiiuje na obed tu¢né méso a 44,7 % za-
mestnancov ma denny prijem tekutin iba 1000 ml.
Tieto zistenia st dost’ znepokojuce, pretoZe v are-
ali Skoly sa nachadza Skolska jedalen, ktora ponu-



ka na vyber z niekol’kych druhov jedal denne. V
zavere konstatujeme, Ze je potrebné vykonat’ pre
Studentov a zamestnancov UVLF v KoSiciach viac
osvety vo forme prednasok, letakov o zdravej vy-
Zive, zdravom Zivotnom §tyle s oh’adom na denny
energeticky prijem a potrebu organizmu. Diete-
tické poradenstvo, ktoré je zalozené na dokazoch,
podporuje zmeny v stravovani, ktoré zabezpecia
optimalne zdravie ¢loveka.

Kruacové slova: fast-foody; miso; tekutiny; stra-

vovacie navyky; vyziva; Zivotny Styl

ABSTRACT

The aim of the present study was to use a ques-
tionnaire to investigate the dietary habits of the re-
spondents with regard to their occupational status
(university student — domestic, foreign, university
employee) at the University of Veterinary Medi-
cine and Pharmacy (UVMP) in Kosice. Based on
the research data (responses), we pointed out the
positive and negative eating habits of the observed
sample. We conducted the survey in the form of
a questionnaire, by personal collection on a sam-
ple of 150 respondents aged 20 to 67 years. Of the
total respondents, 50 (33.3 %) were domestic stu-
dents, 50 (33.3 %) were international students and
50 (33.3 %) were employees. The survey revealed
that domestic students had the worst eating habits
as they responded that they preferred unhealthy
foods to healthy foods in several questions. As
many as 43.5 % of the students preferred sweet
breakfast. What is striking is the finding that (52.7
%) of home students have lunch only after they
get home, which is often in the late afternoon.
We found that 50.9 % of home students eat din-
ner after 7 pm, 45.5 % of home students indulge
in snacks with TV/PC. It is also an unflattering
finding that as many as 47.4 % of home students
visit fast-food joints and restaurants once a week.
However, it cannot be said that international stu-
dents and staff are eating exemplarily according

to the principles of good nutrition and eating only
healthy foods. When asked what they eat most
often for snacks, we found that international stu-
dents (48.5 %) eat sweets and staff (50 %) eat
sweet pastries. Alarmingly, 70.6 % of employees
prefer fatty meats for lunch and 44.7 % of emp-
loyees have a daily fluid intake of only 1,000 ml.
These findings are quite disturbing as there is a
school canteen in the campus which offers several
types of meals to choose daily. In conclusion, it is
necessary to conduct more education for students
and employees of UVMP in KoSice in the form of
lectures, leaflets on healthy nutrition, healthy life-
style with regard to daily energy intake and the
need of the body. Evidence-based dietetic counsel-
ling promotes dietary changes to ensure optimal
human health.

Key words: eating habits; fast food; meat; life-
style; liquids; nutrition

UvoD

Z pohladu narodného verejného zdravia je vyziva
zivotne dolezita pre zdravie, rast, ekonomicky rozvoj
a produktivitu pocas celého zivota populacie (Mozaf-
farian a kol., 2024). Vyziva je komplex procesov, kto-
rymi l'udsky organizmus prijima a zuzitkovava latky
nevyhnutné na uhradu nepretrzitého energetického
vydaja, na stavbu a stalu obnovu tkaniv a zabezpeco-
vanie fyziologickych funkcii (Fratrcova-Sramkova,
Kajaba, Mrazova, 2011). Ziviny (nutrienty) st zlozky
potravin, latky so zndmym chemickym zlozenim, su
prijimané stravou, zabezpecuji vyvoj vsetkych struk-
tar, funkcii organizmu a ich rovnovazny stav (Keres-
tes a kol., 2011).

Vyzivovu a energetick hodnotu potravin zabezpe-
¢uju hlavné ziviny, pridavné alebo doplnkové ziviny
maju iba biologickii hodnotu (Sulcova a kol., 2012).
Vo vyzive ¢loveka plnia ziviny spolu s vodou a vzdu-
chom uspokojovanie zakladnych potrieb cloveka
(Kerestes a kol., 2011). Zaroven sa vyziva spaja aj s

emociami, pretoze ide ¢asto o urcity druh uspokoje-
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nia. VyZiva je najvyznamnejsi faktor, ktory ovplyv-
nuje l'udské zdravie pozitivnym alebo negativnym
sposobom (Tucek, 2013). ZI4 vyziva mdze prispiet’
k zlému zdravotnému stavu, hlavne v suvislosti s
chronickymi ochoreniami, ktoré vedl k znizeniu kva-
lity zivota jedinca (Mozaffarian a kol., 2024).

Hlavnou pri¢inou timrtnosti na celom svete s kar-
diovaskularne ochorenia (CVD) (Roth a kol., 2020;
Tsao a kol., 2023). Medzi modifikovateInymi me-
tabolickymi a behavioralnymi rizikami pre KVO sa
objavila zla strava ako hlavny faktor, ktory spdsobuje
36 % globalnych koronarnych tmrti, 70 % novych
pripadov cukrovky na celom svete a velku zataz v
dosledku invalidity a pred¢asnej umrtnosti. Kardio-
metabolické riziko mozno pripisat’ nizkemu prijmu
ochrannych diétnych zloziek (napr. ovocie, zelenina,
celozrmné vyrobky, strukoviny, nenasytené mastné
kyseliny, ryby) a vysokému prijmu Skodlivych zlo-
ziek (napr. rafinované obilniny, spracované maéso,
nasytené tuky, sodik, pridané cukry) (Micha a kol.,
2017; Miller a kol., 2022).

Sucasna politika Europskeho tradu pre bezpec¢nost’
potravin (EFSA) vsak zdoraziuje, Ze bezpecnost po-
travin sa musi chapat’ zo Sirokej perspektivy v sulade
s pristupom ,,jedno zdravie®, ¢im sa zabezpeci, aby
sa zohladnovali tak nutricné aspekty, ako aj aspek-
ty (environmentalnej) udrzatelnosti (Devos a kol.,
2022). Z kvalitativneho hl'adiska by strava mala byt
vyvazena, rozmanitd, bohatd na dostato¢né mnozstvo
zivin, mineralov a vitaminov. Vel'mi dblezity je pri-
jem vody. Pri nespravnych stravovacich navykoch
modze nevyvazena vyziva spdsobit’ nedostatok nie-
ktorych zivin. Vyziva by mala zaist'ovat’ prijem ener-
gie, ktora zodpoveda jeho vydaju. Cudia so sedavym
spdsobom zamestnania by mali mat’ nizsi energetic-
ky prijem vyzivy ako l'udia s fyzicky narocnejSou
pracou. Nadmerny prijem stravy, ktora ma vysoku
energetickt hodnotu vedie k vzniku obezity, diabetes
mellitus, srdcovo-cievnym ochoreniam, ochoreniam
pohybového aparatu, rakovine a k mnohym d’al§im
ochoreniam neinfekéného povodu (Machova a kol.,
2009).

Cielom vyskumu bolo pomocou dotaznika vy-

112

konat’ prieskum stravovacich navykov u Studentov
a zamestnancov UVLF v KoSiciach. Na zaklade vy-
skumnych dat (odpovedi) na vyskumné otdzky pou-
kazeme na to, Ci existuju rozdiely v stravovacich na-
vykoch medzi respondentami, s oh'adom na pracovné
zaradenie (Studenti domadci, zahrani¢ni, zamestnanci).
Komparaciou vyskumnych dat zistime, ¢i bola nasa
hypotéza potvrdena alebo zamietnutd. V pripade, ze
prieskumna vzorka respondentov ma nevhodné, ne-
zdravé stravovacie navyky, poukazeme na zdravotné

dosledky a navrhneme dietetické zmeny.

MATERIAL A METODY

Prieskumny problém: Stravovacie navyky res-

pondentov s ohl'adom na ich pracovné zaradenie.

Hlavny ciel’ prieskumu: Zistit' stravovacie navy-

ky respondentov s ohl'adom na ich pracovné zarade-
nie (Student vysokej skoly — domaci, zo zahranicia,
zamestnanec vysokej Skoly) na Univerzite veterinar-
skeho lekarstva a farmacie (UVLF) v KoSiciach.

Parcidlne ciele prieskumu:

» zistit', o najCastejSie ranajkuju, desiatuji, obe-
duju, olovrantujui a veceraju Studenti a zamest-
nanci vysokej Skoly

» zistit), ¢i si dopraju druht veceru a aj pochutiny

» zistit’, kol’ko Studentov a zamestnancov sa stravu-
je patkrat denne

» zistit’ pitny rezim a preferovanie tekutin

» zistit’ aky druh stravy preferuji

* zistit’ navstevnost fast-foodov a reStauracii

* na zaklade vysledkov prieskumu navrhntt’ od-

portcania pre prax.

METODOLOGIA PRIESKUMU

Na dosiahnutie ciela vyskumu sme pouzivali do-
taznik, ktory patri medzi jednu z najcastejsie pouziva-
nych metdd vo vyskume na rychle zistovanie faktov,
nazorov a pod. Prieskum sme realizovali dotazniko-
vou formou, osobnym zberom v roku 2015 na vzorke
150 respondentov vo veku 20 az 67 rokov. Z celko-
vého poctu respondentov 50 (33,3 %) tvorili domaci



Studenti, 50 (33,3 %) zahrani¢ni $tudenti a 50 (33,3
%) boli zamestnanci. V prieskumnej vzorke domino-
valo Zenské pohlavie (n — 128; 85,3 %) v porovnani

s muzskym pohlavim (n — 22; 14,7 %). Z celkového

poctu opytanych az 126 (84,0 %) byvalo v meste a 24

(16,0 %) na dedine.

V uvedenej institucii sme mali povolenie vykona-
vat’ prieskum na zéklade podania pisomnej ziadosti
(priloha u autorov). Respondenti, ktori sa zucastnili
prieskumu, boli informovani o anonymite dotazni-
kov. Navratnost’ dotaznikov bola 100 %.

Dotaznik pozostaval z 18 poloziek uzatvoreného
charakteru. Jeho stcast’'ou boli:

— identifikacné polozky tykajice sa respondentov
(pohlavie, vek, miesto bydliska, zamestnanie vo
vztahu k vysokej skole)

— polozky, ktorymi sme posudzovali preferenciu po-
travin, ktoré konzumuj respondenti na ranajky, de-
siatu, obed, olovrant a veCeru

— polozky, ktorymi sa respondenti vyjadrili, ¢i si do-
praju druht veceru a pochutiny

— polozku, v ktorej sa respondenti vyjadrili, kol'’ko-
krat za den sa stravuji

— polozky, ktorymi sa respondenti vyjadrili ohl'adom
pitného rezimu a preferencie druhu tekutin

— polozku, v ktorej sa respondenti vyjadrili aky druh
stravy preferuju, ¢i si prisol'uju stravu, a ¢i navste-
vuju fast-foody a restauracie.

HYPOTEZA (H1): ,,Predpokladame, Ze domaci $tu-
denti a zamestnanci budi mat oproti zahranicnym
Studentom UVLF osvojené zdravsie stravovacie na-
vyky*.

HYPOTEZA (H2): ,,Predpokladime, Ze respondenti
prieskumu budu vyuzivat’ na obed tepli stravu posky-
tovanu UVLF “.

HYPOTEZA (H3): ,,Predpokladdme, 7e doméci §tu-
denti a zamestnanci budu oproti zahrani¢nym prefe-
rovat’ domécu kuchyiiu pred reStauracnymi zariade-

niami a fast-foodmi“.

Hypotézy sme vyslovili ako nas urc¢ity odborny od-
had, ako sa budl spravat’ vyskumné data, a aké vy-

sledky budeme moct’ z nich vyvodit. Na zaklade od-
bornych a vedeckych ¢lankov ohl'adom stravovania
sme predpokladali, ze domaci Studenti a zamestnanci
sa budu stravovat’ zdravs$ie ako zahrani¢ni Studenti,
pretoze majii viac vyhod a prileZitosti. Ziji na Sloven-
sku, mnohi v spolo¢nej domacnosti s rodinou, upred-
nostiuji domacu kuchynu a nepouzivaji polotovary.
Domaci respondenti maju moznost’ ziskat' viac od-
bornych a vedeckych informacii o zdravom stravo-
vani ako zahrani¢ni Studenti, ktori st v inej krajine,
s odkazani na stravovacie zariadenia, fast-foody
a vyuzivanie polotovarov. Ked’ze UVLF ma moznost’
poskytovat’ zamestnancom v ¢ase obeda teplu stravu,
ktort financ¢ne dotuje, predpokladali sme, ze vsetci
respondenti budu tuto prilezitost’ vyuzivat’.

Pre potreby Statistického spracovania zistenych
udajov sme vyuzili funkcie programu Microsoft Of-
fice Excel 2007. Deskriptivna Statistika skupin nam
poskytla informacie o mierach centrality (pocetnost
— n, percentudlne zastipenie — %, priemer/priemerné
hodnoty — M, smerodajna odchylka — SD). Vysled-
ky prieskumu su spracované v tabul’kach s uvedenim
celkového poctu (n), percentudlneho zastipenia (%) a

priemernej hodnoty (M).
VYSLEDKY A DISKUSIA

Na dosiahnutie ciela vyskumu zameraného na
prieskum stravovacich navykov Studentov a zamest-
nancov UVLF v Kosiciach sme pouzili dotaznik s
otazkami uzatvoreného charakteru formulované tak,
aby sme ziskali ¢o najcharakteristickejsi obraz o res-
pondentoch. Vyskumné data (odpovede) na 18 polo-
ziek dotaznika uvadzame v tabul’kach 1 — 18 (vid’ tab.
1-18).

Kvantitativna analyza prieskumnych udajov
Charakteristika prieskumnej vzorky

Prieskumu sa celkovo zucastnilo 150 responden-
tov UVLF, ktorych priemerny vek bol 29 rokov (M

—29,38; SD — 11,10). Vekové rozmedzie v skimanej
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Tab. 1: Vekové kategorie respondentov
vekové kategorie n %
do 30 rokov 109 72,7
31 —40 rokov 17 11,3
41 — 50 rokov 13 8,7
51 — 60 rokov 6 4.0
> 61 rokov 5 3,3
spolu 150 100,0

Tab. 2: Porovnanie preferencie druhu ranajok s ohPadom na kategorie respondentov

kategorie respondentov

druh ranajok domaéci Studenti zahrani¢ni Studenti zamestnanci
sladké 10 5 8

% v ramci ranajok 43,5 % 21,7 % 34,8 %
% v ramci zamestnania 20,0 % 10,0 % 16,0 %
masové 25 9 23
% v ramci ranajok 43,9 % 15,8 % 40,4 %
% v ramci zamestnania 50,0 % 18,0 % 46,0 %
mlie¢ne 15 33 14
% v ramci ranajok 24,2 % 53,2 % 22,6 %
% v ramci zamestnania 30,0 % 66,0 % 28,0 %
neranajkuju 0 3 5

% v ramci ranajok 0,0 % 37,5 % 62,5 %
% v ramci zamestnania 0,0 % 6,0 % 10,0 %

vzorke bolo 20 az 67 rokov. Az 72,7 % (n — 109) res-
pondentov bolo vo veku do 30 rokov (vid’ tab. 1).

Respondenti najcastejSie ranajkuju mliecne ranaj-
ky (41,3 %) a mésové ranajky (38,0 %) a 5,3 % res-
pondentov neranajkuje vobec. Pri posudzovani pre-
ferencie druhu ranajok s ohladom na kategorie res-
pondentov sme zistili, Ze 43,5 % domacich Studentov
preferuje sladké; 43,9 % maisové a 24,2 % mliecne
ranajky. Mlie¢ne ranajky taktiez preferovalo az 53,2
% zahraniénych Studentov. Zamestnanci (40,4 %)
uprednostinovali misové ranajky (vid’ tab. 2).

Pri porovnavani preferencie jednotlivych druhov
desiaty s ohladom na kategorie respondentov sme
zistili, ze az 54,5 % domacich Studentov uprednost-

fovalo chlieb/pecivo. Zahrani¢ni Studenti (48,5 %)
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najcastejSie konzumovali sladkosti na desiatu a 50 %
zamestnancov najcastejSie uprednostiiovalo sladké
pecivo na desiatu (vid’ tab. 3).

Z tabul’ky 4 vyplyva, ze az 52,7 % domacich Stu-
dentov; 32,7 % zahrani¢nych Studentov a 14,5 % za-
mestnancov obeduje az po prichode domov. Obedy si
nosi z domu do skoly/prace az 48,3 % zahrani¢nych
Studentov. V skolskej jedalni obeduje 62,2 % zamest-
nancov, ale len 10,8 % zahrani¢nych a 27 % doma-
cich Studentov (vid’ tab. 4).

Z odpovedi respondentov sme zistili, ze 46,4 % do-
macich studentov a 50,0 % zamestnancov si dopraje
polievku ako predkrm k hlavnému jedlu dia. Naopak,
az 66,7 % zahrani¢nych Studentov; 26,5 % zamest-

nancov a 13,3 % domécich Studentov nekonzumuje



Tab. 3: Porovnanie preferencie druhov desiaty s ohI’adom na kategorie respondentov

kategorie respondentov

druh desiaty domaci Studenti zahrani¢ni Studenti zamestnanci
sladké pecivo 3 4 7

% v ramci desiaty 21,4 % 28,6 % 50,0 %
% v ramci zamestnania 6,0 % 8,0 % 14,0 %
ovocie 15 23 26
% v ramci desiaty 23,4 % 35,9% 40,6 %
% v ramci zamestnania 30,0 % 46,0 % 52,0 %
sladkosti 11 16 6

% v ramci desiaty 33,3% 48,5 % 18,2 %
% v ramci zamestnania 22,0 % 32,0% 12,0 %
chlib/pecivo 18 4 11
% v ramci desiaty 54,5 % 12,1 % 33,3%
% v ramci zamestnania 36,0 % 8,0 % 22,0%
proteinovy drink 3 3 0

% v ramci zamestnania 50,0 % 50,0 % 0,0 %
% v ramci zamestnania 6,0 % 6,0 % 0,0 %

Tab. 4: Porovnanie druhu preferencie konzumacie obedov s ohPadom na kategorie respondentov

kategorie respondentov

druh preferencie konzumacie obedov domaci Studenti zahranicni Studenti zamestnanci
nosim si obedy z domu do $koly/prace 11 28 19
% v ramci preferencie 19,0 % 48,3 % 32,8 %
% v ramci zamestnania 22,0 % 56,0 % 38,0 %
obedujem v skolskej jedalni 10 4 23
% v ramci preferencie 27,0 % 10,8 % 62,2 %
% v ramci zamestnania 20,0 % 8,0 % 46,0 %
obedujem az po prichode domov 29 18 8

% v ramci preferencie 52,7 % 32,7 % 14,5 %
% v ramci zamestnania 58,0 % 36,0 % 16,0 %

Tab. 5: Porovnanie preferencie polievok k hlavnému jedlu s ohPadom na kategorie respondentov

kategorie respondentov

preferencia polievky domaci Studenti zahranicni Studenti zamestnanci
ano 26 2 28

% v ramci polievky 46,5 % 3,6 % 50,0 %

% v ramci zamestnania 52,0 % 4,0 % 56,0 %
nie 6 30 13

% v ramci polievky 13,3 % 66,7 % 26,5 %

% v ramci zamestnania 12,0 % 60,0 % 26,0 %
niekedy 18 18 13

% v ramci polievky 36,7 % 36,7 % 26,5 %

% v ramci zamestnania 36,0 % 36,0 % 26,0 %
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Tab. 6: Porovnanie preferencie druhu obeda s oh’adom na kategérie respondentov

kateg6rie respondentov

druh obedov domaci Studenti zahrani¢ni Studenti zamestnanci
chudé miso 33 7 22
% v ramci obeda 53.2% 11,3 % 35,5%
% v ramci zamestnania 66,0 % 14,0 % 44,0 %
divina 3 0 0

% v ramci obeda 100,0 % 0,0 % 0,0 %
% v ramci zamestnania 6,0 % 0,0 % 0,0 %
tuéné méso 4 1 12
% v ramci obeda 23,5% 5,9 % 70,6 %
% v ramci zamestnania 8,0 % 2,0 % 24,0 %
ryby 2 2 3

% v ramci obeda 28,6 % 28,6 % 42,9 %
% v ramci zamestnania 4,0 % 4,0 % 6,0 %
cestovinové jedla 4 12 3

% v ramci obeda 21,1 % 63,2 % 15,8 %
% v ramci zamestnania 8,0 % 24,0 % 6,0 %
bezmisité jedla 3 11 6

% v ramci obeda 15,0 % 55,0 % 30,0 %
% v ramci zamestnania 6,0 % 22,0 % 12,0 %
Salaty 1 17 4

% v ramci obeda 4,5 % 77,3 % 18,2 %
% v rdmci zamestnania 2,0 % 34,0 % 8,0 %

polievku ako predkrm k hlavnému jedlu dna (vid.
tab. 5).

V ramci porovnavania preferencie konzumovaného
druhu jedal v ¢ase hlavného jedla — obedu, s oh'adom
na kategorie respondentov sme zistili, ze 53,2 % do-
macich studentov preferovalo chudé méso, az 70,6 %
zamestnancov skor tuéné méso. Na obed preferovali
zahrani¢ni Studenti Salaty (77,3 %); 63,2 % cestoviny
a 55,0 % bezmésité jedla (vid tab. 6).

Z celkového poctu respondentov s ohl'adom na ka-
tegorie konzumovalo na olovrant sladké pecivo 41,7
% domacich Studentov a 33,3 % zamestnancov. Za-
hrani¢ni Studenti (45,2 %) konzumovali na olovrant
najcastejSie sladkosti a 33,3 % salaty. V ramci olov-
rantu 42,3 % zamestnancov konzumovalo chlieb/
pecivo so Sunkou/salamou/pastétou/syrom a 38,6 %
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konzumovalo ovocie. Iba 4 % domacich Studentov si
doprialo na olovrant zdravy proteinovy drink, ty¢inku
alebo miisli ty¢inku (vid’ tab. 7).

V ramci preferencii druhu vecere s ohl'adom na ka-
tegorie respondentov sme zaznamenali, Ze na veceru
preferovalo Salaty 20,0 % domacich Studentov; 14,0
% zahrani¢nych Studentov a 12,0 % zamestnancov.
Sucht misovu veceru uprednostnilo 26,0 % zamest-
nancov, 20,0 % domacich Studentov. Zahrani¢ni Stu-
denti (28,0 %) uprednostnili na veceru chudé méso
(vid tab. 8).

Pri porovnavani preferencie ¢asu konzumacie vece-
re s ohladom na kategorie respondentov sme zistili,
ze 37,7 % zamestnancov; 34,8 % domacich Studentov
a 27,5 % zahrani¢nych §tudentov konzumovalo vece-
ru okolo 18 hodiny. Veceru okolo 19 hodiny upred-



Tab. 7: Porovnanie preferencie konzumacie druhu olovrantu s oh’adom na kategorie respondentov

kateg6rie respondentov
druh olovrantu domaci Studenti zahrani¢ni Studenti zamestnanci
sladké pecivo 5 3 4
% v ramci olovrantu 41,7 % 25,0 % 33,3 %
% v ramci zamestnania 10,0 % 6,0 % 8,0 %
ovocie 21 22 27
% v ramci olovrantu 30,0 % 31,4 % 38,6 %
% v ramci zamestnania 42.0 % 44,0 % 54,0 %
sladkosti 11 14 6
% v ramci olovrantu 35,5% 452 % 19,4 %
% v ramci zamestnania 22,0 % 28,0 % 12,0 %
chlieb/pecivo so Sunkou/salamou/ 7 8 11
pastétou/syrom
% v ramci olovrantu 26,9 % 30,8 % 42,3 %
% v ramci zamestnania 14,0 % 16,0 % 22,0 %
Salaty 4 3 2
% v ramci olovrantu 44,4 % 33,3% 22,2 %
% v ramci zamestnania 8,0 % 6,0 % 4,0 %
proteinovy drink/proteinovi ty¢inku/ 2 0 0
miisli ty¢inku
% v ramci olovrantu 100,0 % 0,0 % 0,0 %
% v ramci zamestnania 4,0 % 0,0 % 0,0 %

nostnilo 40,5 % zahrani¢nych $tudentov. V neskor-
Sich hodinach si najéastejsie veceru dopraje 50,0 %
domacich Studentov (vid’ tab. 9).

Z odpovedi respondentov sme zistili, ze druhu ve-
¢eru si niekedy dopraje az 50,9 % domacich Studen-
tov, hlavne ak nespia v noci. Druht veceru si pravi-
delne dopraje zhodné percento (35,7 %) zamestnan-
cov a domacich Studentov. Druhu veceru si nikdy
nedopraje 46,8 % zahrani¢nych Studentov a 32,9 %
zamestnancov (vid’ tab. 10).

Pri porovnavani frekvencie jedal konzumovanych
pocas dia sme zistili, Ze najcastejSie 4-krat do dna
konzumovalo 32,1 % domacich Studentov; 37,5 %
zahrani¢nych Studentov a 30,4 % zamestnancov. Stra-
vu 5-krat do dita konzumovalo 37,8 % zamestnancov;
33,3 % domadcich Studentov a 28,9 % zahrani¢nych
Studentov (vid’ tab. 11).

Pri porovnavani ako ¢asto respondenti konzumuju
sladku alebo slanti pochutinu s ohl'adom na kategorie
respondentov sme zistili, Ze kazdy deil si pochutinu
dopraje 38,3 % domacich studentov; 33,3 % zamest-
nancov a 28,3 % zahrani¢nych Studentov. Kazdy
druhy dei si pochutinu dopraje 50,0 % zahrani¢nych
Studentov; 28,6 % zamestnancov a 21,4 % domacich
Studentov (vid tab. 12).

Z tabulky 13 vyplyva, Ze pri sledovani TV/PC si
dopraje pochutiny 45,5 % domacich Studentov; 57,9
% zamestnancov si dopraje nickedy. Avsak 61,9 %
zahrani¢nych S$tudentov si dopraje pochutiny len
zriedkakedy (vid’ tab. 14).

Pri porovnani najpreferovanejSej tekutiny dia s
ohladom na kategorie respondentov sme zistili, ze
najpreferovanejSim napojom je voda pre 37,6 % za-
hrani¢nych Studentov; 36,5 % domacich Studentov a
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Tab. 8: Porovnanie preferencie konzumacie druhu vecere s oh’adom na kategorie respondentov

kateg6rie respondentov

druh vecere domaci Studenti zahrani¢ni Studenti zamestnanci
chudé miso 3 14 3

% v ramci vecere 15,0 % 70,0 % 15,0 %
% v ramci zamestnania 6,0 % 28,0 % 6,0 %
divina 0 3 0

% v ramci vecere 0,0 % 100,0 % 0,0 %
% v ramci zamestnania 0,0 % 6,0 % 0,0 %
tu¢né méiso 2 4 1

% v ramci vecere 28,6 % 57,1 % 14,3 %
% v ramci zamestnania 4,0 % 8,0 % 2,0 %
ryby 2 5 3

% v ramci vecere 20, % 50,0 % 30,0 %
% v ramci zamestnania 4,0 % 10, % 6,0 %
cestovinové jedla 8 7 7

% v ramci vecere 36,4 % 31,8 % 31,8 %
% v rdmci zamestnania 16,0 % 14,0 % 14,0 %
bezmisité jedla 6 10 5

% v ramci vecere 28,6 % 47,6 % 23,8 %
% v ramci zamestnania 12,0 % 20,0 % 10,0 %
mucnikové jedla 0 0 5

% v ramci vecere 0,0 % 0,0 % 100,0 %
% v ramci zamestnania 0,0 % 0,0 % 10,0 %
Salaty 10 7 6

% v ramci vecere 43,5 % 30,4 % 26,1 %
% v ramci zamestnania 20,0 % 14,0 % 12,0 %
ovocny Salat 2 0 3

% v ramci vecere 40,0 % 0,0 % 60,0 %
% v ramci zamestnania 4,0 % 0,0 % 6,0 %
sladka sucha vecera 5 0 0

% v ramci vecere 100,0 % 0,0 % 0,0 %
% v ramci zamestnania 10,0 % 0,0 % 0,0 %
sucha mésova cecera 10 0 13
% v ramci vecere 43,5 % 0,0 % 56,5 %
% v ramci zamestnania 20,0 % 0,0 % 26,0 %
mlie¢na vecera 2 0 4

% v ramci vecere 333% 0,0 % 66,7 %
% v ramci zamestnania 4,0 % 0,0 % 8,0 %
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Tab. 9: Porovnanie preferencie ¢asu konzumacie vecere s oh’adom na kategorie respondentov

kategorie respondentov

hodina vecere domaci Studenti zahranicni Studenti zamestnanci
okolo 17 hod 2 5 8

% v ramci hodiny 13,3 % 33,3% 53,3 %
% v ramci zamestnania 4,0 % 10,0 % 16,0 %
okolo 18 hod 24 19 26
% v ramci hodiny 34,8 % 27,5 % 37,7 %
% v ramci zamestnania 48,0 % 38,0 % 52,0 %
okolo 19 hod 12 17 13
% v ramci hodiny 28,6 % 40,5 % 31,0 %
% v ramci zamestnania 24,0 % 34,0 % 26,0 %
eSte neskor 12 9 3

% v ramci hodiny 50,0 % 37,5 % 12,5 %
% v ramci zamestnania 24,0 % 18,0 % 60, %

Tab. 10: Porovnanie preferencie druhej vecere s oh’adom na kategérie respondentov

kategorie respondentov
hodina vecere domaci Studenti zahrani¢ni Studenti zamestnanci
nie, nikdy nejem druhi veceru 16 5 8
% v ramci druhej vecere 20,3 % 46,8 % 32,9 %
% v ramci zamestnania 32,0 % 74,0 % 52,0 %
ano, niekedy si dam aj druhu veceru, 29 9 19
ked’ som dlho hore
% v ramci druhej vecere 50,9 % 15,8 % 33,3%
% v ramci zamestnania 58,0 % 18,0 % 38,0 %
ano, pravidelne jedavam 5 4 5
aj druhu veceru
% v ramci druhej vecere 35,7 % 28,6 % 35,7 %
% v ramci zamestnania 10,0 % 8,0 % 10,0 %

25,9 % zamestnancov. Preferenciu kombindcie napo-
jov udavalo 43,2 % zahrani¢nych Studentov; 32,4 %
domacich studentov a 24,3 % zamestnancov (vid’ tab.
14).

Pri porovnani