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Predslov

Vazené citatelky a citatelia,

recenzovany zbornik vedeckych prac mladych farmakologov je tradicne venovany
dvom vyznamnym osobnostiam slovenskej farmakologie. Rada konstatujem, ze mladi
farmakologovia zaslali na publikovanie viacero zaujimavych rukopisov, ktorych
prezentdcie odzneli online na Dni mladych farmakologov SR XXVII (Memorial prof. F.
Sveca a prof. P. Sveca) diia 10. 11. 2022. To naznacuje, Ze tradicny zbornik Pokroky vo
farmakologii v Slovenskej republike, ktorého 18. ediciu mate moznost listovat, ma pevné
zdklady a dobru reputaciu.

Spolu s recenzentami sme radi, ze hoci ide v mnohych pripadoch o autorské
prvotiny, vSetky prispevky uvedené v tomto zborniku siu na vysokej vedeckej virovni
a odrazaju vynimocnu uroven farmakologického vyskumu na Slovensku. Subor
originalnych prac je navySe doplneny vyziadanym prehladovym Cclankom, ktory
pojedndva o terapeutickom  potenciali  ovplyvnenia  vdpnikovej  signalizdacie
V kardiovaskuldrnych ochoreniach.

Vsetky prace presli recenznym konanim s dorazom na vedecku a formalnu stranku
prispevkov, pretoZe prisny recenzny proces neprispieva len k ich skvalitneniu, ale najmd
K ziskaniu skusenosti a zrucnosti mladych autorov.

Zbornik vychddza pod zastitou Slovenskej farmakologickej spolocnosti a Katedry
farmakologie a toxikologie Farmaceutickej fakulty Univerzity Komenského v Bratislave,
a s podporou Slovenskej lekarnickej komory. Prajem Vam prijemné citanie a mozZno

.....

V Bratislave 5. 10. 2023

doc. PharmDr. Anna Paul Hrabovska, PhD.
zostavovatelka



TERAPEUTICKY POTENCIAL OVPLYVNENIA VAPNIKOVEJ
SIGNALIZACIE V KARDIOVASKULARNYCH OCHORENIACH

THERAPEUTIC POTENTIAL OF INFLUENCING CALCIUM SIGNALING IN
CARDIOVASCULAR DISEASES

Rajtik, T.

Katedra farmakologie a toxikologie, Farmaceuticka fakulta, Univerzita Komenského
V Bratislave, Bratislava, Slovenska republika

Abstrakt: Vapnik zohrava kriticka Glohu v regulacii excita¢no-kontrakéného ako
aj excitano-transkripéného prepojenia v myokarde a podiela sa na vzniku ¢i
progresii mnohych vaznych patolégii od ischemicko-reperfuzneho poskodenia,
cez arytmogenézu az po chronické srdcové zlyhavanie. Napriek tomu, st vSak
lie¢iva zasahujuce do Ca?* obratu a metabolizmu vo farmakoterapii zastipené iba
minimalne, ako blokatory vapnikovych kanélov ¢i senzitizatory vapnika. Preto je
potrebné hl'adat’ nové moznosti vyuzitia tychto mechanizmov a jedny z takych
moZzu predstavovat’ latky ovplyviiujice vapnik/kalmodulin-dependentna
proteinkindzu 2, ako regulatora cyklovania véapnika ¢i pre Ca?"-permeabilné
ionové TRPV kandly, ktoré sa podielaju na mnohych procesoch od vzniku
akéného potencialu, cez plnenie sarkoplazmatického retikula aZz po vznik
reaktivnych foriem kyslika. Obidva ciele st dnes aktivne skimané a predstavuju
sl'ubny potencial prichodu novych terapeutik v blizSej buducnosti.

Summary: Calcium plays a critical role in the regulation of excitation-contraction
as well as excitation-transcriptional coupling in the myocardium and participates
in the development or progression of many serious pathologies from ischemia-
reperfusion injury, through arrhythmogenesis to chronic heart failure. Despite this,
drugs interfering with Ca2* turnover or metabolism are only minimally present in
the pharmacotherapy, e.g. calcium channel blockers or calcium sensitizers.
Therefore, it is necessary to identify new possibilities of utilizing these
mechanisms, and one of them can be substances affecting calcium/calmodulin-
dependent protein kinase 2, as a regulator of calcium cycling or Ca?*-permeable
ionic TRPV channels, which are involved in many processes from the generation
of the action potential, through the filling of the sarcoplasmic reticulum to the
formation of reactive oxygen species. Both targets are actively researched today
and represent a promising potential for the arrival of new therapeutics in the near
future.

Kruacové slova: vapnikové hospodarenie, inhibitory CaMKII, modulécia TRPV

Keywords: calcium handling, CaMKII inhibitors, TRPV modulators



UvVoD

Véapnik je kritickym elementom zuacastiujucim sa regulacie funkcii
kardiovaskularneho systému (KVS) na viacerych urovniach od depolarizacie v bunkach
sino-atrialneho uzla prevodového systému srdca, cez regulaciu kontrakcie vplyvom na
kontraktilné proteiny a ich regulatory, az po metabolické procesy suvisiace s funkciou
mitochondrii a transkripciou. Napriek tomu, Ze jeho uloha je znama v mnohych
patologiach KVS, od vzniku arytmii, portich kontraktility, vapnikového pretazenia
spojené¢ho s poskodenim mitochondrii a bunkovou smrt’ou az po patologickt remodelaciu
(1), st moznosti jeho farmakologickej modulacie znac¢ne limitované. Prakticky su dnes
lieCiva priamo zasahujuice od regulacie vapnikovych tokov a hospodérenia zastupené iba
v skupinach blokatorov vapnikovych kanalov na terapiu arytmii ¢i hypertenzie a v
lieCivach v terapii srdcového zlyhavania akymi st digitalisové alkaloidy Ci senzitizatory
vapnika ako napr. levosimendan. Z uvedenych informacii je teda zrejmé, ze praktické
vyuzitie moduldcie vapnika ma zasadny potencial v buducej terapii KVS patologii na
mnohych urovniach (2). Do skupin novo vyvijanych lie¢iv, ktoré maji buduci
terapeuticky potencial moézeme zaradit' latky ovplyviiujuce vapnik-dependentna
proteinkinazu 2 (CaMKII) (3) ¢i tzv. TRP receptory (receptory s prechodnym
potencialom), konkrétne ich vaniloidna podskupinu nazyvanti TRPV kanaly (4). V oboch
pripadoch sa jedna o latky, ktoré sa uz dostali do pokrocilejSich faz predklinického
sktsania a teda je pravdepodobné, Ze v blizSej budlicnosti sa s nimi budeme moct’ stretnit’
aj klinickom pouziti, ¢im by sa po dlh§om obdobi opit rozsiril zastup lieciv
ovplyvinujucich vapnikové hospodarstvo v KVS.

Farmakologické potencial ovplyvnenia CaMKII v kardiovaskularnych patolégiach

Vépnik/kalmodulin-dependentnd proteinkindza 2 zohrdva doleziti tlohu v regulacii
vnutrobunkového véapnikového obratu, kedZe je priamo aktivovand komplexom
vapnik/kalmodulin (Ca/CaM), ktory je stGcastou vnutrobunkovej vapnikovej
transdukénej kaskady (5). Po inicialnej aktivacii CaMKII moze kinaza nadobudnut’ tzv.
autofosforyla¢nu aktivitu, teda schopnost’ d’alej udrziavat’ enzym v aktivite aj v pripade,
ze priama aktivacia komplexom Ca/CaM poklesla (6). Prave tato autofosforylacia vSak
moze byt problematickym elementom, kedZe nadmerna aktivita kindzy vedie
K hyperfosforylacii substratov akymi st L-typ vapnikovych kandlov (LTCC),
ryanodinovych receptorov (RyR2) ¢i fosfolambanu (PLN) (tzv. triady, resp. SERCA
regulatomu) (7). V tychto podmienkach dochadza najéastejSie k podnieteniu vzniku
srdcovych arytmii, v spojitosti s CaMKII najmé k tzv. skorych (early) alebo neskorych
(delayed) afterdepolarizacii (8, 9). Klinicky uz bolo preukazané, ze tieto typy arytmii
spojenych s nadmernou aktivitou kinazy sa vyskytuji v patologiach, akymi su atridlne
fibrilacie, dysfunkcia sinusového uzla ¢i ventrikularne fibrilécie na r6znych podkladoch
(10, 11, 12). Prave preto moze latky s inhibi¢nou aktivitou pre CaMKII predstavovat
potencialne liec¢iva pre farmakoterapiu uvedenych arytmii. Samozrejme skodliva aktivita
kinazy nie je ohranic¢end len jej absolutnou nadmernou aktivaciou. Situacia sa komplikuje
najméd v kontexte moznosti jej regulacie cez rozne posttranslacné modifikacie. Ukéazalo
sa totiz, ze aktivita CaMKII je ovplyvnitelna aj oxidaciou (13), glykaciou (14) ¢i
nitrozylaciou jej domén (15). To navyse aj s ohl'adom na fakt, ze CaMKII je lokalizovana
vo vSetkych bunkovych kompartmentoch vratane jadra a mitochondrii, preto jej aktivita
je rozne regulovana v kontexte lokalizacie ako aj aktiva¢nych/inhibi¢nych stimulov



a neovplyviiuje iba vapnikovy obrat na trovni triddy, ale aj bunkovy metabolizmus
a transkripciu (16, 17). Preto je uz dnes zrejmé Ze viaceré potencialne lie¢iva budu musiet’
zohl'adnovat’ aj tieto aspekty a cielene ovplyviiovat’ kindzu v sprdvnom ¢ase na spravnom
mieste. Preto s aktudlne vyvijané aj selektivne lieCiva na baze peptidov ¢i nukleotidov,
ktoré by dokazali Specificky ovplyvnit' konkrétnu izoformu enzymu ¢i ju selektivne
zacielit, tam kde je v danom case potrebné, napr. pri patologickej remodelacii
Vv srdcovom zlyhévani.

Inhibicia a modulacia aktivity CaMKII

V pripade inhibicie CaMKII je potrebné zohl'adnit’ typ patoldgie, pretoze sa ukazuje, ze
v nie kazdej patologii je ziaduce inhibovat’ jej aktivitu en bloc, ako napriklad
v pokrocilom srdcovom zlyhavani (13) ¢i kardiotoxicite indukovanej antracyklinmi (18).
Kazdopadne viaceré patologie ako napriklad srdcové arytmie sa ukazuji ako vhodny
kandidati na pouzitie inhibitorov CaMKII. Tuto skupinu latok mézeme rozdelit’ do dvoch
hlavnych skupin a to malomolekulové inhibitory CaMKII a peptidy/nukleotidy, pricom
kazda z tychto skupin mé svoje pozitiva aj negativa, kazdopadne najblizSie redlnemu
klinickému vyuzitiu sa zatial priblizila skupina malomolekulovych inhibitorov
(obrazok 1).

Modulacia CaMKII
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Obrazok 1/Figure 1
Prehl'ad roznych skupin modulatorov CaMKII

Jednou z najpodrobnejsie preskimanych latok v skupine malomolekulovych inhibitorov
CaMKII je urcite latka zndma pod oznacenim KN-93, ktorad bola povodne popisana ako
latka inhibujtca katalyticki doménu CaMKII. Napriek tomu, v poslednom vyskume sa
onej uvazuje ako latke, ktora v skutocnosti antagonizuje kalmodulin (19) ateda
nezabraiuje nadmernej autofosforylécii ako bolo pdvodne navrhované. Kazdopadne, bez
ohl'adu na tento fakt, kombindcia pomerne nizkej inhibi¢nej koncentracie a relativne
vysokého mnozstva popisanych ,,off-target efektov (LTCC, napitovo-zavislé K kanaly,
etc.) (20, 21), zabraniuje jej potencidlnemu klinickému pouzitiu napriek tomu, Ze
v mnohych animélnych modeloch bola tspeSne testovand napr. v pripade vyskytu
komorovych arytmii ¢i bunkovej smrti (22, 23).



V pripade d’alSich malomolekulovych inhibitorov s vysSou inhibi¢nou koncentraciou
boli, hoci zatial’ bez klinického skuSania, vyvinuté latky GS680 ¢i RA608, ktoré sa vo
viacerych KVS patologiach ukazali ako prospesné pre obnovenie srdcovej funkcie ¢i na
redukciu patologickej remodelacie (24, 25). Kazdopadne, najblizSie ku klinickému
vyuzitiu sa doposial’ dostala latka s nazvom NP202, ktora mala byt uréena na redukciu
patologickej remodelaciu myokardu v post-infarktovom myokarde s lavokomorovou
dysfunkciou (26). Napriek tomu, ze sa nedostala cez 3. fazu klinického sktsania, jedna
sa zatial o najvdcSie priblizenie k redlnemu vyuzitiu inhibitorov CaMKII v terapii
zavaznych KVS ochoreni. Preto azda mézeme hovorit’ o redlnom klinickom potenciali
inhibicie CaMKII v budtcej farmakoterapii.

NajnovsSou a menej prebadanou skupinou latok ovplyviujicich CaMKII su peptidy (AIP
¢1 AC3-1) (12, 27) a nukleotidy (DNA/RNA protismerné oligonukleotidy) (28), ktorych
vyhodou je potencidl vysSieho zacielenia jednotlivych izoforiem CaMKII (CNS
dominantna forma a vs. KVS dominantna forma §), v pripade nukleotidov dokonca aj
detailného zacielenia ich splice (zostrihanych) variantov — jadrova vs. cytoplazmaticka
izoforma. Toto moze predstavovat terapeuticky potencial napr. v scenaroch kedy nie je
vhodné inhibovat’ celkovu aktivitu CaMKII na zachovanie véapnikového obratu
v cytoplazme, ale zaroven na utlmenie jej nadmernej aktivity v jadre spojenej so
zvySenou transkripciou a remodelaciou (29). Peptidy okrem toho ponukaju aj moznost’
zacielenia $pecifického aminokyselinového zvysku na katalytickej doméne (napriklad
takému, ktory podlieha oxidacii ¢i glykdcii) ateda aj selektivnejSieho ovplyvnenia
dynamiky CaMKII, napr. v pritomnosti diabetu (30). Samozrejme tento typ latok je d’alej
od klinického vyuzitia ako malomolekulové inhibitory, no napriek tomu predstavuje
solidnu bazu pre vyskum do budicnosti.

TRPV modulatory a ich implikacia v patologickych modeloch kardialnych patologii

Vaniloidné TRP kandly st vo vSeobecnosti polymodalnou skupinou vapnik-senzitivnych
kanalov, ktor¢ reaguju — aktivuji/inhibuju sa ako odpoved’ na fyzikalne zmeny prostredia
— mechanické osmotické alebo teplotné zmeny, nociceptivne stimuly ako aj vplyvom
endogénnych a exogénnych modulatorov (4). Podobne ako v pripade CaMKII, ani
modulécia aktivity TRPV kandlov zatial nie je terapeuticky vyuZivana napriek tomu, Ze
ovplyviiuji cela plejadu procesov v KVS od tvorby akéného potencidlu, oxida¢ného
stresu az po patologicku remodelaciu (31). NavySe, na rozdiel od vapnikového vstupu cez
LTCC, vstup Ca®" cez TRPV nem4 taky vyznamny dopad na kontraktilitu a uvolnenie
vapnika z RyR2 receptorov, co modze poskytnit ,,jemnejSiu* alternativu v scenaroch kedy
tieto procesy nechceme vyrazne ovplyvnit.

V suvislosti s cielenym ovplyvnenim aktivity TRPV kanélov a nimi sprostredkovanych
vapnikovych prudov sa opierame o pomerne Uzku skupinu chemickych latok. NajviacSou
limitaciou je v tomto smere obmedzeny pocet selektivnych agonistov a antagonistov,
ktoré by umoznovali cielenti farmakologicki modulaciu konkrétnych izoforiem TRPYV,
a spolu s tym podrobnejSie objasnenie ich presnej funkcie v kardiovaskularnom systéme
ako aj ich multiorganovu funkciu. Medzi endogénne latky regulujuce aktivitu TRPV
zarad’'ujeme napriklad endokanabinoidy (anandamid) (4) a skupiny lipidov (napr.
metabolity fosfolipazy C, fosfolipazy Az) (32) spolu s cholesterolom (33), ktoré
interaguju s TRPV priamo alebo prostrednictvom zmien na urovni cytoplazmaticke;j
membrany a lipidovych raftov. Aktivaciou TRPV1 metabolitom kyseliny arachidénove;j



alebo N-oleoyldopaminom sa pozorovalo zmiernenie srdcového poskodenia
indukovaného myokardidlnym I/R (34, 35).

Latky ovplyviiujuce TRPV kandly a ich terapeuticky potencial

Vramci exogénnych agonistov/antagonistov rozoznavame viacero neselektivnych
zlucenin, ktoré mozu vykazovat afinitu aj k inym off-target receptorom ako st
zastupcovia TRPV. Patri sem univerzalny TRP blokator ruténiova Cervena alebo 2-
aminoetoxydifenyl borat (2-APB), ktory je najCastejSie implikovany ako aktivator
TRPV2 (36, 37). Jeho efekt mdze byt potencovany d’alSim neselektivnym agonistom
kanabidiolom, patriacim do skupiny kanabionoidov, ktorych zastupcovia sa podiel’aju na
neselektivnej modulacii viacerych TRPVI1-4 kanalov (37, 38). Viac neselektivnych
modulatorov TRPV je uvedenych na obrazku 2.

Vybrané modulatory TRPV kanalov
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Obrazok 2/Figure 2

Prehlad aktivatorov a inhibitorov vybranych TRPV kanalov

Vzhladom na to, Ze TRPV2 kandly predstavuji vyznamny ciel' najmi v stvislosti
s potlacenim ich aktivity/ovplyvnenim subcelularnej lokalizacie v KVS pri lieCbe
dilatovanej kardiomyopatie asociovanej s Duchennovou muskularnou dystrofiou (39)
alebo pri inhibicii progresie nadorovych ochoreni (40), déraz je primarne kladeny na
skrining selektivnych antagonistov TRPV2. Prvou takouto zluc¢eninou je inhibitor TRPV2
SET2 (41), ku ktorému sa v tomto roku pripojila aj zla¢enina V2-1 (42), avSak na ich prvé
in vivo vyuZitie sa stale ¢aka. Dalsi selektivny blokator TRPV4 — GSK2193874 sa ukazal
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byt efektivnou intervenciou pri redukcii plucneho edému navodeného srdcovym
zlyhavanim alebo ischemicko/reperfiznym poSkodenim pltc (43, 44). Aj ked
v stucasnosti existuje hned’ niekol’ko Specifickych modulatorov pre samostatné izoformy
TRPV (valdecoxib, piperlongumin, tranilast a.i.) (45, 46, 47), ktoré hoci vykazuju
selektivitu pre konkrétnu izoformu TRPYV, avSak nad’alej disponuju afinitou aj k inym
receptorom, ¢o nie je v sucasnej dobe dostacujuce pre detailné objasnenie presnej funkcie
tychto kanalov.

ZAVER

Modulécia vapnika ¢i uz cez ovplyvnenim aktivity CaMKII ¢i TRPV kanélov predstavuje
zivotaschopnu alternativu vyskumu novych lie¢iv zasahujucich do vapnikového obratu a
metabolizmu. O to viac, ze napriek ubikvitnosti vapnikového systému v KVS je doposial’
vyuzivany len okrajovo a nové, ucinné terapeutika zavaznych kardialnych fenotypov su
stale nedostatkovym klinickym tovarom. Aj systém pdsobenia CaMKII ako aj TRPV
kandlov predstavuju zaujimavé alternativy liecby roznych kardidlnych patologii, od
reperflznych arytmii az po rozvoj post-infarktovej patologickej remodelécie a preto ich
vyskum predstavuje dolezity element v budicej terapii KVS ochoreni.
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RELATIVNA EXPRESIA GENOV ZODPOVEDNYCH
ZA TRANSPORT SODIKA A VODY CEZ ALVEOLARNY EPITEL
V MONOKROTALINOVOM MODELI PLUCNEJ HYPERTENZIE
RELATIVE EXPRESSION OF GENES INVOLVED IN THE TRANSPORT OF
SODIUM AND WATER THROUGH THE ALVEOLAR EPITHELIUM
IN MONOCROTALINE-INDUCED MODEL OF PULMONARY HYPERTENSION
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Abstrakt:

UVOD: V poslednych rokoch bolo publikovanych nickolko 3tudii, ktoré
poukazuji na pritomnost’ pleuralnych vypotkov (PLEF) u pacientov s roznymi
formami plicnej artériovej hypertenzie bez alternativneho vysvetlenia ich
pritomnosti okrem pravostranného srdcového zlyhania (RHF). Koincidencia PLEF
a RHF vyznamne zvy$ovala mortalitu v sledovanom obdobi. CIELE PRACE:
Stanovenie relativnej expresie transportérov zodpovednych za alveoldrny klirens
tekutin v monokrotalinovom (MCT) modeli, ktoré mozu prispievat’ ku kumulacii
tekutiny v plicach a sekundarnej tvorbe PLEF. METODY: Samcom potkanov
kmena Wistar bol subkutdnne aplikovany MCT alebo vehikulum (CON). Zvierata
boli utracané jeden, dva, Styri tyzdne po aplikacii MCT a pred¢asne po akitnom
zhorSeni zdravotného stavu (ptMCT), kedy bola pozorovana pritomnost PLEF
u niektorych jedincov. Expresia alpha (Scnnla), beta (Scnnlb), gama (Scnnlg)
podjednotky epitelidlneho sodikového kanala (ENaC), transportéra neutralnych
aminokyselin viazaného na sodik (Snat2, Snat5), sodikovo-glukézového
transportéra (Sgltl) a akvaporinu 3 (Agp3) bola stanovend metdédou RT-gPCR
v plicach. Vzorky plac boli podrobené histologickej analyze. VYSLEDKY:
Hmotnost’ pl'ic sa zvySovala postupne od druhého tyzdna po aplikacii MCT
(MCTa2r 039 %, MCT41 0 37 %, ptMCT 063 %, p < 0,05 vs. CON). V MCTsr
a ptMCT bola pozorovand downregulacia Scnnla podjednotky ENaC (p < 0,05 vs.
CON). V ptMCT bolo pozorované znizenie expresie Scnnlb, Scnnlg a Snat5 (p <
0,05 vs. CON). V pripade Agqp3 bolo pozorované 15,5-nasobné zvysenie expresie
v ptMCT. Histologick4 analyza potvrdila pritomnost’ tekutiny v alveolach. Zaver:
Downreguldcia ENaC a Snat5 primarne v ptMCT Vv kombinécii so zvySenou
expresiou Aqp3 pravdepodobne prispieva ku kumulacii extravaskularnej tekutiny
Vv plicach a sekundarne k formovaniu PLEF.

Summary:

BACKGROUND: Several studies have investigated the incidence of pleural
effusions (PLEF) in patients with different forms of pulmonary arterial
hypertension (PAH) with no alternate explanation for their presence, except for
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right heart failure (RHF). Coincidence of PLEF and RHF increased mortality rate
during follow-up. AIM: Determination of the relative expression of transporters
responsible for alveolar fluid clearance in the monocrotaline (MCT) model, which
may contribute to fluid accumulation in the lungs and secondary formation of
PLEF. METHODS: Male Wistar rats were subcutaneously injected with MCT or
vehicle (CON). Animals were sacrificed one, two or four weeks after MCT
application and prematurely after acute health deterioration (ptMCT), when the
presence of PLEF was observed in some individuals. The expression of alpha
(Scnnla), beta (Scnnlb), gamma (Scnnlg) subunit of epithelial sodium channel
(ENaC), sodium-coupled neutral amino acid transporter (Snat2, Snat5), sodium-
glucose transporter (Sgltl) and aquaporin 3 (Agp3) was determined by the RT-
gPCR in the lungs. Lung samples were subjected to histological analysis.
RESULTS: Lung weight increased gradually from the second week after MCT
application (MCTaw by 39%, MCTaw by 37%, ptMCT by 63%, p <0.05 vs. CON).
Downregulation of the Scnnla subunit of ENaC was observed in MCTaw and
ptMCT (p < 0.05 vs. CON). Decreased expression of Scnnlb, Scnnlg and Snat5
was observed in ptMCT (p < 0.05 vs. CON). For Aqp3, a 15.5-fold increase in
expression was observed in ptMCT. Histological analysis confirmed the presence
of fluid in the alveoli. CONCLUSION: Downregulation of ENaC and Snatb
primarily in ptMCT combined with increased expression of Agp3 probably
contributes to the accumulation of extravascular fluid in the lung and secondarily
to the formation of PLEF.

Klacéové slova: pltcna hypertenzia, pleurdlne vypotky, alveolarny klirens tekutin,
transport sodika

Keywords: pulmonary hypertension, pleural effusions, alveolar fluid clearence, sodium
transport

UVOD

Plticna artériovd hypertenzia (PAH) je relativne zriedkavé, chronické,
progresivne prebiehajice ochorenie (1), ktoré postihuje primdrne pltcne arterioly
a sekundarne vedie k hypertrofii pravej komory a pravostrannému srdcovému zlyhavaniu
(HF) (2).

V poslednych rokoch bolo publikovanych hned’ niekol’ko §tudii, ktoré poukazuji
na pritomnost’ pleurdlnych vypotkov (PLEF) u pacientov s roznymi formami PAH
vratane idiopatickej, hereditarnej formy (14 %) (3) a to aj napriek tomu, Ze PLEF sa v
kontexte HF vo vSeobecnosti skor asociuju s lavostrannym HF (4). U vacSiny tychto
pacientov s PLEF bolo taktiez diagnostikované izolované pravostranné HF (~ 90 %). Z
udajov vyplyvajicich z 36-mesacného pozorovania bola mortalita pacientov
diagnostikovanych nielen s pravostrannym HF, ale aj PLEF, signifikantne vyssia ako u
pacientov, u ktorych PLEF nebol pritomny (64,8 % vs. 27,6 %, p < 0,001) (3).

Mechanizmus vzniku PLEF pri PAH avs$ak nie je jednozna¢ne determinovany.
MobZu sa na iom podielat’ napriklad dlhodobo zvySeny systémovy venozny tlak krvi,
dlhodobo zvyseny tlak v plicnom rieCisku, zvySena permeabilita endotelu pl'icneho
rieciska, klirense edematdznej tekutiny do pleurdlneho priestoru, ascites, perikardialny
edém, popripade kombinacia tychto a d’alSich potencionalnych faktorov. Avsak podla

16



autorov §tudie, zaoberajucou sa incidenciou PLEF u pacientov s idiopatickou
a hereditarnou PAH, s ohl'adom na klinické data boli PLEF v sledovanej skupine
pacientov s ascitom a perikardialnym vypotkom spdsobené samotnym pravostrannym HF
nez ascitom alebo perikardidlnym vypotkom (3).

Z animalneho experimentu zaoberajucom sa mechanizmom vzniku PLEF
v dosledku zvySeného tlaku v lavej predsieni je zname, Ze primarne dochddza ku
kumulécii extravaskuldrnej tekutiny v placach/vzniku pltcneho edému a sekundarne
k formovaniu PLEF (5).

Podrla najnovsich stadii vSak kardiogénny plicny edém v dosledku l'avostranného
HF nevznika nielen v dosledku pasivne;j filtracie tekutin skrz alveokapildrnu membranu
(v dosledku zvyseného hydrostatického tlaku), ale vo vidcSej miere prave v dosledku
narusenia alveolarneho klirensu tekutin (AFC) (6), priCom tato tekutina predstavuje
priblizne 70 % celkovej nahromadenej tekutiny (6,7). Hnacou silou AFC za
fyziologickych podmienok je prave aktivny transport sodika cez amilorid senzitivne a
nesenzitivne kanaly pohanany Na'-K*-ATPazou v smere z alveolarneho priestoru do
intersticia sekundarne ul'ah¢ovany absorbciou CI', ¢o podmieniuje absorpciu tekutin z
alveolarneho priestoru (6), ako je zndzornené na obrazku 1. Pri HF dochéadza ¢i uz v
dosledku zvyseného hydrostatického tlaku, priamej alebo cGMP-dependentne;j inhibicii
epitelialneho sodikového kanala (ENaC) (7) k zmene transepitelialneho toku i6nov a teda
aj tekutin cez alveokapilarnu membranu. Inhibicia vtoku sodika vyvolava transepitelialnu
sekréciu chloridovych i6nov cez CFTR chloridovy kanal a NKCC1 kotransportér, ¢o by
vysvetlovalo extrarenalne G€inky furosemidu na pl'icny edém (6).

A aiveorss  fyziologické podmienky B Xewdiogonnyplicnyedom

CFTR ENaC klirens ; CFTR ENaC sekrécia
(o] Na* HD cr Na* .
Na* : AQP
: 2Cr
286 K ; K 1 a Na* 2K K
intersticium 3Na* ‘ : 3 Na*

Na*K*-ATPaza : NKCC1 Na*K*-ATPaza

AQP

Obrazok 1/Figure 1
Alveolarny klirens tekutin za fyziologickych podmienok, (A)
a v pripade kardiogénneho edému pl'ic (B) (6).
Alveolar fluid clearance under physiological conditions (A)
and in case of cardiogenic pulmonary edema (B) (6).
Vysv./Abb.: AQP — angl. aquaporin;

CFTR —angl. cystic fibrosis transmembrane conductance regulator;
ENaC — angl. epithelial sodium channel;
Na*-K*-ATPase — angl. sodium—potassium pump;

NKCC1 —angl. Na*-K*-ClI cotransporter.
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Ciel'om tohto projektu bolo Studovat’ zmeny expresie klI'iCovych transportnych
proteinov alveolarneho epitelu zodpovednych za transport sodika a vody v suvislosti s
kumuléciou tekutin v pl'icach a s progresiou plicnej hypertenzie v MCT modeli PH
V nadvéznosti na histologické zmeny pozorované v pl'icnom tkanive, kedze AFC je
mozné farmakologicky ovplyvnit.

MATERIAL A METODY

V tomto experimente boli pouZzité vzorky tkaniv z animalneho monokrotalinom-
indukovaného modelu PH. Samce potkanov kmenia Wistar vo veku 10-12 tyzdiov
(dodavatel’ - UEFT SAV Dobra Voda) boli rozdelené do dvoch skupin - na kontrolnti
skupinu (CON) a skupinu s indukovanou PH. PH bola pokusnym zvieratam vyvolana
subkutannym podanim monokrotalinu (MCT) v davke 60 mg/kg, resp. vehikula (0,9 %
NaCl). Zvieratam boli vitalne funkcie merané pristrojom MouseOx Plus (Starr Life
Sciences, USA) cca 24 hodin pred planovanym utratenim. Jedince boli utracané v komore
s COz jeden (MCTzr), dva (MCTo2r), Styri tyzdne (MCTat) po subkutannej aplikacii MCT,
resp. vehikula, a v pripade potreby pred¢asne (ptMCT — z angl. prematurely terminated
MCT) pri akGtnom zhorSeni zdravotného stavu (prejavujucom sa zjezenou srstou,
apatiou, stratou hmotnosti o viac ako 10 g pocas 24 hodin, znizenou teplotou akralnych
Casti, dyspnoe), kedy u niektorych jedincov bola pozorovana pritomnost’ PLEF. Nasledne
bola zvieratdm odobrata krv, zvazené jednotlivé organy a odobraté vzorky sa okamzite
zmrazili a uchovavali pri teplote -80°C do dalSiecho spracovania. Lavé pltca boli
okamzite fixované v 10% roztoku formalinu pri laboratérnej teplote minimalne po dobu
24 hodin anasledne zaliate do parafinu. VSetky experimenty boli vopred schvélené
Statnou veterinarnou a potravinovou spravou Slovenskej republiky (Ro-108/18-221/3) a
Etickou komisiou FaFUK v Bratislave.

Relativna expresia génov zodpovednych za transport sodika a vody cez alveolarny
epitel bola stanovend metodou RT-qPCR. Sekvencie pouZzitych primerov st uvedené
v tabul’ke 1. Relativna expresia sledovanych génov bola pocitana Pfafflovou metddou (8)
s pouzitim normalizécie na referencny gén (Hprtl - hypoxantin-fosforibozyltransferaza
1). VSetky data boli podrobené Statistickému hodnoteniu v programe GraphPad Prism
5.01 (GraphPad Software, San Diego, USA). Hodnoty p < 0,05 sa povazovali za
Statisticky vyznamné.

Tabulka 1/ Table 1
Sekvencie primerov pouzitych na RT-gqPCR.
Sequences of primers used for RT-qPCR.
Gén Referen¢né Cislo Sekvencia primerov (5°-3°)
Forward TCCTTGTGATGTTCGGCTGT
Agps  NM_O31703.1  poverse  CAAGTTGATGGTGAGGAAGCC
Forward CAGCTTCCTCCTCAGACCGCTTT
Reverse TCACTAATCACGACGCTGGGACTG
Forward GACCGGATCGGCGCAGTCAGT
Reverse  GGAGTCTGCAGCCAGGAGGTCT
Forward GTCGGAAGCCTTGTAGTGTGA
Reverse GCAAGGACAGCATCTCGAAG
Forward CCCTGCAGTCATCGGAACTT
Reverse  AGTGCCTTCTCTGTCATGCC

Hprt1®  NM_012583.2
Nppb® NM_031545.1
Scnnla  NM_031548.2

Scnnlb NM_012648.1
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Forward GGAGCCAAGGTGCTTATCCA
Reverse GGATTCTGTCAGGTGCATTCC
Forward ATTCCGAGACCCCATTACGG
Reverse ACAATGACCTGATCCGTACACC
Forward ATCCTTGGGCTTTCTTATGCC
Reverse TTCGTATAATAAAGACCCTCCTTCG
Forward GACGCTTCAATTTGCTTCGGT
Reverse CCTGCATTTCCATCCGCTTTTA

Scnnlg  NM_017046.2
Sglt1 NM_013033.2
Snat2  NM_181090.2

Snatb NM_138854.1

Vzorky tkaniva plic uréené na histologick analyzu boli spracované v Ustave
patologickej anatomie Lekarskej fakulty Univerzity Komenského v Bratislave. Vzorky
fixované vo formaline boli nasledne zaliate do parafinu a narezané na rezy s hribkou
5 um, ktoré boli zafarbené hematoxylinom a eozinom. Popisané histologické zmeny
predstavuju charakteristické znaky skimanych preparatov v ramci jednotlivych skupin.

VYSLEDKY

V experimentalnom modeli dochédza k rozvoju PH priblizne tri tyZdne po podani
MCT, kedy u zvierat boli pozorované prvé priznaky ochorenia (dyspnoe, kachexia,
zniZenie prijmu potravy), ¢o je mozné tvrdit’ aj na zdklade signifikantne zvySeného tlaku
v pravej komore (vs. CON) (10). Hmotnost' pl'ic sa zvySovala postupne od druhého
tyzdna po aplikacii MCT (MCTa2t 0 39 %, MCTst 0 37 %, ptMCT 0 6 3%, p < 0,05 vs.
CON). Hmotnost pravej komory (RV), ako aj Fultonov index boli signifikantne zvySené
V MCTar, v ptMCT, ako aj medzi tymito skupinami navzdjom, kym hmotnost’ I'ave;j
komory (LV) ostala nezmena. V tychto dvoch skupinach bolo taktiez pozorované
signifikantné zvySenie srdcovej frekvencie a pokles saturdcie hemoglobinu kyslikom (9).
Od druhého tyzdna po aplikacii MCT dochadzalo k postupného zvySovaniu expresie
Nppb v RV na mRNA ftrovni (11), priCom na proteinovej urovni neboli pozorované
ziadne signifikantné zmeny plazmatickych hladin NT-proBNP (12).

V prvych dvoch tyzdioch po aplikdcii MCT nedochddzalo k Ziadnym
signifikantnym zmenam relativnej expresie Studovanych génov v pl'icnom tkanive na
mRNA trovni. Styri tyzdne po aplikacii MCT a u predasne utratenych zvierat bola
pozorovand downregulécia Scnnla podjednotky ENaC (obrazok 2A) na urovni 23,3 %
a 33,9 % v prislusnych skupinach (p < 0,05 vs. CON). TaktieZ bolo pozorované znizenie
expresie Scnnlb a Scnnlg podjednotky ENaC v ptMCT 0 19,7 % a 26,4 % (p < 0,05 vs.
CON). U predcasne utratenych zvierat bola pozorovana downregulacia Snat5 izoformy
transportéra neutralnych aminokyselin viazané¢ho na sodik (obrazok 2B), kym v pripade
Snat2 izoformy nedochddzalo k Ziadnym zmena expresie. Relativnu expresiu sodikovo-
gluk6zového transportéra 1 (Sgltl) nebolo mozné pre nizku expresiu stanovit’.V pripade
akvaporinu 3 (Aqp3) bolo pozorované 15,5-nasobné zvysSenie relativnej expresie
v ptMCT (obrazok 2C).
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Obrazok 2/Figure 2
Relativna expresia Scnnla (A), Snat5 (B) a Aqp3 (C) v pl'icnom tkanive vo §tvrtom tyzdni po
subkutannej aplikacii MCT, resp. vehikula, a v ptMCT. Data vyjadrené ako priemer = SEM
(n=10/skupina; * p < 0,05 vs. CON, ***P<0.001 vs. CON).
Relative expression of Scnnla (A), Snat5 (B) and Agp3 (C) in lungs at the fourth week after
subcutaneous application of MCT, or vehicle, and in ptMCT. Data expressed as mean = SEM
(n=10/group; * p < 0.05 vs. CON, ***P<(.001 vs. CON).

Histologickd analyza plicneho tkaniva okrem iného preukdzala pritomnost
edému v MCT skupinéach. V alveoldrnom epiteli boli pozorované morfologické zmeny
Vv porovnani s CON na Grovni zmeny typu epitelu zo skvamézneho na kuboidélny.

DISKUSIA A ZAVER

V ramci klinickej charakterizacie experimentalnych skupin s indukovanou PH je
dolezité zdoraznit’ funkciu RV ako ddlezitého determinantu prognoézy tohto ochorenia.
S progresiou ochorenia dochadza uz Styri tyzdne po aplikacii MCT k signifikantnému
zvySovaniu hmotnosti RV a Fultonovho indexu, ktory odraza mieru hypertrofie RV,
a zaroven dochadza aj k signifikantnému zvySeniu expresie BNP na mRNA urovni
(Nppb) v RV ako markera poskodenia srdcového tkaniva, ¢o nam umoziuje blizsie
charakterizovat’ experimentalne skupiny zvierat s oh'adom na progresiu ochorenia a to
konkrétne na skupinu s kompenzovanym rozvinutym priebehom (MCTar) a skupinu
V terminalnom §tadiu ochorenia (ptMCT).

Apikalna absorbcia sodika je primarne sprostredkovana amilorid-senzitivnym
ENaC (6), v malej miere aj amilorid-nesenzitivnymi transportérmi, konkrétne Snat2,
Sna5 (13) a Sgltl (14). V terminalnom $tadiu ochorenia dochadza k downregulacii
vSetkych troch porotvornych podjednotiek ENaC a taktiez k downregulacii Snat5. Je
dolezité podotknut’, Ze k zmene transepitelidlneho toku ionov a teda aj tekutin cez
alveokapildrnu membranu, ktord bola pozorovand nielen pri kardiogénnom, ale aj
nekardiogénnom plicnom edéme, dochddza aj v dosledku inhibicie ENaC amiloridom a
to za fyziologickych tlakovych podmienok (6). V dosledku inhibicie apikalnej absorbcie
sodika dochadza k transepitelidlnej sekrécii chloridovych sprostredkovanej CFTR,
pricom smer toku i6nov cez tento kandl zdvisi od aktualneho transepitelidlneho
elektrochemického gradientu (15). Z vypoctu alveolarneho membranového potencidlu na
zaklade publikovanych i6novych koncentracii alveolarnych buniek typu II a pomeru
bazélnej vodivosti sodikovych a draslikovych i6nov (gNa+/gK+) je mozné predikovat’
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smer chloridového pridu. K zmene smeru toku chloridovych iénov a teda aj tekutin cez
alveokapilarnu membranu dochadza pri redukcii vtoku sodikovych iénov uz o 26,4 %
(vypocCitané na zaklade (6) — Supporting Information). Z tohto dévodu je mozné
predpokladat’, ze zmeny expresie spominanych transportérov podiel’ajucich sa na AFC sa
do ur¢itej miery premietaji aj do zmien transepitelialneho toku iénov, a teda aj tekutin,
¢o moze prispievat’ ku kumulécii tekutin v pI'icnom tkanive a teda k vzniku pl'icneho
edému, ktory bol taktiez pozorovany v tomto modeli. Tento predpoklad dopliuje aj
rapidne zvySenie expresie Aqp3.

V tejto praci sa nam podarilo poukdzat’ na zmeny expresie transportérov
zodpovednych za apikalnu absorbciu sodika a transport vody cez alveokapilarnu
membranu, ktoré mozu potencialne suvisiet' s rozvojom plicneho edému a sekundarne
pleuralnych vypotkov, ktoré boli pozorované v experimentalnom modeli.
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VPLYV KYNURENINOVEJ KYSELINY NA JEDNOTLIVE VETVY
FIBROTICKEJ KASKADY V IN VITRO MODELI FIBROZY
THE EFFECT OF KYNURENIC ACID ON INDIVIDUAL BRANCHES OF THE
FIBROTIC CASCADE IN AN IN VITRO MODEL OF FIBROSIS

Sykorova, S.%, Vavrinec, P.1, Vavrincova-Yaghi, D.?

Katedra farmakolégie a toxikoldgie,
Farmaceuticka fakulta Univerzity Komenského, Bratislava

Abstrakt: UVOD. Ischemicko-reperfizne poskodenie (IRI) je jednou =z
komplikécii pri rendlnej transplantacii. IRI spdsobuje aktivaciu a uvolfiovanie
transformujuceho rastového faktora (TGF-fB), ktory je povaZovany za hlavny
profibrogénny faktor. Funkénym dosledkom aktivacie TGF-B je rozvoj
fibrotického poskodenia oblicky s charakteristickym vylu€ovanim prefibrotického
a-hladkosvalového aktinu (a-SMA) a tranzicia tubularnych epitelidlnych buniek
(TECs) na mezenchymalny fenotyp (EMT). CIELE. Cielom nasej prace bolo
zistit', €1 kynurenin (KYN) a kyselina kynureninova (KYNA) interferujii s TGF-3
signalizaciou, ¢im by potencidlne doSlo k zastaveniu fibrotickych procesov.
METODY. Imortalizované mysie embryonalne fibroblasty (NIH/3T3) sme
rozdelili do 6 skupin. Jedna sltzila ako kontrolna, druha bola stimulovana TGF-f3
(5 ng/ml). Zvys$né Styri skupiny boli stimulované s TGF-f a zaroven liecené¢ KYN
v koncentraciach 3 pmol/l (TK3) a 10 pmol/l (TK10) a KYNA v koncentraciach
50 pmol/1 (TKa50) a 150 umol/l (TKa150). Terapiu sme podavali v ¢ase Oh a +24h.
Po 48h inkubacii sme bunky zozbierali a izolovali proteiny. Ich expresiu sme
sledovali metédou Western blot. VYSLEDKY. Zistili sme, Ze po podani lie¢by s
KYN a KYNA doslo k zniZeniu expresie a-SMA, pri¢om signifikantny pokles bol
zaznamenany v skupine TKal50. Expresia proteinov fibrotickej kaskaddy —
pSMAD?2, pP38, pERK1/2 sa vplyvom podania lieCby signifikantne zniZovala,
atak je mozné predpokladat’ interferenciu liecby KYN a KYNA s fibrotickou
kaskadou. Markery EMT neboli po stimulacii s TGF-f ¢i s KYN a KYNA
vyznamne ovplyvnené. ZAVER. Nasa $tGdia tak prini8a nové zistenia
0 potencidlnom antifibrotickom pdsobeni KYN a KYNA, ktoré¢ sa javia ako
sl'ubny nastroj na liecbu fibrozy, na ktorti v siCasnosti neexistuje efektivna terapia.

Summary: BACKGROUND. Ischemia-reperfusion injury (IRI) is one of the
complications of renal transplantation (tx). IRI causes the activation and release of
transforming growth factor (TGF-B), which is considered a major profibrogenic
factor. The functional effect of TGF-B activation is the development of fibrotic
kidney damage with the characteristic manifestation of profibrotic a-smooth
muscle actin (a-SMA) and tubular epithelial cells (TECs) transition to a
mesenchymal phenotype (EMT). AIMS. The aim of our work was to find out
whether kynurenine (KYN) and kynurenic acid (KYNA) interfere with TGF-$
signaling, which would eventually inhibit fibrotic processes. METHODS. We
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divided immortalized mouse embryonic fibroblasts (NIH/3T3) into 6 groups. One
served as control, one was stimulated with fibrogenic TGF-B (5 ng/ml). The
remaining four groups were stimulated with TGF-p and simultaneously treated
with KYN at concentrations of 3 pmol/l (TK3) and 10 pmol/l (TK10) and KYNA
at concentrations of 50 umol/l (TKa50) and 150 umol/l (TKal50). We
administered therapy at Oh and +24h. After 48 h of incubation, cells were
harvested, proteins were isolated and their expression was assessed by Western
blot. RESULTS. We found that a-SMA expression decreased after KYN and
KYNA treatment, while a significant decrease was observed in the TKa150 group.
The expression of proteins in the fibrotic cascade — pSMAD2, pP38, pERK1/2 —
was decreased significantly due to treatment, so we may assume interference of
KYN and KYNA treatment with the fibrotic cascade. EMT markers were not
significantly affected after stimulation with TGF-p or KYN and KYNA treatment.
CONCLUSIONS. Therefore, our study provides new findings on the potential
antifibrotic action of KYN and KYNA, which appear to be a promising tool for
the treatment of fibrosis, for which there is currently no effective therapy.

KPuaéové slova: IRI, fibroza, kynureniny, transformujici rastovy faktor 3
Keywords: IR, fibrosis, kynurenines, transforming growth factor 8

UvOD

Transplantacia oblicky je v sucasnej dobe najefektivnejSia liecba chronickych
rendlnych ochoreni v terminadlnom §tadiu. Okrem mnozZstva benefitov ako je zvySenie
kvality Zivota &i prediZenie prezivania pacienta vSak so sebou prind$a aj mnoZstvo
komplikacii (9). Pri renalnej transplantacii dochadza k hemodynamickym zmenam a
nasledne k IRI, ktoré¢ vyust'uji do poSkodenia tkaniva oblicky. IRI ¢asto vedie do vzniku
akutnej a chronickej rejekcie Stepu. Zatial' ¢o akltna rejekcia je dostatocne potlacena
imunosupresivnou liecbou, chronicka rejekcia oblicky, prejavujica sa ako chronicka
transplantacné dysfunkcia (CTD), je stale otdzkou vyskumu. CTD je charakterizovana
zhorSenim rendlnej funkcie ako aj rozvojom fibrozy, ktora moze viest' az k zlyhaniu
transplantovaného stepu. Na renalnu fibrozu vSak v sucasnosti neexistuje efektivna
terapia (12).

Na vzniku fibrozy oblicky sa podiel'a viacero komplexnych mechanizmov. Pri IRI
dochddza k vzniku zéapalu, ¢o aktivuje TGF-B, ktory je povaZovany za hlavny
profibrogénny faktor. Po interakcii TGF-B s receptorom sa aktivuju jednotlivé signalne
kaskady, ktoré premienaji extraceluldrny stimul na intracelularnu odpoved bunky a
vyustuji do fibrogenézy . Vysledkom tohto procesu je infiltracia oblicky zapalovymi
bunkami, zvySend tvorba extracelularnej matrix (ECM), ktora spdsobuje poruSenie
mikroarchitektury a vznik fibrotického zjazvenia obli¢ky. Okrem toho dochéadza k
proliferacii myofibroblastov exprimujicich aSMA — marker prefibrézy a tranzicii
diferencovanych TECs na mezenchmalny fenotyp (EMT) (4). Pri EMT dochadza k
zniZzeniu expresie epitelidlneho markeru E-kadherinu a naopak k narastu
mezenchymalnych markerov N-kadherinu, vimentinu ¢i aSMA. V kone¢nom désledku
je teda mozné povedat’, Ze rola TGF-B je uzko prepojena so vznikom a rozvojom
fibrotického poskodenia (5).
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V sucasnej dobe su v centre zdujmu liecby fibrozy aj metabolity tryptofanu (trp).
Trp je enzymom indolamin-2,3-dioxygenaza degradovany na produkty suhrnne nazyvané
kynureniny. Studie poukazuji, Ze zli¢eniny kynureninu maju silnt antifibroticku aktivitu
prostrednictvom antagonizmu diferenciacie fibroblastov a podpory degradacie kolagénu,
¢im vykazuju svoj terapeuticky potencial (3). V tejto suvislosti bola publikovana aj $tidia
z |. fazy klinického skusania topického podania kyseliny kynureninovej (KYNA) na
kralicom modeli (zndma ako FS2), kde sa preukazalo, ze KYNA zvySuje aktivitu
matricovej metaloproteinazy-1 a nasledne znizuje ukladanie kolagénu. Okrem toho bola
demonstrovana aj bezpe¢nost’ a znasanlivost’ lokélnej aplikacie KYNA (10). Stadie tieZ
popisuju, ze KYN potlaca expresiu a-SMA a znizuje pocet a-SMA+ myofibroblastov
V rane, ktoré st vyznamnym zdrojom profibrogénneho TGF-§ (11).

Na zaklade stadii a naSho vyskumu je mozné predpokladat’ interferenciu
kynureninov s TGF-B signalizaciou, ¢o by mohlo byt aj podstatou antifibrotického
ucinku tychto molekul. Z tohto dovodu sme sa rozhodli tato hypotézu otestovat’ na
kultare embryonalnych mysich fibroblastov NIH/3T3.

Cielom naSej préace bolo teda stimulovat’ NIH/3T3 fibroblasty rekombinantnym
TGF-B a podavat’ im ,.liecbu“ s KYN v koncentraciach 3 pmol/l a 10 umol/l a KYNA v
koncentraciach 50 umol/l a 150 pmol/l. Terapiu sme podavali v case Oh a +24h. Po 48h
inkubacii a néslednej izolécii proteinov bolo nasim cielom stanovit’ relativnu expresiu
a-SMA a expresiu resp. fosforylaciu proteinov TGF-f§ mediovanej kaskady — SMAD?2,
P38, ERK1/2 a taktiez markerov EMT.

MATERIAL A METODY

V nasom modeli bola pouzita komer¢ne dostupna linia imortalizovanych mysich
embryonalnych fibroblastov NIH/3T3. Tie boli kultivované za Standardnych podmienok
(humidifikovany inkubator 37 °C, 5 % CO2) v DMEM médiu (Dulbecco's modified
Eagle's medium) s obsahom 4,5 g/L glukozy doplnenom 1000 pg/ml streptomycinom a
1000 U/mL penicilinom a 10% fetalnym tel'acim sérom (FBS). Bunky kultivované v 6-
jamkovych platnickach boli rozdelené do Siestich skupin (n=6): C — kontrolné skupina;
TGF — bunky stimulované fibrotickym faktorom TGF-f; TK3 — bunky stimulované TGF-
B, lieCené KYN v koncentracii 3 pmol/l; TK10 —bunky stimulované TGF-f, lie¢ené KYN
v koncentracii 10 pumol/l; TKa50 — bunky stimulované TGF-B, lieCené KYNA v
koncentracii 50 umol/l; Tkal50 — bunky stimulované TGF-B, liecené KYNA v
koncentracii 150 pmol/l. Liecba s KYN resp. KYNA bola pridand pri stimulacii s TGF-§
a nasledne opit’ po 24 h. Po 48 h sme bunky zozbierali a izolovali proteiny na analyzu.
Expresia proteinov a-SMA, pP38, pSMAD2, pERK 1/2, ERK1/2, N-kadherin a E-
kadherin bola stanovend metddou Western blot s normalizaciou na aktin. Vysledky boli
Statisticky vyhodnotené metodou ANOVA s LSD post-hoc testom.

VYSLEDKY

Zistili  sme, ze stimulaciou buniek srekombinantnym TGF-f doslo
k signifikantnému zvySeniu relativnej expresie o-SMA oproti kontrolnej skupine
(obrazok 2A; p<0,05). Liecba s KYN v oboch koncentraciach a s KYNA v koncentracii
50 pmol/l naznadila trend poklesu expresie a-SMA. Statisticky vyznamné zniZenie hladin
a-SMA oproti skupine TGF sme zaznamenali pri podani liecby s obsahom KYNA
V koncentracii 150 pmol/l (obrazok 2A; p<0,05).

Stanovili sme relativnu expresiu (resp. fosforylaciu) proteinov zapojenych do
TGF-B mediovanej kaskady, ktorej aktivaciou dochadza k rozvoju fibrozy. Fosforylacia
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SMAD?2 proteinu bola signifikantne zvysena v TGF skupine oproti skupine C (obrazok
2B; p<0,05). KYN aj KYNA vo vsetkych pouzitych koncentraciach signifikantne
znizovali fosforylaciu SMAD2 (obrazok 2B; p<0,05). Ako dalSiu sme stanovili
fosforylaciu proteinu P38, pricom sme zistili, ze v TGF skupine doslo k Statisticky
vyznamnému zvyseniu fosforylacie P38 oproti kontrolnej skupine (obrazok 2C; p<0,05).
Pridanim KYN v koncentracii 10umol/l sme zaznamenali iba trend poklesu expresie
pP38. Liecba s 3 pumol/l KYN a KYNA voboch koncentraciach vsak dokazali
signifikantne znizit' fosforylaciu P38 oproti TGF skupine (obrazok 2C; p<0,05).
Fosforylacia proteinu ERK1/2 v TGF skupine sa oproti kontrole vyznamne nemenila
avSak v skupinach lieCenych s KYN aj KYNA v oboch koncentraciach doslo k
signifikantnému zniZzeniu fosforylacie tohto proteinu oproti TGF skupine (obrazok 2D;
p<0,05).

a-SMA, fibronektin
kolagén I, EMT

Obrazok 1/Figure 1
TGF-B mediovana kaskada — jednoduché schéma. TGF-f — transformujuci rastovy faktor p,
TPRRI/II — receptor pre TGF-B, SMAD2/3, TAK1, p38, INK, MEK1/2,

ERK1/2 — fosforylované a nefosforylované formy proteinov MAPK kinaz, a-SMA.
TGF-B mediated cascade — a simple scheme. TGF-p — transforming growth factor f3,
TBRI/II — receptor for TGF- B, SMAD2/3, TAK1, p38, INK, MEK1/2,

ERK1/2 — phosphorylated and non-phosphorylated forms of MAPK kinase proteins, a-SMA.
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Obrazok 2/Figure 2
Relativna expresia (fosforylacia) proteinov a-SMA (A), pPSMAD?2 (B), pP38 (C) a pPERK/ERK (D)
v kontrolnej skupine, po stimulacii s TGF-f (TGF skupina) a v skupinach s TGF- stimulaciou a lieCenych
s kynureninom (KYN) a kyselinou kynureninovou (KYNA).
#p < 0,05 vs. kontrola, * p < 0,05 vs. TGF skupina.

Relative protein expression (phosphorylation) of a-SMA (A), pPSMAD?2 (B), pP38 (C) a pERK/ERK (D)
in control group, after stimulation with TGF- B (TGF group) and in groups with TGF stimulation and
treated with kynurenine (KYN) and kynurenine acid (KYNA).

#p <0,05vs. Cgroup, * p <0,05 vs. TGF group.

Zaroven sme sledovali expresiu markerov EMT — E-kadherinu a N-kadherinu.
Stimulécia fibroblastov s TGF-P ani liecba s KYN a KYNA nemala §tatisticky vyznamny
vplyv na relativnu expresiu tychto markerov (obrdzok 3A; 3B). Zaznamenany bol iba
trend zvySenia expresie N-kadherinu po pridani KYN vo vysSej koncentracii.
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Obrazok 3/Figure 3
Relativna expresia E-kadherinu (A) a N-kadherinu (B).
Reprezentativne snimky membran z Western blotu (C).
Relative expression of E-cadherin (A) and N-cadherin (B).
Representative membrane photos from Western blot (C).

DISKUSIA

Vysledky naSej prace preukazali, Ze kynurenin a kyselina kynureninova maju
potencidlny antifibroticky ucinok v modeli NIH/3T3 fibroblastov stimulovanych
s rekombinantnym TGF-B. Tuto skuto¢nost sme preukézali stanovenim relativnej
proteinovej expresie a-SMA, ktory je povaZzovany za marker prefibrézy. Signifikantné
zvySenie expresie tohto proteinu v skupine TGF moZno povaZovat’ za vyber vhodného
fibrotického stimulu. V skupinach lie¢enych s KYN a KYNA sme zaznamenali trend
poklesu expresie a-SMA. Vysledky tiez preukazali, ze pri liecbe s KYNA vo vysSej
koncentracii doSlo k signifikantnému zniZeniu expresie a-SMA. Uvedené data tak
koreluji s nasimi predchadzajiucimi zisteniami (2), a teda nami pouzita lieCba zasahuje
do TGF-B mediovanej kaskady.

V ramci tohto pokusu sme sa preto zamerali aj na objasnenie u¢inku metabolitov
trp na jednotlivé Casti TGF-B kaskady, ktoré je moZné rozdelit na SMAD a non-SMAD
dependentné drahy. Sledovana bola predovsetkym fosforylovana, teda aktivovana forma
tychto proteinov.

SMAD-dependentna signalizacia je povazovana za hlavnu drdhu rozvoja
fibrozy (7). V prvom kroku je nutny vznik fosforylovaného komplexu SMAD?2
so SMAD3. V nasom modeli sme teda stanovili relativnu fosforylaciu SMAD2, pricom
sme zaznamenali signifikantné zvySenie fosforylacie v TGF skupine oproti C. Zaroven
sme po podani liecby KYN a KYNA vo vSetkych koncentraciach zaznamenali Statisticky
vyznamne zniZenie hladin pSMAD2. Je teda moZné predpokladat, Ze zabranenim
fosforylacie tohto proteinu nemoéze dojst’ k vzniku funkéného komplexu potrebného na
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d’alsi postup vo fibrotickej kaskade. Avsak publikéacia od Meng et al. poukazuje, Ze hoci
st SMAD2 a SMAD3 aktivované pri fibroze obli¢iek, ich tlohy su odlisné. Vysledky
stadie hovoria, ze v dosledku podmienenej delécie a in vitro knockdownu SMAD?2 doslo
k rozvoju renalnej fibrozy. Nedostatok SMAD?2 totiz indukoval nadmernt fosforylaciu
SMAD3, ¢o viedlo k vizbe SMAD3 na kolagénovy promdtor a autoindukcii TGF-p.
Naopak, nadmerna expresia SMAD?2 inhibovala TGF-p -indukovanu fosforylaciu
SMAD3, ako aj expresiu kolagénu typu I v TECs. Na zaklade tychto zisteni je mozné
povedat’, ze SMAD2 posobi proti signalizacii TGF-B/SMAD3, a tym reguluje u¢inok
prefibrotického SMAD3. Z tohto dovodu je nutné zamerat’ sa aj na stanovenie expresie
proteinu SMAD3 a objasnit’ u¢inok SMAD komplexu z hl'adiska rozvoja fibrozy (7).

Pozornost’ sme venovali aj relativnej expresii/fosforylacii non-SMAD proteinov
ato Kkonkrétne mitogén-aktivovanym proteinkinazam (MAPK) P38 a ERK1/2.
Fosforylacia stresom aktivovanej protein-kindzy P38 sa signifikantne zvysila v TGF
skupine oproti C. Po podani liecby KYN v koncentracii 3 umol/l a KYNA v oboch
koncentraciach doslo k Statisticky vyznamnému znizeniu expresie fosforylovanej formy,
a teda je mozné predpokladat’ spomalenie rozvoja fibrozy v nami zvolenom modeli. Tieto
vysledky podporuje aj Studia Lee et al, v ktorej skiamali vztah P38 MAPK
a intersticialnej fibrézy obli¢iek na mySacom modeli unilaterdlnej obstrukcie uretry
(UUO) a u pacientov s 'udskou IgA nefropatiou. Ich zdvery hovoria, ze fibrdza je spojena
so zvySenou fosforylaciou P38, ateda prostrednictvom inhibicie P38 MAPK mozno
zmiernit’ progresiu fibrozy (6). Okrem toho Walczak et al. sledovali vplyv KYNA na
proliferaciu nadorovych buniek. Vysledky preukazali jej antiprolifera¢ny ucinok
v dosledku znizenia fosforylacie kinaz p38, ERK1/2 a Akt(13). Nase zistenia tak koreluju
s tymto experimentom, nakolko aj v nami pouzitom modeli doSlo po podani KYN
a KYNA vo vsetkych koncentraciach k signifikantnému znizeniu expresie pERK1/2.

Na zaklade predlozenych zisteni je teda mozné predpokladat’ interferenciu
kynureninov s MAPK vetvou fibrotickej kaskady. Je vSak nutné zanalyzovat’ aj tretiu
z MAP-kinaz a to c-jun N-terminalnu kinazu (JNK; vid’.obr.1).

V ramci nasho pokusu sme sa tieZ zamerali na stanovenie relativnej expresie
markerov EMT. Aj ked’ rola EMT pocas fibrotického poSkodenia ostava stale nejasna,
vysledky S$tadii hovoria, Ze dochédza k downregulacii epitelidlnych markerov (E-
kadherin) a zaroven k upregulacii mezenchymdlnych markerov (N-kadherin, o-
SMA) (1). Kedze liecba s KYN a KYNA v nasom experimente znizovala expresiu
fibrotickych proteinov, predpokladali sme, Ze by mala pozitivne ovplyvnit' aj EMT.
Moretti et al. vSak publikovali §tudiu, v ktorej skimali efekt KYN na linie nadorovych
buniek §titnej Zl'azy. Pri analyze EMT markerov preukézali, Ze po podani KYN doslo k
zniZzeniu expresie mRNA E-kadherinu a zvySeniu hladin N-kadherinu a fibronektinu.
Vysledky tak potvrdili, Ze KYN sposobuje prechod k neZiaducemu mezenchymalnemu
fenotypu a podporuje tak bunkovi invazivnost’ (8). Zistenia z nasej prace hovoria, Ze ani
samotnd stimuldcia s TGF-B ¢i s KYN a KYNA vyznamne neovplyvnila expresiu E-
kadherinu a N-kadherinu. Aj z tohto dévodu je potrebné objasnit’ tlohu KYN a KYNA
v EMT ataktiez vykonat analyzu markerov EMT po dlhodobej stimulacii NIH/3T3
s TGF-p a kynureninmi.

Mechanizmus pdsobenia KYN a KYNA je v sucasnosti predmetom nasho
d’alSiecho vyskumu. V naSej praci prezentujeme potencidlny antifibroticky ucinok
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kynureninov ato predovSetkym KYNA vo vysSich koncentraciach. Je vSak nutné
vykonat’ podrobnejsie analyzy a to aj na zivociSnych fibrotickych modeloch.
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PIOGLITAZON MODULUJE GENY REGULUJUCE METABOLIZMUS
GLUKOZY A ZAPAL V KOSTROVOM SVALE U POTKANOV
S EXPERIMENTALNYM DIABETOM MELLITUS TYPU I
PIOGLITAZONE MODULATES GENES REGULATING GLUCOSE
METABOLISM AND INFLAMMATION IN SKELETAL MUSCLE IN RATS WITH
EXPERIMENTAL TYPE | DIABETES MELLITUS

Cinakova, A., Kralova, E., Kienek, P., Klimas, J.

Katedra farmakologie a toxikologie, Farmaceuticka fakulta,
Univerzita Komenského v Bratislave, Bratislava, Slovenska republika

Abstrakt: UVOD: V ramci ochorenia diabetes mellitus (DM) je nepriaznivym
sposobom ovplyvnené aj kostrové svalstvo. K rizikovym faktorom diabetickej
myopatie zaradujeme zapalové procesy ako aj inzulinova rezistenciu. Lie€ivo
pioglitazon (Pio) preukazalo vyznamny protektivny charakter na urovni viacerych
organovych systémov pri oboch typoch diabetu. CIELE PRACE: Cielom tejto
prace bolo sledovat’, do akej miery moduluje Pio inzulinovt rezistenciu a zapalové
procesy Vv kostrovom svale u potkanov s experimentalnym DM1. Metody: Na
experiment boli pouzité trojmesacné samce potkanov kmetia Wistar, ktorym bol
vyvolany diabetes mellitus podanim streptozotocinu (55 mg/kg 1.p.). Pio
(12mg/kg, n = 10) bol podavany diabetickym zvieratim vo forme krmiva.
Kontrolnej skupine (n=10) a skupine s nelieCenym diabetes mellitus (DM, n = 10)
bolo podavané Standardné krmivo. Po Siestich tyzdnoch terapie boli zvierata
utratené. V kostrovom svale sme sledovali génovi expresiu proteinov stuvisiacich
s metabolizmom glukozy (Glutl, Glut4, Insr, HkII) arovnako expresiu
prozapalovych markerov (IL-1p, IL-6 TNF-a). VYSLEDKY: Po 6 tyzdiioch sme
u DM zvierat nezaznamenali vyznamné zmeny v expresii génov asociovanych
S metabolizmom glukozy, zatial’ ¢o génova expresia prozapalovych cytokinov IL-
1B a TNF-a bola signifikantne zvysena (vs kontrola; p<0.05). Po terapii s Pio sme
zaznamenali upregulaciu glukozovych transportérov Glutl, Glut4 a hexokinazy Il
(vs DM, p<0.05). Pri expresii prozapaloych cytokinov sme pozorovali iba trend
k znizeniu. ZAVER: 6-tyzdiiové podavanie Pio pri experimentalnom T1DM
redukuje inzulinovu rezistenciu, avSak na zdpalové procesy v kostrovom svale ma
minimalny vplyv.

Summary: BACKGROUND: Diabetic conditions negatively affect skeletal
muscles, too. Inflammatory processes as well as insulin resistance are considered
risk factors for diabetic myopathy. Pioglitazone (Pio) exerts a significant
protective character in several organ systems in both-type 1 (T1DM) and type 2
diabetes mellitus. AIMS: The aim of this work was to determine to what extent Pio
modulates insulin resistance and inflammatory processes in skeletal muscle in rats
with experimental TLDM. METHODS: Three-month-old male Wistar rats were
used for the experiment. Diabetes mellitus was induced with streptozotocin (55
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mg/kg, i.p). Diabetic animals received chow containing Pio (12 mg/kg, n = 10) for
6 weeks. The control group and group with untreated diabetes mellitus (DM, n =
10) were fed on standard chow. After six weeks of the therapy, the animals were
sacrificed. In skeletal muscle, we monitored the gene expression of proteins related
to glucose metabolism (Glutl, Glut4, Insr, HKII) and also the expression of pro-
inflammatory cytokines (IL-1B, IL-6 TNF-a). RESULTS: In the skeletal muscle
of DM animals, we did not detect significant changes in the gene expression of the
proteins associated with glucose metabolism, while the gene expression of pro-
inflammatory cytokines IL-1 and TNF-o was markedly increased (vs control,
p<0.05). After Pio therapy, we observed an upregulation of glucose transporters
Glutl, Glut4 and hexokinase Il (vs DM, p<0.05). There was only a tendency of
pro-inflammatory cytokines downregulation after Pio administration, but the
decrease was not statistically significant. CONCLUSION: 6-week administration
of Pio reduces insulin resistance in experimental TLDM, however, its effect on
inflammatory processes in skeletal muscle is minimal.

Klucové slova: diabeticka myopatia, pioglitazon, diabetes mellitus typu 1, kostrovy sval
Keywords: diabetic myopathy, pioglitazone, type 1 diabetes mellitus, skeletal muscle

UvOD

Hoci je diabetes primarne spajany s komplikdciami kardiovaskularneho systému,
nefropatiou, neuropatiou ¢i  retinopatiou, patologické procesy v dosledku
hyperglykemickych podmienok zasahuju aj kostrové svalstvo. Vysledkom je zhorSenie
funkcie kostrového svalstva oznacované¢ho ako diabetickd myopatia (DMP). DMP je
manifestovana ubytkom svalovej hmoty, znizenym svalovym vykonom a redukovanou
pracovnou kapacitou. K rizikovym faktorom DMP pri oboch typoch diabetu zarad'ujeme
aj inzulinovl rezistenciu a zapalové procesy (1). Bolo preukazané, ze zapal spojeny
s dlhodobo zvysenymi glykemickymi hodnotami negativne ovplyviuje fyziologicky stav
kostrového svalstva a prispieva k jeho atrofickému poskodeniu. Ubytok svalovej hmoty
pri diabete pozitivne koreluje so zvySenou hladinou prozépalovych cytokinov ako
interleukin 1 (IL-1B), IL-6 afaktor nekrotizujici tumor o (TNF-a) (2).
Za fyziologickych podmienok interaguje inzulin s inzulinovym receptorom (INSR)
a nasledne dochadza k fosforylacii substratu pre INSR. Fosforylacia vedie k aktivacii
signalizanych drah, ktorych vysledkom je translokacia glukézového transportéra
GLUT4 v zasobnych vezikulach na plazmatickli membranu. V myocytoch sa nachadza aj
GLUT1 transportér, ktory je zodpovedny za bazalne vychytdvanie glukozy. Glukéza,
ktora vstupuje do myocytov po stimulacii inzulinom podlieha glykolyze alebo je vyuZita
na syntézu glykogénu. Prvym krokom v metabolizme glukdzy je jej fosforylacia
pomocou hexokindzy II (HKII) za vzniku gluk6za-6-fosfatu. V stave inzulinovej
rezistencie vSak dochddza k vyznamnym zmenam v inzulinovej signalizacii ako aj
V expresii proteinov zapojenych do metabolizmu glukézy (3). Pioglitazon (PIO) je
agonistom jadrovych PPARY receptorov, ¢im zasahuje do regulacie génov zodpovednych
za metabolizmus lipidov a glukoézy. Pioglitazon vykazuje inzulin senzitizujlici uc¢inok
a Vv ramci jeho mechanizmu ucinku bol preukazany aj vyrazné antiflogistické posobenie
(4). Nasou hypotézou bolo, Ze by Pio mohol zvySovat’ senzitivitu na inzulin v kostrovom
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svale pri experimentalnom T1DM ako aj redukovat’ zapal, ¢o by v kone¢nom dosledku
mohlo prispiet’ k spomaleniu progresie diabetickej myopatie.

MATERIAL A METODY

Na experiment boli pouzité trojmesaéné potkany — samce kmena Wistar (Dobra
Voda, SR). Experimenty na zvieratach boli schvalené¢ Etickou komisiou Farmaceutickej
fakulty UK v Bratislave a Statnou veterinarnou a potravinovou spravou Slovenskej
republiky. Zvierata mali pocas celého trvania pokusu pristup k vode a krmivu ad libitum.
Po randomizécii boli rozdelené do troch skupin: kontrolna skupina (n = 10), diabeticka
nelie¢ena skupina (DM; n = 10) a diabeticka skupina, ktora podstapila lie¢bu s Pio (n =
10). Diabetes bol indukovany jednorazovym podanim streptozotocinu (STZ; 55 mg/kg,
I.p.). Za dostacujucu bola povazovana hladina glukézy nad 12mmol/l. Pio bol podavany
vo forme krmiva v davke 12 mg/kg. Kontrolnej skupine a skupine s nelie¢enym diabetom
bolo podavané Standardné krmivo. Po Siestich tyzdiioch trvania experimentu boli zvierata
utratené. Vzorky kostrového svalu (musculus vastus lateralis) boli pouzité na analyzu
expresie génov asociovanych s metabolizmom glukézy (Glutl, Glut4, Insr, HKII)
arovnako génov vybranych prozapalovych cytokinov  (lI-1B, 1I-6, Tnf-a)
prostrednictvom metoty RT-gPCR. Mieru génovej expresie sme vyjadrili pomerom CT
hodnoét génu a endogénneho referenéného génu beta-2-mikroglobulinu (B2m). Sekvencie
pouzitych primerov boli nasledovna:

Actb: Forward:CCGCGAGTACAACCTTCTTG,
Reverse:GCAGCGATATCGTCATCCA;

B2m: Forward: ATGGAGCTCTGAATCATCTGG,
Reverse:AGAAGATGGTGTGCTCATTGC;

I11b: Forward: AATCCCTGTGGCCTTGGGCCTC,
Reverse: GGATCCACACTCTCCAGCTGCAGG;

116:  Forward: TCTCTCCGCAAGAGACTTCC,
Reverse: GTCTCCTCTCCGGACTTGTG;

Insr:  Forward:CTTCTCTGATGAACGCCGGA,
Reverse: GAACGGAAGGATTGGTGGC,;

Glutl: Forward: TGGTGTTGGCATGTGGTCTA,
Reverse: ATGTTGCTGGCGAACAGAGA,;

Glut4: Forward: GACCCGCCCTTTGCACACCA,
Reverse: TCACTCGCTGCTGGGGGGT;

Hkll: Forward:GATGGGACAGAACATGGGG,
Reverse: TTCGGCGATGTGGTCAAACA;

Tnfa: Forward: AACTTCGGGGTGATCGGTCCCA,
Reverse: TACGACGTGGGCTACGGGCTT

VYSLEDKY

Po Siestich tyzdiioch trvania experimentu sme u diabetickych nelie€enych zvierat
nezaznamenali vyznamny pokles v génovej expresii glukézovych transportérov Glutl
a Glut4 oproti kontrole (obrazok 1A, B). K zmenam rovnako nedoS§lo ani na Grovni
expresie receptora pre inzulin ¢i hexokinazy II (obrazok 1C, D). Terapia s Pio vSak
signifikantne zvysila expresiu Glutl v porovnani s kontrolnou skupinou (p<0.05) a tiez
zvysila expresiu Glut4 o viac ako 100 % oproti diabetickej nelieCenej skupine (p<0.05)
(obrazok 1A, B). Na expresiu inzulinového receptora Pio nemal vyznamny vplyv, avsak
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jeho ucinok viedol k signifikantnej upregulacii HKII oproti kontrolnej aj DM skupine

(p<0.05) (obrazok 1C, D).

V kostrovom svale diabetickych nelie¢enych potkanov sme sledovali vyznamne
zvysenu expresiu prozapalovych cytokinov IL-1 a TNF-a oproti kontrolnej skupine
(p<0.05) (obrazok 2A, C). Pri IL-6 neslo signifikantné zvySenie expresie (Obrazok 2B).
Terapia s Pio neviedla k vyznamnej downregulacii pri ziadnom z uvedenych cytokinov,
zaznamenany bol iba trend k znizeniu (Obrazok 2).
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Obrazok 1/Figure 1

Génova expresia gluk6zovych transportérov GLUT1 (A), GLUT4 (B), inzulinového receptora (INSR) (C)
a hexokinazy II (HK2) (D) v kostrovom svale u kontrolnych, diabetickych neliecenych (DM)
a diabetickych potkanov liecenych pioglitazénom (Pio). Namerané hodnoty su vyjadrené percentualne

ako priemer + SEM. *p < 0,05 vs kontrola, #p < 0,05 vs DM.

Gene expression of glucose transporters GLUT1 (A), GLUT4 (B), insulin receptor (INSR) (C) and
hexokinase Il (HK2) (D) in skeletal muscle in the control group, diabetic untreated group (DM) and
diabetic rats treated with pioglitazone (Pio). Measured values are expressed in percent as mean + SEM.

*p <0,05 vs control group, #p <0,05 vs DM.
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Génova expresia prozapalovych cytokinov interlukin-1b (IL-1b) (A), interleukin-6 (IL-6) (B) a tumor

nekrotizujuci faktor-o, (TNF-a) (C) v kostrovom svale u kontrolnych, diabetickych nelie¢enych (DM)

a diabetickych potkanov liecenych pioglitazénom (Pio). Namerané hodnoty su vyjadrené percentualne
ako priemer + SEM. *p < 0,05 vs kontrola, #p < 0,05 vs DM.

Gene expression of inflammatory cytokines interleukin-1b (IL-1b) (A), interleukin-6 (IL-6) (B) a tumor
necrosis factor-a (TNF-a) (C) in skeletal muscle in the control group, diabetic untreated group (DM) and
diabetic rats treated with pioglitazone (Pio). Measured values are expressed in percent as mean + SEM.
*p <0,05 vs control group, #p <0,05 vs DM.

DISKUSIA

V ramci ochorenia diabetes mellitus dochadza k patologickym zmendm aj
Vv kostrovom svalstve. Jednym z rizikovych faktorov diabetickej myopatie je zniZena
senzitivia na inzulin ato pri oboch typoch diabetu (5). V kostrovom svale potkanov
s experimentalnym T1DM, ktoré podstupili liecbu s Pio, sme zaznamenali zvySen(
expresiu génov asociovanych s metabolizmom gluko6zy (Glut4, Glutl, HKII) v porovnani
s diabetickymi ¢i kontrolnymi zvieratami. Nase vysledky su v sulade s nedavnou stadiou,
v ktorej viedla monoterapia sPio pri STZ-indukovanom T2DM K statisticky
nevyznamnym zmenam v hladinach glykémie, avSak inzulinova rezistencia bola na
zaklade preprandialnych glykemickych hodndt a inzulinémie (HOMA-IR index) vyrazne
redukovana (6). Obdobné vysledky boli dosiahnuté aj v $tidii Irudayraj et al., kde bola
aktivacia PPAR-y receptorov asociovana so zvySenou expresiou GLUT4 transportérov
v kostrovom svale a zaroven bola pozorovana aj zvySena expresia adenozinmonofosfat-
aktivovanej proteinkinazy (AMPK) (7). Bolo preukazané, Ze aktivacia AMPK moze
upregulovat’ translokaciu GLUT4 na membranu aj nezavisle od inzulinu (8). Okrem
GLUT4 sme sa zamerali aj na expresiu GLUT1 transportéra, ktora bola po lie¢be s Pio
signifikantne zvySena oproti kontrolnej skupine. V studidch st uvadzané protichodné
vysledky tykajice sa ucinku Pio na expresiu tohto typu glukézového transportéra.
Expresia sa pravdepodobne lisi v zavislosti od pouzitého animalneho druhu ako aj
pouzitého modelu diabetu (9,1 ). V naSich experimentoch nevykazovali zvierata, ktoré
podstapili terapiu s Pio, zvySenu expresiu INSR. Pio mé pravdepodobne minimalny vplyv
na expresiu INSR, a to v nediabetickych podmienkach, ako aj v podmienkach
experimentalneho T2DM. Pio vSak vyznamnym spdsobom ovplyviiuje samotné procesy
po interakcii inzulinu s jeho receptorom, vratane zvySenia autofosforylacie INSR ¢i
zvySenia expresie substratu pre INSR (11). Ter pia s Pio viedla v nasich experimentoch k
zvySeniu expresie aj na urovni hexokindzy II, ktora je zodpovednd za prvotny krok
glykolyzy. Jej aktivita v svale je zavisla a podmienena pritomnostou a aktivitou GLUT4

35



transportérov (12). Ako uz bolo spominané vyssie, Pio zyySoval génovu expresiu GLUT4
transportérov, ¢o by mohlo mat’ suvis s upregulaciou HKII.

Viaceré Studie preukdzali vyznamnu regulacni ulohu P ARy v modulécii
imunitnej odpovede. Aktivaciou spominanych receptorov v ramci tkaniva, ale aj
imunitnych buniek doch dza k downregulacii zapalovej reakcie, vratane znizenej sekrécie
cytokinov a chemokinov (1 ). V naSom experimente vSak Pio neviedol k vyznamnému
znizeniu expresie prozapalovych cytokinv v kostrovom svale. Vysvetlenim moze byt
fakt, Ze v naSom experimente vykazoval Pio minimalny vplyv na glykemické hodnoty
(Pio 10,97+0,51 mol/ml; STZ 13,83+0,80). Hyperglykémia je totiz tizko prepojena s
generovanim ROS, ktoré priamym sposobom zvySuju expresiu prozapalovych a
adhéznych faktorov. Ked'ze v naSej S§tadii boli glykemické hodnoty liecbou s Pio
ovplyvnené len minimalnym spdsobom, produkcia ROS ostavala pravdepodobne aj
nad’alej vysoka a preto nemuselo prist’' k vyznamnému ovplyvneniu zapalu (14). Avsak v
studii Toblli et al. 2011 aj subterapeutické davky tohto lieCiva, ktorymi nie je dosiahnuta
normoglykémia, vykazovali v oblickach potkanov s experimentalnym T2DM vyznamny
antiflogisticky (downregulacia TNF-a, IL-6, MC -1) a antioxida¢ny u¢inok (15). Jeho
antiflogisticky tc¢inok pravdepodobne zavisi od typu a charakteru tkaniva, pripadne by
mohla na trovni kostrového svalu pri TIDM zohravat’ zasadnt ulohu dizka terapie, &i
kombinovana terapia s inzulinom.

Hlavnym vysledkom naSej prace bolo zaznamenanie vyznamného ucinku Pio na
inzulinovu rezistenciu pri experimentalnom T1DM, ¢o by mohlo mat’ pozitivny vplyv
v ramci kombinovane] terapie s inzulinom. Zaroven $lo o minimalizovanie jedného
z rizikovych faktorov prispievajiich k diabetickej myopatii. Pio vSak nedokazal
dostato¢ne redukovat’ zapalové procesy prebiechajuce v kostrovom svale.
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FARMAKOGENETICKE TESTOVANIE PACIENTOV
S KARDIOPULMONALNYMI OCHORENIAMI
PHARMACOGENETIC TESTING OF PATIENTS WITH
CARDIOPULMONARY DISEASES
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Luknar, M.2, Doka, G.1
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20ddelenie zlyhdvania a transplantdcie srdca, NUSCH a.s.,Bratislava

ABSTRAKT: UVOD: Snahou personalizovanej mediciny je optimalizovat’ lie¢bu
vzhl'adom na predispozicie a potreby pacienta. Uginnym nastrojom k naplneniu
tychto vizii moéze byt prave farmakogenetické testovanie, ktor¢ mdze pris iet’ k
zlepSeniu terapie pacie tov s kardiopulmonalnymi ochorejakomi ako su plucna
stanovenie klinicky vyznamnych jednonukleotidovych polymorfizmov CYP450
u pacientov s kardiopulmonalnymi ochoreniami a prepojenie farmakogenetického
testovania s lieckovou anamnézou. METODY: Celkovo 59 pacientom bola
odobratd krv pocas Kkatetrizdcie srdca, ktord bola sucastou diagnostického
vysetrenia na NUSCH, a.s. Bratislava. Genomicka DNA bola izolovana zo vzoriek
krvi a jednonukleotidové polymorfizmy variantov CYP2D6*4, CYP2D6*41,
CYP2C19*17, CYP2C19*2 a CYP2C9*2 boli detegované pouzitim qPCR.
Statisticka analyza zahriiovala chi-kvadratovy test, jednovyberovy Z-test proporcii
a test stladu pozorovaného poctu genotypov s Hardyho-Weinbergovou
rovnovéahou. VYSLEDKY: Medzi pacientmi sme identifikovali heterozygotov i
homozygotov pre variantné alely a taktiez lie¢iva, u ktorych by bola mozna
aplikdcia farmakogenetickych odpora€ani. Pacienti wuzivali 70 % lieciv
metabolizovanych cez enzymy CYP450, priCom najcastejSie uzivali furosemid
(79,6 %), eplerenon (54,2 %), pantoprazol (45,8 %) a warfarin (39,0 %). Vyskyt
jednotlivych alel v naSej kohorte sa neodliSoval od vyskytu vo vSeobecnej
eurépskej populacii. ZAVER. Enzymy CYP450 sa vo vyznamnej miere podielaju
na biotransformacii lieciv pacientov s kardiopulmonéalnymi ochoreniami, a preto
poznanie genotypu tychto pacientov a nasledna uprava farmakoterapie by mohla
mat’ potencial zlepSenia terapie.

SUMMARY: BACKGROUND. Personalized medicine aims to optimize

treatment based on the predispositions and needs of the patient. An effective tool
to meet these visions may be pharmacogenetic testing, which can contribute to the
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improvement of the therapy of patients with cardiopulmonary diseases such as
pulmonary arterial hypertension or heart failure. AIMS. The aim of our study was
determine clinically actionable single nucleotide polymorphisms of CYP450
enzymes in patients with cardiopulmonary diseases and to link pharmacogenetic
testing with their drug history. METHODS. A total of 59 patients had their blood
taken during cardiac catheterization, which was part of the diagnostic examination
at NUSCH, a.s. Bratislava. Genomic DNA was isolated from blood samples, and
single nucleotide polymorphisms of CYP2D6*4, CYP2D6*41, CYP2C19*17,
CYP2C19*2, and CYP2C9*2 variants were detected using qPCR. Statistical
analysis included the chi-square test, the one-sample Z-test of proportions, and
Hardy-Weinberg equilibrium. RESULTS. Heterozygotes and homozygotes for
variant alleles were identified among the patients, as well as drugs for which the
pharmacogenetic recommendations could be applied. 70% of drugs were
metabolized by CYP450 enzymes, with furosemide (79.6%), eplerenone (54.2%),
pantoprazole (45.8%), and warfarin (39.0%) being the most frequently used by
patients. Allele frequency in our cohort did not differ from allele frequency in
general European population. CONCLUSION. CYP450 enzymes are significantly
involved in the biotransformation of drugs taken by patients with cardiopulmonary
diseases, and therefore knowledge of the genotype of these patients and subsequent
adjustment of pharmacotherapy may have the potential to improve therapy
outcomes.

Krucové slova: farmakogenetika, geneticky polymorfizmus, CYP450, pl'icna artériova
hypertenzia, srdcové zlyhavanie

Keywords: pharmacogenetics, genetic polymorphism, CYP450, pulmonary arterial
hypertension, heart failure

UVOD

V klinickej praxi sa stretivame s interindividualnou variabilitou v odpovediach
pacientov na rovnaku liecbu, za ktort mo6ze byt v mnohych pripadoch zodpovedny
geneticky polymorfizmus enzymov metabolizujucich lie€ivda — cytochromov P450
(CYP450) (1). Neoddelitel'nou stcastou personalizovaného pristupu pri manazmente
liecby by preto mohlo byt aj farmakogenetické testovanie. Pristup k vysledkom
testovania umoziiuje informovat’ zdravotnickych pracovnikov (lekarov ¢i farmaceutov)
0 pritomnosti Specifickych variantov, na ktoré moze liek nepriaznivo reagovat’, a teda
moze pomdct’ predpisat’ spravny liek v spravnej davke spravnemu pacientovi a zlepsit
jeho liecbu (2).

Jedny z najfrekventovanejSie sa vyskytujucich a zaroven aj financ¢ne
najnakladnejSich chronickych ochoreni su prave kardiovaskuldrne ochorenia. Terapia
zohl'adilujuca genotyp pacienta ma potencial zohravat’ dolezita tlohu pri zniZovani tejto
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zataze prevenciou neziaducich G¢inkov suvisiacich s liekmi a optimalizaciou ucinnosti
liecby (3). Medzi kardiovaskularne ochorenia s narocnou lie¢bou patri plicna artériova
hypertenzia (PAH), ako aj srdcové zlyhavanie (SZ). I ked’ tito pacienti uzivaju lieiva
metabolizované enzymami CYP450, sucasné terapeutické stratégie nezohladnuju
diverzity v genotype a fenotype medzi pacientmi, ktoré mozu spdsobit’ rozne odpovede
na liecbu(4). Stcasny vyskum sa zameriava najma na klinicky vyznamné farmakogény
CYP2C9, CYP2C19 a CYP2D6, metabolizujuce priblizne 40 % lieciv (5).

CIELE PRACE

Ciel'om nasej $tudie bolo stanovenie klinicky vyznamnych jednonukleotidovych
polymorfizmov CYP450 u pacientov s kardiopulmonalnymi ochoreniami a prepojenie
vysledkov farmakogenetického testovania s klinickymi tdajmi pacientov s dorazom na
liekovi anamnézu.

MATERIAL A METODY

Do vyskumu boli zaradeni pacienti nad 18 rokov, ktori podstapili pravokomorovu
katetrizaciu srdca s cielom potvrdenia alebo vyvratenia diagnézy 127.0 — primarnej
plucnej hypertenzie alebo postdenia zdravotného stavu na Oddeleni zlyhavania
a transplantacie srdca Narodného tustavu srdcovych a cievnych chorob (NUSCH a.s.)
v Bratislave v obdobi april 2018 az maj 2022. Studia bola schvalena etickou komisiou
NUSCH EK 1829/22. Vzorka krvi bola pacientom odobrata z a. pulmonalis pocas
katetrizacie srdca do skumaviek obsahujucich K:EDTA. Z krvnych buniek bola
izolovana celkova DNA kolonkovou metdodou pomocou QIAamp® DNA Blood Mini
Kitu (QIAGEN). Kvantifikacia mnozstva izolovanej DNA a jej kvalitativne stanovenie
prebiehalo spektrofotometricky pomocou NanoDrop ND-1000 (ThermoFisher
Scientific). Stanovenie jednonukleotidovych polymorfizmov (single nucleotide
polymorphisms — SNPs) bolo realizované pomocou metody kvantitativnej polymerazovej
retazovej reakcie v redlnom ¢&ase (qPCR) pouzitim TagMan® Drug Metabolism
Genotyping Assays (Thermo Fisher Scientific, USA) pre gény CYP2D6*4 (rs3892097;
NG_008376.4:9.6866G>A), CYP2D6*41 (rs28371725; NG_008376.4G>A)
CYP2C19*17 (rs12248560; NG_008384.3:0.4220C>T), CYP2C19*2 (rs4244285;
NG_008384.3G>A), CYP2C9*2 (rs1799853; NG_008385.2:9.9133C>T). Vyhodnotenie
vysledkov genotypizacie spocivalo v zostrojeni grafu alelickej diskrimindcie, pri¢om boli
pouzité¢ softvéry StepOne Software 2.3. a TagMan Genotyper Software. Data boli
spracovan¢ v programe Excel (percentudlne zastipenia, median veku, smerodajna
odchylka SD a pod). Pouzity bol exaktny test suladu pozorovaného pocétu genotypov s
Hardyho-Weinbergovou rovnovahou s korekciou na ,mid P“ (6). Vypocet alelovej
frekvencie vo vzorke bol vypocitany ako pocet detegovanych alel/ 2*pocet pacientov
Porovnanie alelovej frekvencie v naSej vzorke vs. oCakavany odhad frekvencie v
europskej populacii podla databazy gnomadAD (v2.1.1) (7) bol vypocitany
jednovyberovym Z-testom pre proporcie (8). Klinické tidaje o pacientoch boli ziskané
retrospektivne odpisom z chorobopisu z ¢asu vykonania pravokomorovej katetrizacie.
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Liekova anamnéza pred a po hospitalizacii bola analyzovana z hl'adiska odportcani
farmakogenetickych databaz The Pharmacogenomics Knowledge Base (PharmGKB),
The Clinical Pharmacogenetics Implementation Consortium — CPIC a The Dutch
Pharmacogenetics Working Group — DPWG. Metabolizmus lie¢iv bol vyhodnoteny
zjednotenim udajov zo sthrnu charakteristickych vlastnosti lieku (SPC) a databazy
Drugbank (Wishart et al. 2018). Za statisticky vyznamné boli povazované hodnoty p <
0,05.

VYSLEDKY:

V  ramci demografickych parametrov (Tabulka 1) sme u pacientov
s kardiopulmondlnymi ochoreniami sledovali vSeobecné charakteristiky, diagnozy,
klinické charakteristiky pltacnej hypertenzie, funkéni skupinu NYHA, liekovu
anamnézu, a d’alSie zdkladné kardiopulmonalne a biochemické parametre.

Pacientov sme genotypizovali na pritomnost’ variantov:
1. S nulovou funkciou enzymu:
e CYP2D6*4, pri ktorom sme identifikovali 15 (25,4 %) heterozygotnych
pacientov
e CYP2C19*2, pri ktorom sme identifikovali 14 (23, 7 %) heterozygotnych
pacientov
2. So zniZenou funkciou enzymu:
e CYP2D6*41, pri ktorom sme identifikovali 9 (15, 3 %) heterozygotnych
pacientov a jedného homozygota pre variantnu alelu (1,7 %)
e CYP2C9*2, pri ktorom sme identifikovali 12 (20,3 %) heterozygotnych
pacientov a jedné¢ho homozygota pre variantnt alelu (1,7 %)
3. So zvysenou funkciou enzymu:
e CYP2D19*17, pri ktorom sme identifikovali 20 (33,9 %) heterozygotnych
pacientov a jedného homozygota pre variantnu alelu (1,7 %)
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Tabul’ka 1/Table 1

Vseobecna charakteristika pacientov (n = 59) s kardiopulmondlnymi ochoreniami. Data su vyjadrené v
percentudlnom zastapeni (%) alebo ako priemer + smerodajnéa odchylka (SD), vek a pocet uzivanych
lieCiv je vyjadreny medianom s pouzitim rozpétia.

Characteristics of patients with cardiopulmonary diseases (n = 59). Data represent counts with percentage
(%) of the total in each group or means + standard deviation (SD). Age and Number of prescribed
medications were summarized by median with range.

VSeobecné charakteristiky

Spolu (n = 53) Chybajice udaje

Vek (roky median; rozpatie) 55 (21 - 80)
Pohlavie
Zeny 22 (37 %)
MuZi 37 (63 %)
Diagnézy
Zlyhanie lavej komory (150.1) 38 (64 %)
Primarna plucna hypertenzia (127.0) 14 (24 %)
Iné Specifikované formy plicneho srdca (127.8) 4 (7 %)
Dychavica (R06.0) 2 (3 %)
Ina akutna myokarditida (140.8) 1(2 %)
Klinické charakteristiky plicnej hypertenzie (PH)
Prekapilarna PH 14 (24 %)
Izolovana postkapilarna PH 14 (24 %)
Kombinovana post- & prekapilarna PH 15 (25 %)
Nedefinovana PH 2 (3 %)
Bez znamok pliucnej hypertenzie 14 (24 %)
NYHA funkéna skupina
] 11 (19 %)
i 29 (49 %)
\ 11 (19 %)
Neuréené 8 (14 %)
Pocet predpisanych liekov
pred hospitalizaciou (median; rozpétie) 9(0-14)
po hospitalizacii (median; rozpéatie) 8(0-15)
Zakladné charakteristiky
Index telesnej hmotnosti (BMI; kg/m2) 276+47 1
Plocha povrchu tela (BSA - Du Bois; m2) 1,98 £0,24 1
Systolicky krvny tlak (SBP; mmHg) 114 £ 18 1
Diastolicky krvny tlak (DBP; mmHg) 73+ 10 1
Kardiopulmonalne a katetrizaéné parametre
NT-proBNP (ng/l) 3269 + 4737
Kardialny troponin T (ng/l) 28,3+26,4 3
Ejekéna frakcia favej komory (%) 38+20 5
Stredny tlak v plucnej artérii (mPAP; mmHg) 35+16
Pracny kapilarny tiak v zaklineni (PCWP; mmHg) 18+9
Transpulmonalny gradient (TPG; mmHg) 1715
Plicna cievna rezistencia (PVR; Wood units) 4241
Srdcovy index (CI; I/min/m2) 22+05 1
Zakladné biochemické parametre
Na (mmol/) 140+ 3
K (mmol/l) 40:+04
Kyselina mo¢ova (mmol/l) 6,8+29
Mocovina (pmol/l) 428 + 143 4

Prekapilarna PH: mPAP > 20; PCWP < 15; PVR 2 3 Izolovana postkapilarna PH: mPAP >
20; PCWP > 15; PVR < 3; Kombinovana post- & prekapilarna PH: mPAP > 20;
PCWP > 15; PVR = 3 Bez znamok pliucnej hypertenzie: mPAP < 20

42



Vysledky genotypizacie su zobrazené v Tabulke 2.

Tabul’ka 2/Table 2
Distribucia genotypov vo vzorke pre jednotlivé varianty enzymov CYP450.
Genotype distribution in sample for each variant of CYP450 enzymes.

Genotyp Frekvencia n (%)
CYP2D6*4 (rs3892097 G>A)

G/G 44 (74,6%)
A/G 15 (25,4%)
A/A 0 (0%)
CYP2D6%*41 (rs28371725 G>A)

G/G 49 (83,0%)
A/G 9 (15,3%)
A/A 1(1,7%)
CYP2C9*2 (rs1799853 C>T)

C/C 46 (78.3%)
C/IT 12 (20.3%)
T/T 1 (1,7%)
CYP2C19*2 (rs4244285 G>A)

G/G 45 (76,3%)
A/G 14 (23,7%)
A/A 0 (0%)
CYP2C19*17 (rs12248560 C>T)

C/C 38 (64,4%)
C/IT 20 (33,9%)
T/T 1 (1,7%)

Z databazy gnomadAD (v2.1.1), ktor4 zahfnala vzorky od Eurdpanov s vynimkou Finov,
sme identifikovali frekvenciu jednotlivych alel a porovnali ich s frekvenciou v nasej
vzorke — Tabulka 3. Vysledky genotypizacie su v stlade s Hardyho-Weinbergovou
rovnovahou (HWE, p > 0,05).

Tabul’ka 3/Table 3

Frekvencia vybranych alel enzymu CYP450 vo vzorke vs. Eurdpskej populacii s vynimkou Finov podl'a
databazy gnomAD (v2.1.1).

Frequency of specific alleles of CYP450 enzymes in sample vs. Euroepan (non-Finnish) population
according to gnomAD (v2.1.1).

Frekvencia alely v Frekvencia alely vo

Alela eurépskej populacii§ vzorke (n=59)  Podnota
CYP2D6*4 (rs3892097) 19,6% 12,7% 0,1818
CYP2D6*41 (rs6435156) 9,3% 9,3% 1,000
CYP2C9*2 (rs1799853) 12,6% 11,8% 0,8530

CYP2C19*17 (rs12248560) 23,1% 18,6% 0,4122
CYP2C19*2 (rs4244285) 14,7% 11,8% 0,5293

§ Alelova frekvencia v eurdpskej populacii, s vynimkou Finov ziskana z databazy gnomAD (v2.1.1), *p<0,05
alelova frekvencia vo vzorke vs. eurépskej populacii.
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Celkovy subor pacientov uzival az 111 rdznych lieCiv. NajfrekventovanejSie
zastupenym lieCivom bolo diuretikum furosemid (79,6 %), nasledované lie¢ivami
eplerenén (54,2 %), pantoprazol (45,8 %) a warfarin (39,0 %) — Tabulka 4. Pre liecbu
pl'icnej artériovej hypertenzie bol najcastejsie indikovanym liec¢ivom sildenafil — 15,3 %
v celkovej vzorke Co predstavuje 64,3 % pacientov s Dg. 127.0.

Tabul’ka 4/Table 4

20 najcCastejsie uzivanych lieciv vo vzorke, ich biotransformacia enzymami CYP450 a priradend existencia
farmakogenetickych odporacani spolo¢nosti CPIC/DPWG.

20 most frequently used drugs in the sample, their biotransformation by CYP450 enzymes, and the
associated existence of CPIC/DPWG pharmacogenetic recommendations.

Predpisané liecivo Frekvencia CYP metabolizmus Farmgkoggnencké
(n=59) odporucania

furosemid 47 (79,6 %)

eplerenon 32 (54,2 %) CYP3A4 -

pantoprazol 27 (45,8 %) CYP2C19, CYP3A4 CPIC, DPWG

warfarin 23 (39,0 %) CYP2C9, CYP3A4, CYP1A2 CPIC, DPWG

alopurinol 22 (37,3 %)

kyselina acetylsalicylova 20 (33,9 %) - -

metoprolol 20 (33,9 %) CYP2D6 DPWG

atorvastatin 17 (28,8 %) CYP3A4 CPIC, DPWG

amiodarén 16 (27,1 %) CYP3A4, CYP2C8

horéik 15 (25,4 %)

vitamin K 5 (25,4 %) -

bisoprolol 4 (23,7 %) CYP3A4

ivabradin 4 (23,7 %) CYP3A4

ramipril 4 (23,7 %)

valsartan 2 (20,3 %)

digoxin 1 (18,6 %)

sakubitril 1 (18,6 %)

Zelezo 0 (16,9 %) -

sildenafil 9 (15,3 %) CYP3A4, CYP2C9

spironolaktén 9 (15,3 %)

CPIC - The Clinical Pharmacogenetics Implementation Consortium
DPWG - The Dutch Pharmacogenetics Working Group

Az 70 % lie€iv uzivanych pacientmi vo vzorke bolo metabolizovanych enzymami
CYP450 (obrazok 1). Najcastejsie iSlo o enzymy CYP3A4 (27 %), CYP2C9/2D6 (8 %)
a CYP2C19 (7 %).
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METABOLIZMUS LIEGIV PACIENTOV S KARDIOPULMONALNYMI OCHORENIAMI
(N=111)

CYP2D6
8%

- CYP 2C8
nemetabolizuje sa

cez CYP450
30%

CYP2C9
8%

iné CYP
2%

CYP2B6
1%

CYP2C19

CYP3A4
7%

27%

CYP1A2

6% CYP 3A5
5%

Obrazok 1/Figure 1
Graf zobrazujtci metabolizmus lieCiv pacientov s kardiopulmonalnymi ochoreniami
prostrednictvom enzymov CYP450 (n=111).
Graph representing drug metabolism of patients with cardiopulmonary diseases
via CYP450 enzymes (n = 111).

DISKUSIA A ZAVER

Farmakogenetické testovanie je v klinickej praxi implementované v zahranic¢i
Vv niektorych eurdpskych krajinach (9), ¢i Spojenych Statoch americkych (10), pricom
vedecké dokazy podporuju pouzitie farmakogenomiky aj pre vybrané lie¢iva pouzivané
Vv kardiologii (2). Hoci v kardioldgii nie je potencidl farmakogenetického testovania
natol’ko preskimany ako napriklad v psychiatrickej ¢i onkologickej oblasti,
farmakogeneticky riadena lieba moéze aj tu zohravat doleziti ulohu pri zniZovani
terapeutickej a financnej zataze prevenciou neziaducich tc¢inkov suvisiacich s liekmi a
optimalizaciou u¢innosti liecby (3).

Zavaznym a doposial’ nevylieitelnym kardiovaskularnym ochorenim je aj
plicna artériova hypertenzia charakteristicka proliferaciou plticnych vaskuldrnych
buniek, progredujuca do pravostranného srdcového zlyhaniu az predcasnej smrti
pacientov (11). V lie¢be PAH je vyuzivanych primarne pat’ skupin lieciv a to antagonisty
endotelinovych receptorov (ERA), synteticky prostacyklin a analégy prostacyklinu,
agonisty prostacyklinového receptora, inhibitory fosfodiesterazy typu 5 (iPDE5) a
solubilné stimulatory guanylatcyklazy (sGC)(12), pricom ¢asto ide o lieCiva
biotransformované enzymami CYP450. Okrem toho, tito pacienti uzivaji aj mnozstvo
inych lie¢iv ako st antikoagulancia, inhibitory protonovej pumpy, diuretika a pod. (13),
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pre ktoré mame k dispozicii farmakogenetické odporacania autorit zohl'aditujuce upravu
liecby na zaklade genotypu/fenotypu individualneho jednotlivca (14,15).

Dalsou skupinou pacientov, uzivajucich lie¢ivd metabolizované vysoko
polymorfnymi enzymami CYP450 st pacienti so srdcovym zlyhdvanim (SZ) uzivajticich
napr. betablokatory (metoprolol) ¢i antikoagulancia (warfarin) (16) a modifikacia
farmakoterapie s ohl'adom na genetickl vybavu pacientov by mohla aj v tomto smere
optimalizovat’ ich liecbu.

Nasou pracou sme poukazali na to, ze pacienti s kardiopulmonalnymi ochoreniami
ako st SZ a PAH uzivaju az 70 % lieCiv metabolizovanych enzymami CYP450 a
predovsetkym su to enzymy CYP3A4 (27 %), CYP2C9/2D6 (8 %) a CYP2C19 (7 %).
Medzi lieCiva uzivané vzorkou pacientov, ku ktorym existuju farmakogenetické
odporticania moézeme  zaradit pary lieCivo-gén: warfarin  + CYP2C9,
pantoprazol/omeprazol + CYP2C19 a metoprolol + CYP2D6. Vzhl'adom na to, Ze sme
vo vzorke naSich pacientov identifikovali nielen viacerych heterozygotov, ale aj
homozygotov alel CYP2C9*2/*2 (fenotyp pomaly metabolizér — PM), CYP2D6*41/*41
(fenotyp stredny metabolizér — IM) a CYP2C19*17/*17 (fenotyp ultrarychly metabolizér
— UM) mo6ze dochadzat’ napriklad pri lie¢ive warfarin k znizenému metabolizmu, a teda
zvySenému riziku krvécania, ¢i v pripade pantoprazolu zrychlenému metabolizmu lieciv,
a teda ku riziku zlyhania terapie. Pri mnohych lie¢ivach metabolizovanych enzymami
CYP450 absentuje dostatok dokazov podporujicich tpravu farmakoterapie pacientov.
Ako priklad si mézeme vziat' pomalych metabolizérov CYP enzymov a lie¢iva zo
skupiny ERA (ambrisentan), u ktorych bolo zaznamenané zvySenie plazmatickej
koncentracie az 0 43 % (17), ¢i v pripade sildenafilu o 20 % (18), no udaje o vhodnosti
upravy davkovania alebo zmeny liecby nie su k dispozicii.

V nedavnej Studii od Petrovié, J., et al., 2020 (19) sa autori venovali frekvenciam
klinicky vyznamnych polymorfizmov CYP2C19 a CYP2D6 v Eurdpe. Ich vysledky
poukézali na to, Ze vyskyt alely CYP2C19*17 je najvyssi na Slovensku, a to 33 %, pri¢om
vyskyt alely je 23,1 % v eurdpskej populécii s vynimkou Finov (gnomAD (v2.1.1)). Do
Studie bolo vSak zahrnutych len 26 pacientov zo Slovenska, preto nis zaujimala
frekvencia danych alel aj v naSej pocetnejSej vzorke 59 pacientov, v ktorej sme napokon
nezaznamenali odliSnosti vo vyskyte alel v porovnani s eurépskou populaciou.

Zaverom hodnotime, Ze jednonukleotidové polymorfizmy CYP450 enzymov su
frekventovane zastupené u pacientov s kardiopulmonilnymi ochoreniami a
farmakogenetické testovanie mdéze mat’ potencial optimalizovat ich liecbu.
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ADOLESCENTI A UZIVANIE LIEKOV VYDAVANYCH BEZ LEKARSKEHO
PREDPISU
ADOLESCENTS AND THEIR USE OF OVER-THE-COUNTER MEDICINES

Urbankova, J., Kosirova, S.

Katedra farmakologie a toxikologie, Farmaceuticka fakulta Univerzity Komenského
V Bratislave, Slovenska republika

Abstrakt: UVOD: Samolie¢ba lickmi vydavanymi bez lekarskeho predpisu (OTC
lieckmi) je uadolescentov rozsirenym trendom. Stadie vsak poukazuju
na nedostatok vedomosti adolescentov o liekoch a pouzivanie nerelevantnych
zdrojov na ziskavanie informacii o liekoch. CIELE PRACE: Analyzovat uZivanie
OTC liekov u slovenskych adolescentov. Zhodnotit’ efekt edukacie farmaceutom
na postoje adolescentov k ucinnosti a bezpecnosti OTC liekov a tieZ na vyber
zdrojov na ziskavanie informacii o liekoch. METODY : Prieskum bol uskuto¢neny
dotaznikovou metddou pred a po edukdcii a vyhodnoteny parovym Studentovym
t-testom. Dotazniky boli validované v predchadzajucej stadii (Klimaszova a kol.,
2016). Vyplnilo ich 122 adolescentov vo veku 15 — 18 rokov zo 4 rdéznych §kol
v Bratislave. VYSLEDKY: Priemerny vek adolescentov bol 16,7 + 0,95 roka,
prevazovali dievcata (51,6 %). Az 89,3 % adolescentov uzilo za posledny polrok
asponl jeden OTC liek. Miera dovery adolescentov k ucinnosti OTC liekov sa
po edukacii vyznamne zvysila (p < 0,001). Pred edukéciou ziskavali adolescenti
najcastejSie informacie o liekoch z pribalovej informacie pre pacienta (68,9 %),
od rodi¢ov (64,8 %) a od lekara (62,3 %). ZAVER: Adolescenti uzivali OTC lieky
vo vel'kej miere a povazovali ich za bezpe¢né a ucinné. Po edukadcii si adolescenti
lepSie uvedomili, Ze najrelevantnejSie informacie o liekoch im mdéze poskytnat
lekarnik a lekéar. Edukaciu povazujeme za ucinny ndstroj na Sirenie poznatkov
0 liekoch, ktoré moézu pomoct znizit' riziko farmakoterapie u adolescentov
a zaroven zabezpecit’ spravne navyky pri uzivani liekov aj v dospelosti.

Summary: BACKGROUND: Self-medication with over-the-counter (OTC)
medicines in adolescents is a widespread trend. However, studies point to a lack
of knowledge among adolescents about medicines, as well as the use of irrelevant
sources for obtaining information about medicines. AIMS: To analyse the use of
OTC medicines among Slovak adolescents and to evaluate the effect of a
pharmacist-led education on adolescents' attitudes towards the efficacy and safety
of OTC medicines and also on the choice of sources for obtaining information
about medicines. METHODS: The survey was conducted by questionnaire method
before and after education and evaluated by paired Student's t-test. The
questionnaires were validated in a previous study (Klimaszova et al., 2016). They
were filled by 122 adolescents aged 15-18 years from 4 different schools in
Bratislava. RESULTS: the mean age of the adolescents was 16.7 years, with a
predominance of girls (51.6%). Up to 89.3% of the adolescents had taken an over-
the-counter medicine in the last six months. Adolescents' level of confidence in the
efficacy of OTC medicines increased significantly after education (p < 0.001).
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Before education, they most frequently sought information about medicines from
the patient information leaflet (68.9%), from parents (64.8%) and from the
physician (62.3%). CONCLUSION: Adolescents used OTC medicines extensively
and considered them safe and effective. After education, adolescents became more
aware that the most relevant information about medicines can be provided by
pharmacists and physicians. We consider education to be an effective tool for
disseminating knowledge about medicines that can help decrease the risk of
pharmacotherapy in adolescents, while also ensuring good medication habits in
adulthood.

Kracové slova: adolescenti, OTC lieky, bezpecna farmakoterapia, edukacia
Key words: adolescents, OTC medicines, safe pharmacotherapy, education

UvOD

Adolescenti su ako sucast’ detskej populdcie rizikovou skupinou z pohladu
uzivania liekov. Okrem stipajuceho trendu uzivania liekov vydavanych bez lekarskeho
predpisu (OTC liekov) adolescentmi (1), bol vo viacerych Studiach zisteny aj nedostatok
ich vedomosti o lickoch a samoliecbe (2, 3). Problémom u adolescentov je aj nedostatoéné
vnimanie rizika spojeného s uzivanim OTC liekov (4), ktoré mdze viest k intoxikdcidm
(5), ¢i zvySenej miere zneuzivania liekov (6, 7).

Zdrojom informacii o liekoch pre adolescentov byvaju Casto rodicia (2), ktori vSak
Castokrat tiez nemaju dostatocné vedomosti o liekoch a ich rizikach (8). Velké mnozstvo
adolescentov Cerpa informdcie o liekoch z internetu a réznych pacientskych for (9).
Takéto ziskavanie informécii z nerelevantnych zdrojov alebo konanie na zaklade
dezinformacii moze negativne ovplyvnit zdravie adolescentov, ¢i sposobit vznik
neziaducich ucinkov. Napriek tomu vSak adolescenti svoje vedomosti o liekoch casto
povazuju za dostato¢né (10) a v mnohych pripadoch ani neinformuju rodica, Ze lieky
uzivaju (11).

V niektorych krajinach (USA, Finsko, Japonsko) preto vznikli iniciativy zamerané
na edukéciu adolescentov o liekoch a ich spradvnom uzivani (12, 13). Po absolvovani
takychto eduka¢nych programov bolo u adolescentov zistené zlepsenie vo vedomostiach,
medicinskej gramotnosti a sebavedomi (14).

Ked’Ze sa adolescenti v procese dospievania osamostatiiuju aj pri uzivani liekov,
je dolezité poskytniit’ im relevantné informadcie, aby si vytvorili spravne postoje a navyky
k liekom, ktoré si zachovaju az do dospelosti. Na Slovensku vSak zatial' neprebicha
systematické vzdelavanie v tejto oblasti.

Ciel'om naSej prace bolo dotaznikovym prieskumom v Skolach overit’ aktualny
stav informovanosti adolescentov o G¢innosti a bezpe€nosti liekov a zistit'” informacie
ouzivani OTC liekov adolescentmi. Néasledne adolescentov formou interaktivnej
prezentacie edukovat o liekoch, ich bezpe¢nom a sprdvnom uZivani a o vhodnych
zdrojoch na vyhladavanie informdcii o liekoch. Na zaver bolo cielom kvantitativne
vyhodnotit’ efekt edukécie.

SUBOR RESPONDENTOV A METODY

Vyskum bol realizovany na adolescentoch vo veku 15 az 18 rokov zo 4 r6znych
Skol v Bratislave v obdobi od februdra 2021 do marca 2021. Z 210 Studentov
z&astnenych na vyskume spialo 122 (58,09 %) kritéria nagho vyskumu. Exkltzne
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kritéria predstavovali nevyplnenie identifikaéného ¢isla a tym znemoznenie sparovania
dotaznikov, vek pod 14 alebo nad 19 rokov a tiez duplicitné vyplnenie dotaznika.

Vplyv edukécie sme analyzovali z online dotaznikov vyplnenych adolescentmi
Vv aplikacii Microsoft Forms pred a po edukacii. Pouzili sme validované dotazniky
z predchadzajuceho vyskumu (15), ktoré obsahovali otvorené a uzavreté otazky a otazky
s pouzitim pitstupiiove] Likertovej Skaly. Dotazniky obsahovali otazky, ktoré
charakterizovali respondentov a otazky, ktoré skiimali uzivanie OTC liekov, postoje
k liekom a zdroje pouzivané na vyhladavanie informacii o liekoch. Edukacia prebehla
formou interaktivnej prezentacie cez virtualne platformy MS Teams, Google Meet alebo
Zoom pod vedenim farmaceuta. SkuSobni edukaciu sme uskuto¢nili na vzorke
3 Studentov a potom sme oslovovali pedagdgov jednotlivych §kél. Na vyhodnotenie
vplyvu edukécie sme pouzili parovy Studentov t-test. Porovnavali sme priemerné skore
odpovedi z Likertovej Skaly pred a po edukdcii s nasledovnym parovanim hodnot:
1 = é4no, 2 = skor ano, 3 = neviem posudit, 4 = skor nie, 5 = nie.

VYSLEDKY

Charakteristika adolescentov. Zo 122 adolescentov vo veku 15 — 18 rokov
zuastnenych na vyskume bolo 51,6 % dievcat. Vekovy priemer respondentov bol 16,7 +
0,95 roka. Najviac respondentov hodnotilo svoj zdravotny stav ako dobry (45,1 %)
a vel'mi dobry (40,2 %).

Uzivanie OTC liekov. Za poslednych 6 mesiacov uzivalo 89,3 % (109/122)
adolescentov OTC lieky s frekvenciou viackrat (60 %), raz (18 %), dvakrat (14 %). Ani
raz neuzilo OTC lieky za poslednych 6 mesiacov iba 8 % z opytanych adolescentov.

Najviac uzivanymi boli lie¢iva z ATC skupin M01 — antiflogistika a antireumatika
(ibuprofén — 37,6 %), NO2 — analgetika (paracetamol — 23,5 %) a R02 — laryngologika
(amylmetakrezol s dichlorbenzén-metanolom — 54 %). Dalsie lietivd z menej
zastupenych ATC skupin uzivané adolescentmi sii uvedené na obrazku 1.

MO1 antiflogistika a antireumatikd NEEEETEETEEEEEEEE 56
NO2 analgetikd IS 37
RO2 laryngologikd mmmmmmm 10
RO5 antitusika a lieky proti nachladnutiu = 9
AO07 antidiaroika, ¢revné antiinfektiva a... . 8
AO03 lieciva na funkéné gastrointestinalne... mmm 5
RO1 nosové lie¢ivd mmm 5
A12 minerdlne dopinky mm 3
NO5 psycholeptika mm 3

ATC skupina

D01 antimykotika pouzivané v dermatolégii m 2

RO6 antihistaminika na systémové pouzitie m 2

0 20 40 60
Pocet respondentov, ktori uviedli pouZivanie lieCiva z danej ATC skupiny
(n=122)

Obrazok 1/Figure 1
Najpouzivanejsie OTC lieciva podl'a ATC skupin uzivané adolescentmi za poslednych 6 mesiacov.
Mostly used OTC medicines by adolescents in past 6 months listed by ATC group.
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Vedomosti adolescentov. Sledovali sme aj schopnost’ adolescentov uviest’, na aky
zdravotny problém OTC liek uzivali. Véacsina uviedla spravne indikdciu lieku, iba
Vv dvoch odpovediach bola indikéacia diskutabilnd. Prehl'ad odpovedi je podrobnejSie
uvedeny v tabulke 1.

Takmer polovica adolescentov (48,78 %; 60/122) pred edukéciou uviedla, Ze
svoje vedomosti 0 lickoch, ktoré uzivaji, povazuji za dostatocné. Po edukacii sa tento
pocet zvysil na 85/122 (69,67 %).

Tabulka 1/Table 1
Zdravotné problémy uvedené adolescentmi, na ktoré uzivali OTC lieky.
Adolescents’ health problems for which they were taking OTC medications.

o Podiel , .
Liecivo adolescentov [%] Zdravotny problém
ibuprofén 37,6 kt¢e, menstruacéné bolesti, bolest’ hlavy,
bolest’ zubov

paracetamol 23,5 bolest’ hlavy, horucka, bolest” hrdla, bolest’
zubov, menS$trua¢né bolesti

amylmetakrezol 54 bolest’ hrdla

s dichlorbenzén-

metanolom

ambroxol 4,0 upchaty nos, nadcha, kasel

aktivne uhlie 2,0 bolest’ brucha

Dohlad rodicov nad uzivanim OTC liekov. 34,4 % adolescentov uviedlo, Ze ich
priuzivani OTC liekov kontrolujt rodicia. U 50,0 % rodicia vedeli, ze OTC lieky uzivaju,
ale nekontrolovali ich a u 15,6 % rodicia ani nevedeli, ze OTC lieky uzivaju.

Vnimanie bezpecnosti a ucinnosti OTC liekov adolescentmi. Pred edukaciou
uviedlo 78,86 % (97/122) adolescentov, Ze si myslia, ze OTC lieky su t€inné. Po edukacii
sa tento podiel zvysil na 90,17 % (110/122). Za bezpecné povazovalo OTC lieky pred
edukaciou 66,66 % (82/122) a po edukacii 76,23 % (93/122) adolescentov. Rozdiel
v odpovediach pred a po edukacii bol Statisticky vyznamny pri tvrdeni o t¢innosti OTC
liekov (p <0,001) na rozdiel od odpovedi pri tvrdeni o bezpetnosti OTC liekov
(p =0,198).

Po edukécii klesol pocet odpovedi “neviem posudit™ - v otdzke u€innosti z 17,89 %
na 9,02 % a v otazke bezpecnosti z 21,95 % na 12,30 %.

Zdroje pouzivané adolescentmi na ziskavanie informdcii o liekoch. Pred
edukaciou adolescenti uviedli, ze si zistovali informacie o liekoch najmé z pisomne;j
informécie pre pouzivatelov lieku (68,9 %, 84/122). Z Tudskych zdrojov cerpali
informécie najcastejSie od rodicov (64,8 %, 79/122), a to dokonca viac ako od lekarov
(62,3 %, 76/122) a lekarnikov (45,9 %, 56/122). Informacie o liekoch z elektronickych
médii Cerpalo 32 adolescentov (26,2 %) a niektori uviedli ako zdroj aj kamaratov a
znamych (4,9 %, 6/122).
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Obrazok 2/Figure 2
Porovnanie adolescentmi pouzivanych zdrojov na ziskavanie informacii o liekoch
pred edukaciou so zdrojmi, ktoré planuju vyuzivat’ po edukécii.
Comparison of sources of information on medicines used by adolescents
before the education with sources they are planning to use after the education.

Z udajov v obrazku 2 je zrejmy narast poctu odpovedi v prospech relevantnych
zdrojov informaécii o liekoch, akymi st lekéarnik (+48,4 %), lekér (+23,8 %) a tieZ pisomna
informécia pre pouzivatel'a (+11,5 %) po edukécii. Adolescenti po edukacii tiez uviedli,
ze budu menej vyuzivat informacie od rodicov (-31,1 %), kamaratov a znamych (-4,1 %)
a z elektronickych médii (-9,8 %).

DISKUSIA A ZAVER

Vysledkami bolo potvrdené, Ze adolescenti uzivaji vo vel'kej miere OTC lieky,
¢o koreluje s udajmi zahrani¢nych stadii (1, 2, 4).

Najcastejsie pouzivanymi OTC liekmi boli antiflogistiké a analgetika, ¢o suhlasi
s vysledkami mnohych zahrani¢nych §tudii, ktoré to za poslednych 30 rokov potvrdzuju,
dokonca aj neddvna Stadia z roku 2022 (1). Adolescenti uzivali OTC lieky vécSinou
na spravnu indikéciu a povazovali ich za G¢inné a bezpecné. Po edukacii si signifikantne
viac adolescentov myslelo, ze OTC lieky s u¢inné. Nazor na bezpecnost” OTC liekov
sa vsak signifikantne nezmenil. Relativne vysoka informovanost’ adolescentov o liekoch
v nasej Stadii vSak moze byt dand aj tym, ze naS vyskum bol realizovany ako pilotna
Stiidia iba na adolescentoch z bratislavskych $kol a nepredstavuje tak reprezentativnu
vzorku adolescentov na Slovensku, o je jedna z limitacii Stadie. Do budicnosti bude
nutné tento subor rozsirit aj o adolescentov zinych krajov Slovenska, ako aj
0 adolescentov navstevujucich Skoly na dedinéch.

Vplyvom edukacie sa v nasej $tudii znizil pocet adolescentov, ktori pred tym na
otazky odpovedali moznost'ou “neviem posudit™, z coho mézeme usudit’, ze si na zaklade
nasej intervencie vo forme edukacie vedeli vytvorit' aspont zaciato¢ni mienku o danej
problematike. Adolescenti by mali byt podporovani v tom, aby si zistovali a overovali
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informacie z viacerych zdrojov. Edukacia farmaceutom, ktory je odbornikom na lieky, by
mohla byt dobrym zadkladom pre relevantné a pravdivé informacie, ktoré su v tejto
problematike dostupné. Rovnaku podporu tomuto formatu vyjadrili aj v $tudii Recchiuti
a kol.(2018), kde ponukli na Skoly program zamerany na gramotnost v oblasti OTC
lieckov (13), ¢i finska $tudia, kde takyto program implementovali do vzdelavacieho planu
skol (12).

Najviac pouzivanymi zdrojmi na vyhl'adavanie informacii o liekoch boli rodicia,
¢o Koreluje s tym, ¢o zhrnul Dawood a kol. v $tudii z roku 2014 (2).

Z odpovedi z dotaznikov mézeme predpokladat’, Zze po edukacii si adolescenti
uvedomili, Ze relevantné informacie o liekoch im poskytne lekéarnik a lekar.

Svoje vedomosti o liekoch povazuju adolescenti za dostatocné. Je pozitivne, ze
po nasej edukacii toto sebavedomie nadobudlo viac adolescentov. AvSak bolo by
potrebné, aby si uvedomili, Ze informécie o liekoch, ktoré nadobudnu aj z relevantnych
zdrojov (PIL) by si mali overit’ a prekonzultovat’ s odbornikom - farmaceutom alebo
lekarom - aby pochopili spravne suvislosti a aby bola zabezpecena tcinnost’ a bezpe¢nost’
farmakoterapie. Tento fenomén pocitu dostatocnych vedomosti napriek ich objektivnemu
nedostatku v oblasti uzivania lickov potvrdzuje aj Shehnaz a kol. v prehl'adovej stadii
z roku 2014 (10).

Do buducnosti je potrebna aj edukécia rodicov. Az 15,6 % adolescentov uviedlo,
ze neinformuje rodi¢ov, ked’ uzivaji OTC lieky. MdZeme predpokladat, Ze to je
nasledkom postupného osamostatiiovania sa. Rodicia by vSak mali vediet o tom, aké
lieky ich dieta uziva. Ked'Ze rodicia ostavaju €astym zdrojom informadcii o liekoch pre
adolescentov, je potrebné, aby aj rodi¢ia mali dobré vedomostné zaklady v tejto oblasti.
Aj jedna slovenska Studia (8) poukazuje na to, ze nazory deti a ich rodicov koreluja, lebo
rodicia tieto informacie postivaji svojim detom. Je preto dolezité venovat’ sa aj edukacii
rodi¢ov a zdoraznit’, ze pred zacatim farmakoterapie je lepSie poradit’ sa s odbornikom.

Z nasich vysledkov tiez vyplyva, Ze adolescenti uzivaji OTC lieky vo velkej
miere, povazuju ich za bezpecné a U€inné a vacsinou vedia, na aky zdravotny problém
dany liek uzivaju. Po edukécii dovera adolescentov v t€innost’ a bezpe¢nost’ OTC liekov
stupla a adolescenti si uvedomili, Ze najrelevantnejSie informdacie o liekoch im moéze
poskytnut’ lekarnik a lekar. Edukéciu povazujeme teda za ucinny néstroj na Sirenie
poznatkov o liekoch a relevantnych zdrojoch na zistovanie informacii o nich.

Vysledky nasho vyskumu by mohli byt podkladom pre zostavenie obsahu a formy
edukécie adolescentov o liekoch, ¢o by mohlo prispiet’ k vysSej miere bezpecnosti
a ucinnosti akejkol'vek farmakoterapie v obdobi adolescencie ale aj v dospelosti.
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