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Predslov

Vazeny citatel,

recenzovany zbornik vedeckych prac mladych farmakologov je tradicne venovany
dvom vyznamnym osobnostiam slovenskej farmakologie. Rad konstatujem, ze mladi
farmakologovia zaslali na publikovanie viacero zaujiimavych rukopisov, ktorych
prezentdcie odzneli online na Dni mladych farmakologov SR XXVI (Memorial prof. F.
Sveca a prof. P. Sveca) diia 11. 11. 2021. To naznacuje, Ze tradicny zbornik Pokroky vo
farmakologii v Slovenskej republike, ktorého 17. 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 su na vysokej vedeckej urovni
a odrazaju vynimocnu uroven farmakologického vyskumu na Slovensku. Subor
originalnych prdac je navySe doplneny vyziadanym prehladovym Cclankom, ktory
pojednava o farmakovigilancii  a toxikovigilancii v prevencii a lieche akutnych
intoxikdcii.

Vsetky prdace presli prisnym recenznym konanim kolektivom recenzentov
s dorazom na vedecku a formdlnu stranku prispevkov, pretoZe prisny recenzny proces
neprispieva len k ich skvalitneniu, ale najmd k ziskaniu skusenosti a zrucnosti mladych
autorov.

Zbornik vychadza pod zastitou Slovenskej farmakologickej spolocnosti a Katedry
farmakologie a toxikologie Farmaceutickej fakulty Univerzity Komenského v Bratislave,
a s podporou Slovenskej lekdarnickej komory. Prajem Vam prijemné citanie a mozno
najdete v nasledujucich clankoch inspirdciu aj pre viastny vyskum.

V Bratislave 30. 9. 2022

prof.. PharmDr. Jan Klimas, PhD., MPH
zostavovatel



FARMAKOVIGILANCIA A TOXIKOVIGILANCIA V PREVENCII A LIECBE
AKUTNYCH INTOXIKACI{

PHARMACOVIGILANCE AND TOXICOVIGILANCE IN THE PREVENTION AND
TREATMENT OF ACUTE INTOXICATIONS

Caganova, B.

Narodné toxikologicke informacné centrum, Klinika pracovného lekarstva a toxikologie
Univerzitnej nemocnice Bratislava a Lekarskej fakulty Univerzity Komenského
v Bratislave, Slovenska republika

Abstrakt: Akutne intoxikacie patria medzi zavazné stavy, ktoré bezprostredne
ohrozuji zdravie a Zzivot postihnutého pacienta. St suastou preventabilnej
morbidity a mortality. Analyza intoxikacii je dolezitym néstrojom na sledovanie
toxickych ti¢inkov xenobiotik na l'udsky organizmus. V procese identifikacie rizik
zohravaju dolezitu ulohu toxikologické centrd, pretoze dokumentuju pocet,
priebeh a zavaznost’ intoxikécii v jednotlivych krajinach. Tieto tidaje napoméhaju
zhodnotit’ jednotlivé xenobiotika z hladiska orgdnovej toxicity, identifikovat
rizikové faktory intoxikacie a zhodnotit’ efektivnost’ a bezpecnost’ liecby. Najviac
zdokumentovanymi xenobiotikami s lieCiva, chemikalie a psychotropné latky.
Informacie o bezpeCnostnom profile xenobiotik, ziskané na zdklade
farmakovigilancie a toxikovigilancie, maju vel’ky vyznam pre spravny manaZzment
intoxikovaného pacienta.

Summary: Acute intoxications are among the serious conditions that directly
endanger health and life of the affected patients and are a part of preventable
morbidity and mortality. The analysis of intoxications is an important tool for
monitoring the toxic effects of xenobiotics on the human body. Poison centres play
a key role in the process of identifying risks via documentation of number, course
and severity of intoxications in individual countries. These data help to evaluate
selected xenobiotics in terms of organ toxicity, identifying risk factors for
intoxication, and evaluating the effectiveness and safety of treatment. The best
documented xenobiotics are medicines, chemicals and psychotropic substances.
Information about the safety profile of xenobiotics obtained on the basis of
pharmacovigilance and toxicovigilance is of great importance for the proper
management of an intoxicated patient.

KPlucové slova: farmakovigilancia, toxikovigilancia, antipsychotika, paracetamol,
psychotropné latky, korozivne latky

Keywords: pharmacovigilance, toxicovigilance, antipsychotics, paracetamol,
psychotropic substances, corrosive substances



UvOD
Akutna intoxikécia je nahle vzniknuty stav vyvolany vstupom xenobiotika (cudzorodej
latky) do zivého organizmu. K poskodeniu zdravia dochadza rychlo, v priebehu mintt, ¢i
hodin od expozicie, zvycajne do 24 hodin. Je to zavazny stav, ktory moze bezprostredne
ohrozit’ zdravie a zivot postihnutého pacienta. Pri¢iny intoxikacii st rozne. NajcastejSie
je to nahoda alebo omyl, terapeutické pochybenie, samolieCitel'stvo, abtizus alebo
suicidalny umysel.

V ¢ére mediciny zalozenej na dbokazoch ziskava farmakovigilancia a
toxikovigilancia zalozend na velkom pocte pripadov intoxikacii registrovanych
toxikologickymi centrami ¢oraz vacsi vyznam. Cinnost toxikologickych informa¢nych
centier spociva nielen v poskytovani konzultacii pri akutnych intoxikéacidch, ale aj v
hodnoteni bezpecnosti a rizika jednotlivych skupin xenobiotik a k odhalovaniu
rizikovych faktorov, ktoré prispievaju k zhorSeniu progndzy intoxikacie. Na zéklade
analyzy toxikologickych konzultacii a lekarskych sprav intoxikovanych pacientov tieto
udaje d’alej spracovavaju. Na zéklade Statistického vyhodnotenia vysledkov vykonavaju
potrebné preventivne opatrenia. Na prijimani opatreni v oblasti toxikovigilancie a
farmakovigilancie spolupracuji vzdjomne mnohé inStitucie a to na narodnej ale aj
medzinarodnej arovni (1). Cielom je znizit' pocet a zavaznost’ akutnych intoxikacii v
populécii, identifikovat’ zranitelné skupiny pacientov, rizikové faktory intoxikacie,
neobvyklé vzorce zavislosti alebo neo¢akévané uzitie xenobiotika.

TOXIKOVIGILANCIA A FARMAKOVIGILANCIA

Toxikovigilancia a farmakovigilancia st ¢innosti podielajice sa na ochrane
zdravia pacientov a verejného zdravia. Toxikovigilancia, dohl'ad nad bezpecnostou
xenobiotik, je podla definicie WHO aktivhym procesom identifikécie, sledovania a
hodnotenia toxikologickych rizik suvisiacich s expoziciou 'udského organizmu toxickym
ucinkom xenobiotik (2). Farmakovigilancia, dohl'ad nad bezpecnost'ou liekov, je vedna
oblast’ a aktivity spojené s detekciou, postidenim, poznanim a prevenciou neziaducich
ucinkov alebo inych liekovych problémov (3).

Farmakovigilancia sa od toxikovigilancie odliSuje v niekolkych aspektoch.
Farmakovigilancia sleduje huménne liecky po ich uvedeni na trh, zatial o
toxikovigilancia zohladiiuje vSetky latky (lieky, chemikalie, chemické pripravky,
pesticidy, navykové latky atd’.) bez ohl'adu na to, ¢i maji alebo nemaju povolenie na
uvedenie na trh. Farmakovigilancia sleduje predovsetkym neziaduce G¢inky alebo iné
lieckové problémy, zatiall Co toxikovigilancia sa tyka toxickych ucinkov vsetkych
xenobiotik. Cielom je znizit' vyskyt intoxikacii identifikaciou novych toxikologickych
rizik (4, 5).

HODNOTENIE TOXIKOLOGICKEHO RIZIKA NA ZAKLADE

ORGANOVEJ TOXICITY XENOBIOTIK

Dolezitym nastrojom na monitorovanie bezpecnosti xenobiotik je skore
zdvaznosti intoxikacie (Poisoning severity score, PSS). PSS je pétbodova
Standardizovana stupnica, ktora hodnoti intoxikacie na zadklade organovej toxicity.
Umoziuje kvalitativne vyhodnotenie chorobnosti spdsobenej intoxikaciou, lepSiu
identifikacia skuto¢nych rizik a porovnatel'nost’ idajov (Tabulka 1). PSS sa vyuziva na
hodnotenie akutnych intoxikacii bez ohl'adu na typ a mnozstvo pozitej noxy. Stupeit
intoxikécie berie do tivahy cely klinicky priebeh intoxikéacie. PSS pomaha identifikovat’
latky, ktoré spdsobuji vyznamna chorobnost’ a imrtnost’ alebo maji Specifické ucinky



na ciel'ové organy (predizenie QT intervalu, hepatotoxicita, nefrotoxicita a iné). PSS bolo
vypracované Eurdpskou asociaciou toxikologickych centier a klinickych toxikologov v
spolupraci s Medzindrodnym programom pre chemicki bezpecnost a Europskou
komisiou (1, 6).

Tabul’ka 1/Table 1
Stupne zavaznosti intoxikacie/Poisoning severity score (6)

STUPEN 0  Asymptomaticka intoxikacia: pozitie toxickej latky bez subjektivnych
alebo objektivnych prejavov

STUPEN 1 Mierna intoxikacia: mierne, kratkodobé a spontinne odznievajuce
symptomy

STUPEN 2 Zavazna intoxikacia: vyrazné alebo dlhodobo pretrvavajice symptomy

STUPEN 3  Tazka intoxikacia: Zivot ohrozujice symptomy
STUPEN 4  Smrtel'na intoxikécia

HODNOTENIE TOXIKOLOGICKEHO RIZIKA NA ZAKLADE

KONCENTRACIE XENOBIOTIKA V KRVI

Znalost’ sérovej koncentracie pozitej latky v mnohych pripadoch umoziuje lepsie
predikovat’ zavaznost’ intoxikdcie ako samotnd informdacia o poZitom mnozstve.
Stanovenie sérovej koncentracie xenobiotika je obzvlast ddlezité pri lieivach s izkou
terapeutickou Sirkou, teda pri latkach s malym rozdielom medzi terapeutickou a toxickou
davkou. Medzi takéto lieciva patria napriklad karbamazepin, litium, teofylin, digoxin (7).
U pacientov s nedostato¢nou funkciou obli¢iek hrozi riziko kumulécie lieciva aj pri
terapeutickom dévkovani. Casto ide o pacientov v starSom veku. Aby sa predislo
toxickému poskodeniu organizmu je stanovenie sérovej koncentracie dolezité najma pri
lieCivach, ktoré sa vylucuju oblickami (littum, digoxin). K pripadom, kedy sa mézu
prejavit’ toxické ti€inky xenobiotika napriek terapeutickému davkovaniu patria aj pacienti
s genetickym polymorfizmom. Napriklad geneticky polymorfizmus CYP2D6 ovplyviiuje
biotransformaciu  tramadolu, kodeinu, amitriptylinu, venlafaxinu, fluoxetinu
a metamfetaminu a tym zvysuje citlivost’ voci ich toxickym ucinkom (7, 8).

Na posudenie zavaznosti intoxikacie je dolezité¢ poznat' vztah medzi sérovou
koncentraciou a toxickymi priznakmi predavkovania xenobiotikom. Na zaklade
zdokumentovanych intoxikacii boli vypracované odporucania o toxickych sérovych
koncentraciach pre viac nez 1100 xenobiotik. Tieto udaje boli vlozené do toxikologickych
databaz a vyuzivaju sa pri poskytovani konzultacii pri akutnych intoxikéaciach a pri liecbe
intoxikovanych pacientov (7).

HODNOTENIE TOXIKOLOGICKEHO RIZIKA NA ZAKLADE

POZITEJ DAVKY

Nie vzdy je mozné stanovit sérovu koncentradciu xenobiotika, alebo tato
koncentracia nekoreluje so zavaznostou intoxikacie. V tychto pripadoch sa posudzuje
toxikologické riziko podla velkosti pozitej davky. Na zdklade velkého poctu
zdokumentovanych pripadov intoxikacii v rdmci farmakovigilancie a toxikovigilancie
boli zozbieran¢ udaje o potencidlnych toxickych davkach (minimélne toxickeé
a maximalne tolerované davky) a letdlnych davkach. Tieto udaje boli implementované do
toxikologickych databdz a v pripade liekov aj do suhrnu charakteristickych vlastnosti



lieku (SmPC) a vyuzivaja sa pri poskytovani konzultacii pri akutnych intoxikaciach (9 —
11).

FARMAKOVIGILANCIA A ZNEUZiVANIE LIEKOV

Dextrometorfan (DXM) je synteticky opioid, ktory je aktivnou zlozkou mnohych
liekov proti kasl'u. LieCivo sa v tele metabolizuje na dextrofan, ktory pdsobi ako
antagonista N-metyl-D-aspartdt (NMDA) receptorov. Vo vysSich davkach latka
posobi ako disociativny halucinogén. Dextrometorfan podliecha polymorfnému
metabolizmu CYP 2D6 ¢o moéze viest’ k velkej interindividuélnej variabilite v odpovedi
na jeho podanie. Pomali metabolizatori maji vys$iu incidenciu neziaducich uc¢inkov a
nizsiu tendenciu k abuzu DXM. Rychli metabolizatori zazivaju viac euforickych ti¢inkov
a je u nich vyssia pravdepodobnost’ k abuzu DXM (12).

Dextrometorfan je rekreacnou drogou a je zneuzivany mladistvymi najmé na
Slovensku a v Cechach. Od roku 2008 bol zaznamenany na Slovensku zvyseny vyskyt
predavkovania DXM v suvislosti s jeho rekreanym zneuzivanim. Priemerny vek
uzivatelov bol 15 rokov. Castd bola kombinacia s alkoholom. Najdastejsie priznaky
predavkovania boli tachykardia, hypertenzia, dvojité videnie, agitovanost a euforia,
tremor a koma. Dvaja pacienti zomreli (13). Na zdklade zdokumentovanych pripadov
zneuzivania DXM Statny tstav pre kontrolu lieiv v SR vydal rozhodnutie o zmene
sposobu vydaja liekov s obsahom dextrometorfanu a rozhodol o ich zatriedeni do skupiny
liekov, ktorych vydaj je viazany na lekarsky predpis. V ddsledku tohto opatrenia pocet
intoxikécii klesol, aj ked’ nevymizli plne. V Eurépe podobné opatrenia doposial prijali:
Dansko, Grécko, Mad’arsko, Svédsko a Cesko (12 — 14).

HODNOTENIE BEZPECNOSTI ANTIPSYCHOTIK

PRI PREDAVKOVANI

Stupajaca preskripcia antipsychotik koreluje so zvySenym poctom intoxikacii.
Zavaznost’ klinickych priznakov, ktoré intoxikacia tymito lie¢ivami vyvoldva, Casto
vyzaduje hospitalizaciu pacienta a prinasa so sebou véazne zdravotné rizika. Atypické
antipsychotika celosvetovo vo vel'kej miere nahradili klasické antipsychotika, ktoré maju
vyssi vyskyt neziaducich ucinkov, najmi extrapyramidovych. Spolu so zvySujicou sa
preskripciou pocet intoxikacii atypickymi antipsychotikami kazdoro¢ne stupa (15, 16).

Vysledky viacerych Stadii zameranych na intoxikacie antipsychotikami
poukazuju na to, Ze pri zavaznom predavkovani nie je vyznamny rozdiel v
bezpecnostnom profile medzi atypickymi a klasickymi antipsychotikami. Vyhodou
atypickych antipsychotik je vécsia terapeutickd Sirka v porovnani s klasickymi, ¢o sa
prejavuje v nizSej zavaznosti nahodnych otrav. Po uziti vysokych davok predstavuji
porovnatelné riziko ako klasické antipsychotikd (16 — 18). Predavkovanie
antipsychotikami je spojené s vyznamnym kardiovaskularnym rizikom. V pripadoch
zavazne] kardiotoxicity sposobenej intoxikaciou lipofilnymi antipsychotikami mozno
zvéazit' lie¢bu lipidovou emulziou. Uspes$ne bola pouzita pri predavkovani olanzapinom,
kvetiapinom a haloperidolom (19, 20).

FARMAKOVIGILANCIA A BEZPECNE UZiVANIE PARACETAMOLU
Od prvého opisu intoxikacie v roku 1966 sa morbidita a mortalita v dosledku
predavkovania paracetamolom postupne zvysuje. Intoxik4cie paracetamolom patria
medzi najcastejsie lieckové intoxikéacie konzultované toxikologickymi centrami v Europe.



Paracetamol (tiez acetaminofén, 4-hydroxyacetanilid, p-acetaminophenol) je
jedno z najCastejSie pouzivanych analgetik a antipyretik. Na Slovensku je dostupnych
viac nez 50 liekov (jedno aj viaczlozkovych) s tymto lie¢ivom. VécSina z nich je dostupna
bez lekarskeho predpisu a ich vydaj je viazany len na lekdren. Paracetamol patri medzi
lie¢iva najéastej$ie zneuzivané pri suicidiach. V ramci EU nie je dostupnost’ lickov
s obsahom paracetamolu jednotne regulovana a je vymedzena len zdkonmi jednotlivych
¢lenskych Statov. VysSia miera intoxikdacii je pozorovana v krajinach, kde je paracetamol
dostupny aj mimo lekaren, prostrednictvom nezdravotnickych predajcov (21).

V prvych hodindch po akutnom preddvkovani je plazmatickd koncentracia
paracetamolu dolezitym prediktorom hepatotoxicity. Podl'a Rumackovho-Mathewovho
nomogramu pouzivaného vo vicSine krajin Europy, je indikdciou liecby N-
acetylcysteinom (NAC) plazmaticka koncentracia 150 mg.1"! (pri rizikovych pacientoch
100 mg.1"") v 4. hodine od pozitia (22, 23). Vyssiu mieru rizika vykazuju pacienti sibezne
uzivajuci induktory CYP2EI1 (napriklad izoniazid, rifampicin, fenytoin, karbamazepin,
I'ubovnik bodkovany), trpiaci malnutriciou, osoby s poskodenim pecene alebo abtizom
alkoholu (10, 23).

Viaceré Stadie preukazali, Ze pacienti po prekonani intoxikacie paracetamolom sa
vo vicSine pripadov tplne zotavili, pokial’ bola zahajena v¢asna lieCba N-acetylcysteinom
(NAC). Fatalne intoxikacie boli zaznamenané najmé u pacientov, ktori prisli do nemocnice
neskoro, po viac ako 20 hodinéch od intoxikacie (9, 10, 23, 24). Liecba antidotom NAC nie
je nevyhnutna u pacientov s plazmatickou koncentriciou paracetamolu < 150 mg.I"! pri
absencii rizikovych faktorov, kvoli vel'mi nizkemu riziku hepatotoxicity na jednej strane a
moznymi vedl'ajSimi t€¢inkami NAC na strane druhej (23, 24).

Napriek tomu, ze bolo analyzovanych mnozstvo intoxikacii mnohé otazky
zostavaju nezodpovedané. Stile sa hl'ada optimalna liecba pacientov, ktori dlhodobo
uzivali supraterapeutické davky paracetamolu, alebo ktori boli preddvkovani liekovymi
formami s riadenym uvolfiovanim.

TOXIKOVIGILANCIA KOROZIVNYCH LATOK

Riziko mortality pri akitnych intoxikéaciach korozivnymi latkami je stale vel'mi
vysoké. Chemikalie a chemické vyrobky, ktoré sa bezne vyskytuji v domécnostiach st
pri¢inou mnohych ndhodnych alebo timyselnych intoxikécii a st pozorované u pacientov
roznych vekovych kategorii. Korozivny potencial maju nielen kyseliny a alkélie ale aj
kvartérne amoniové zluceniny, manganistan draselny, dezinficiencia a bielidla s obsahom
chlérnanu sodného, niektoré herbicidy (napriklad glyfosat) a mnohé iné bezne dostupné
latky. Intoxikéacie korozivnymi latkami vyvolavaju u pacientov pocetné a zdvazné post
korozivne komplikacie horného gastrointestinalneho traktu (GIT) a mozu tiez sposobit’
poskodenie respira¢ného systému. Medzi najcastejSie GIT komplikéacie patri krvacanie
z traviaceho traktu, perforacia, peritonitida a tvorba striktar (25, 26).

Rozsah poskodenia po expozicii korozivnym latkam €asto nie je mozné predvidat’.
Okrem hodnoty pH je potrebné brat’ do tuvahy aj dalSie faktory ako je mnozstvo,
koncentracia a viskozita pozitej latky, dizka kontaktu s tkanivom, fyzikalna
forma/skupenstvo, pritomnost’ potravy v traviacom trakte ale aj predchadzajici stav
sliznice GIT (9, 25). Medzi najdolezitejSie prediktory systémovych komplikacii a
rizikové faktory mortality po poziti korozivnej latky patria: suicidalny timysel, stupen I1Ib
korozivneho poSkodenia, poZitie silnej kyseliny, najméa kyseliny chlorovodikovej a vek
nad 55 rokov (27).



Vek je jednym zvyznamnych rizikovych faktorov mortality po poZiti
korozivnych latok (28, 29). Starsi pacienti (> 60 rokov) maju dvojnasobne vyssie riziko
vyskytu zivot ohrozujucich komplikacii po poziti korozivnych latok ako mladsi dospeli
(<60 rokov). Signifikantne CastejSie sa vyskytuje respiracné zlyhanie (s nutnost’ou umele;j
plicnej ventildcie) a aspiratna pneumonia. Respira¢né komplikéacie vyznamne koreluju
so zvySenou mierou umrtnosti. U starSich pacientov je aj vyznamne dlhSia priemerna
dizka hospitalizacie a Castejsie pouZitiec ATB lie¢by. Najvyssi vyskyt komplikacii je
pozorovany u pacientov po poziti kyseliny chlorovodikovej (29).

ZAVER

V Europskej unii je kladeny vel'ky doraz na monitorovanie bezpecnosti liekov a
ostatnych xenobiotik. Cielom je zabezpecit' vysoku troven ochrany zdravia eurdpske;j
populécie. Medzinarodnéd spolupraca v oblasti farmakovigilancie a toxikovigilancie je
nevyhnutna. Statistiky intoxikacii st doleZitym nastrojom na sledovanie toxickych
ucinkov xenobiotik na I'udsky organizmus. Tieto Gdaje nie je mozné ziskat’ v klinickych
Stadiach ani v pokusoch na zvieratich. Zber a spracovanie tychto udajov na
medzindrodnej Urovni st harmonizované. Vyznamnu tUlohu pri  hodnoteni
bezpecnostného profilu xenobiotik maji klinicki farmaceuti, ktori pomahaju
identifikovat’ pri¢inné suvislosti medzi patologickymi stavmi a dokumentovanymi
toxickymi expoziciami.
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UCINOK PIOGLITAZONU NA FUNKCIU ENDOTELU
U POTKANOV S EXPERIMENTALNYM DIABETOM MELLITUS

EFFECT OF PIOGLITAZONE ON ENDOTHELIAL FUNCTION IN RATS WITH
EXPERIMENTAL DIABETES MELLITUS

Cinakova, A., Gutekova, K., Kralova, E., Kienek, P.

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

Abstrakt: Hyperglykémia je jednym zhlavnych faktorov, ktoré prispievaju
k vzniku  endotelovej dysfunkcie = (ED) anéslednym  diabetickym
kardiovaskuldrnym komplikdciam. Vyznamnym prejavom ED je zniZena
dostupnost’ oxidu dusnatého (NO) a zvySena syntéza endotelinu-1 (ET1), ¢im je
obmedzena schopnost’ vazodilatacie cievy. Cielom prace bolo sledovat’ a zistit,, do
akej miery ovplyviuje pioglitazon (PIO) vaskularnu reaktibillitu izolovanej aorty
upotkanov s experimentadlnym diabetom mellitus typu 1 (DMIT) a
zaroven stanovit’ v aorte expresiu endotelovej syntazy oxidu dusnatého (eNOS)
a ET1. Na experiment boli pouzité trojmesacné samce potkanov kmena Wistar,
ktorym bol vyvolany diabetes mellitus podanim streptozotocinu 55 mg/kg 1. p.,
kontrolnym zvieratam (n = 10) bol aplikovany citratovy tlmivy roztok. PIO
(12 mg/kg, n = 10) bol podavany diabetickym zvieratdim vo forme krmiva po dobu
6 tyzdnov. Kontrolnej skupine a skupine s neliecenym diabetes mellitus (DM, n =
10) bolo podavané Standardné¢ krmivo. Na experiment boli pouzité prstence
torakalnej Casti izolovanej aorty umiestnené¢ do zivného roztoku, v ktorom bola
pozorovana jej reaktivita po pridani vazodilatacnych latok (acetylcholin = ACH,
nitroprusid sodny = NPS). Expresia génov eNOS a ET1 v aorte bola stanovena
pomocou kvantitativnej polymerazovej reakcie v redlnom case. PIO signifikantne
zlepsil relaxacn odpoved’ ciev navodenenej s ACH oproti nelieCenym potkanom,
po NPS bol pozorovany iba trend k znizeniu. Expresia eNOS bola s P1O oproti DM
skupine vyznamne zvySend, naopak, expresia génov pre ET1 bola signifikantne
znizena. 6-tyzdiiové podavanie P1O pozitivne ovplyviuje reaktibilitu ciev, obnovuje
rovnovahu medzi vazoaktivnym NO a ET1, ¢im prispieva k zmierneniu ED.

Summary: Hyperglycemia is one of the main factors contributing to endothelial
dysfunction (ED) and subsequent diabetic cardiovascular complications. A
significant manifestation of ED is reduced availability of nitric oxide (NO) and
increased endothelin-1 (ET1) synthesis, which is associated with limited ability of
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vasodilatation. The aim of the study was to observe and determine the effect of
pioglitazone (PIO) on vascular reactivity of the isolated aorta of rats with
experimental diabetes mellitus type 1 (DMIT). To determine the expression of
endothelial nitric oxide synthase (eNOS) and ET1 in rat aorta. Three-month-old
male Wistar rats were used for the experiment. Diabetes mellitus was induced by
streptozotocin 55 mg/kg i.p. The healthy control animals were treated with citrate
buffer. Diabetic animals were fed with PIO (12 mg/kg, n= 10, rat chow) for 6 weeks.
The control group and untreated diabetes mellitus group (DM, n = 10) were fed with
standard chow. Rings of the thoracic part of the isolated aorta were used for the
experiment. These were placed in a nutrient solution, where their reactivity was
observed after the addition of vasodilators (acetylcholine = ACH, sodium
nitroprusside = NPS). The expression of eNOS and ET1 genes was determined by
a Real-Time quantitative polymerase chain reaction in the rat aorta. PIO
significantly improved vascular relaxation response induced by ACH compared to
untreated rats, only a decreasing trend was observed after NPS. Gene expression of
eNOS was significantly increased with PIO in compare to the DM group, on the
other hand, mRNA expression of ET1 was significantly decreased. 6-week
administration of PIO positively affects vascular reactivity, and restores the balance
between vasoactive NO and ET1, which contributes to the alleviation of ED.

KPicové slova: endotelova dysfunkcia, potkan, pioglitazén, diabetes mellitus typu 1,
1zolovana aorta

Keywords: endothelial dysfunction, rat, pioglitazone, type 1 diabetes mellitus, isolated
aorta

UvOD

Endotel tvori vnutornu vystelku ciev a vytvara transportnu bariéru pre latky, ktoré
sa nachadzaju v krvi. Jeho bunky aktivne a dynamicky participuju pri hemokoagulacii,
zapalovom procese, ovplyviluju rast buniek cievnej steny, zohravaju dolezitt ulohu pri
metabolizme glukdzy a lipidov a syntetizuju vazoaktivne latky, ktorymi moduluju cievny
tonus (1). Oxid dusnaty (NO) je najvyznamnejsi vazodilatator hladkého svalstva ciev
v endoteli, okrem toho mé aj vyznamny vazoprotektivny charakter. V cievach je primarne
tvoreny endotelovou syntdzou NO (eNOS) z aminokyseliny L-arginin. Endotelin-1 je
produkovany primarne v endoteli a predstavuje prirodzenu protivahu vazotilatatnému NO.
Posobi prostrednictvom endotelinovych receptorov typu A a B. Pri zvySenej expresii ma v
cievach prozéapalové a profibrotické vlastnosti (2).

Ak je endotel dlhodobo vystaveny v dosledku ochorenia diabetes mellitus (DM)
hyperglykemickému prostrediu, dochaddza kjeho poskodeniu avzniku endotelovej
dysfunkcie (ED), ktoré je pociatkom kardiovaskularnych komplikécii ochorenia DM. ED
sa primarne vyznacuje znizenou dostupnostou NO, zvySenou expresiou endotelinu
a d’alSich vazokonstrikénych latok, a tym znizenou schopnost'ou endotelom navodenej
vazodilatacie, tieZ hemodynamickou deregulaciou, zhorSenou fibrinolyzou, nadprodukciou
rastovych faktorov, zvySenou expresiou adhéznych molekul a prozépalovych génov,
nadmernou tvorbou reaktivnych foriem kyslika, oxidaénym stresom a zvySenou cievnou
permeabilitou (3).
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Pioglitazon (PIO) je agonistom jadrovych PPARYy receptorov, ¢im zasahuje do
regulacie génov zodpovednych za metabolizmus lipidov a glukozy a zvysuje citlivost’ na
pritomny inzulin. V praxi je pouZivany na terapiu DM typu 2 (DM2). U pacientov s tymto
typom diabetu bol vSak preukazany aj jeho vyznamny vaskuloprotektivny charakter.
Pozitivne ovplyviioval expresiu eNOS ajeho antioxida¢né a antiflogistické pdsobenie
v cievach sa prejavilo uz v subterapeutickych davkach (4). Stadia Bhat R akol. (5)
preukazala vyznam PIO v podpornej terapii DM typul (DMIT). Po Siestich mesiacoch
uzivania tohto lieCiva pri sucasnom uzivani inzulinu preukézal PIO oproti placebu
u postpubertalnych pacientov s DMIT signifikantné zlepSenie postprandidlnych hladin
glukézy v plazme. Pozorované bolo tiez vyznamné zlepSenie hodndt glykovaného
hemoglobinu bez zmeny hmotnosti, ¢i zmeny davkovania inzulinu. Z toho dévodu sme
vnasom experimente sledovali, do akej miery ma PIO schopnost spomalit’ vznik
a progresiu ED pri experimentalnom DM typu 1.

MATERIAL A METODY

Na experiment boli pouzité trojmesacné potkany — samce kmenia Wistar (Dobra Voda,
SR). Experimenty na zvieratach boli schvalené Etickou komisiou Farmaceutickej fakulty
UK v Bratislave a Statnou veterinirnou a potravinovou spravou Slovenskej republiky.
Zvieratd mali pocas celého trvania pokusu pristup k vode a krmivu ad libitum. Po
randomizécii boli rozdelené¢ do troch skupin: kontrolna skupina (n = 10), diabeticka
neliecena skupina (DM; n = 10) a diabeticka skupina, ktord podstupila liecbu s PIO (n =
10). Diabetes bol indukovany jednorazovym podanim streptozotocinu (STZ; 55 mg/kg, i.
p.). Za diabetické boli povazované zvierata s hladinou gluk6zy nad 12 mmol/l. PIO bol
podavany vo forme krmiva v davke 12 mg/kg. Kontrolnej skupine a skupine s nelieCenym
diabetom bolo podavané Standardné krmivo. Po Siestich tyzdnoch boli zvieratd utratené
a nasledne bola vyizolovana aorta. 3 mm prstence vypreparovanej aorty boli umiestnené do
zivného roztoku, kde bola hodnotena ich vazoreaktivita. Relaxacia ciev zavisla od endotelu
bola hodnotena pri kumulativnom priddvani acetylcholinu (ACH; 10 mol/I — 10™ mol/l).
Relaxécii predchadzala kontrakcia vyvolana jednorazovym podanim fenylefrinu (FE; 10
mol/l). Po premyvani bola sledovand vazoreaktivita nezavisld od endotelu. K aortalnym
prazkom prekontrahovanym s FE (10° mol/l) bol v prostredi L-NAME (L-NG-
Nitroarginin metyl ester, inhibitor eNOS) priddvany nitroprusid sodny vo vzrastajlicej

koncentracii (NPS; 10" mol/l — 10~ mol/l).
Na stanovenie génovej expresie pre eNOS a ET1 v aorte bola pouzita metéda RT-
PCR. Mieru génovej expresie sme vyjadrili pomerom CT hodndt génu a endogénneho
referenéného génu beta-2-mikroglobulinu (B2m). Sekvencia primerov bola nasledovna (5°-

, 3= eNOS -  Forward: GGGTGATGAGCTCTGCGGCC, Reverse:
TGGCGTTTCCAGCTGCGCTT; ET1 — Forward: AACTCCGAGCCCAAAGTACC
Reverse: CTTGATGCTGTTGCTGATGG, B2m - Forward:

ATGGAGCTCTGAATCATCTGG, Reverse: AGAAGATGGTGTGCTCATTGC.
Vysledky sme vyjadrili ako aritmeticky priemer + strednd chyba priemeru (SEM). Pre
posudenie Statistickej vyznamnosti vplyvu skimanych faktorov sme pouzili ANOVA test
s naslednym LSD post hoc testom. Relaxacné a kontrakéné odpovede artérii su zobrazené
ako % pre-konstrikcie alebo % zdkladnych hodnét ¢i hodnét KCl. Hodnoty Emax boli
pocitané pomocou PC a softwaru Graph Pad Prism. Hodnoty sme povazovali za Statisticky
vyznamné, ak p < 0,05.
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VYSLEDKY
Vysledky reaktibility izolovanej aorty preukazali vyrazne zvysenu citlivost’ na FE v DM
skupine, v skupine PIO bol zaznamenany signifikantny pokles kontraktilnej odpovede
oproti DM aj kontrolnej skupine. Aplikdcia ACH kontrolnej skupine vo vzrastajice;j
koncentracii (10 — 107 mol/l) indukovala koncentraéne zavisli relaxaciu aorty (Emax:
74,61 £ 8,81 %). V DM skupine bola relaxacna odpoved’ signifikantne zhorSena (p < 0,05,
Emax: 60,52 + 2,14 %). Vyznamna relaxacnd odpoved’ na podany ACH nastala az pri
koncentraciach 10° a 10°mol/l, aviak k uplnej relaxacii nedoslo ani pri najvyssej
koncentracii ACH. V skupine PIO bola relaxa¢na odpoved’ signifikantne zlepSena oproti
DM zvieratam (p < 0,05, Emax: 77,31 + 2,19 %), pricom bola vyznamna reakcia ciev
zaznamenana uz pri koncentraciach 10 — 10 mol/l (p < 0,05) (Obrazok 1A).

Aplikacia NPS (10° — 10”° mol/l) vyvolala v kontrolnej skupine koncentra¢ne
zavisli relaxaciu aorty nezavisli od endotelu, pricom maximalna odozva
dosahovala hodnotu 143,64 + 8,88 %. V DM skupine bola sledovana vyznamne zhorSena
vazodilatdcia v porovnani s kontrolnou skupinou (Emax: 124,46 + 3,78 %). V skupine P1O
sme zaznamenali iba klesajuci trend relaxacnej vaskularnej odpovede oproti DM zvieratdm
(Emax: 143,17 £ 6,09 %) (Obrazok 1B).

Nerovnovédha medzi vazodilatacnymi a vazokonstrikénymi faktormi prispieva
k vzniku ED. Expresia génov eNOS a ET1 v torakdlnej aorte je zndzornena na obrazku 2.
Pri DM zvieratach bola expresia eNOS oproti kontrole signifikantne znizend. V PIO
skupine bola pozorovana signifikantne zvySena génova expresia tohto enzymu oproti DM
skupine (p < 0,05) (Obrazok 2A). Naopak, expresia génu pre vazostrikény ET1 bola v
pripade nelieCenych zvierat oproti kontrole signifikantne zvySena a terapia s PIO priniesla
jej vyznamné znizenie oproti DM skupine (p < 0,05) (Obrazok 2B).
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Obrazok 1/Figure 1

Reakcia prazkov aorty na podany acetylcholin (ACH; 10— 10> mol/l) (A) a nitroprusid sodny (NPS; 10°—
10° mol/l) (B) u kontrolnych, diabetickych nelie¢enych (DM) a diabetickych potkanov lie¢enych
pioglitazonom (PIO). Namerané hodnoty su vyjadrené percentualne ako priemer = SEM. *p < 0,05 vs
kontrola, #p < 0,05 vs. DM.

Reaction of aortic rings to administered acytylcholine (ACH; 10— 10 mol/l) (A) and sodium nitroprusside
(NPS; 10° - 10° mol/l) (B) in the control group, the diabetic untreated group (DM) and diabetic rats treated
with pioglitazone (PIO). Measured values are expressed in % as mean = SEM. *p <0,05 vs control group,
#p < 0,05 vs. DM.
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Obrazok 2/Figure 2

Expresia mRNA endotelovej NO syntazy (eNOS) (A) aendotelinu (ET1) (B) vaorte u kontrolnych,
diabetickych nelie¢enych (DM) a diabetickych potkanov lie¢enych pioglitazonom (PIO). Namerané hodnoty
su vyjadrené percentudlne ako priemer = SEM. *p < 0,05 vs kontrola, #p < 0,05 vs. DM.

Expression of endothelial NO synthase (eNOS) mRNA (A) and endothelin (ET1) mRNA (B) in rat aorta in
control group, diebatic untreated group (DM) and diabetic rats treated with pioglitazone (PIO). Measured
values are expressed in % as mean + SEM. *p < 0,05 vs control group, #p < 0,05 vs. DM.

DISKUSIA A ZAVER

Ochorenie DM je sprevadzané niekol'konasobne zvySenym kardiovaskuldrnym
rizikom, ktoré je spajané s nepriaznivym uc¢inkom hyperglykémie, s oxida¢nym stresom
apridruzenou ED. Pri ED stracaju cievy svoje fyziologické vlastnosti, pricom je
pozorovany vyrazny pokles schopnosti vazodilatacie ciev (6).

Cielom tejto prace bolo sledovat, do akej miery moze spomalit’ vznik a progres ED
antidiabetikum PIO pri experimentdlnom DMI1T, pricom sme sa zamerali na sledovanie
vazoreaktivity a expresie vazoaktivnych faktorov.

Od endotelu zavisli vazodilataciu sme sledovali pouzitim ACH, kedy reagovali
cievy nelieCenych diabetickych potkanov vyrazne zhorSenou vazodilataciou v porovnani
s cievami kontrolnej skupiny. PIO vSak priniesol signifikantné zlepSenie reaktibility ciev.
Obdobné¢ vysledky boli sledované v stadii Majithiya J a kol. (7), kedy boli preukazané
priaznivé Uc€inky tohto lie¢iva na pruzkoch aorty na streptozotocinovom modeli. ZlepSena
reaktibilita na pritomné vazodilatancia bola spdjana so signifikantne zredukovanym
oxidac¢nym stresom a zvySenou dostupnost'ou NO.

Zhorsena od endotelu nezavisla vazodilatacia bola preukdzana v aorte diabetickych
potkanov (8) aj u diabetickych pacientov (9). Terapia s PIO nepriniesla v naSom
experimente pri vazodilatacii navodenej s NPS signifikantné zlepSenie reaktibility ciev.
Nase zistenia boli v sulade s vysledkami stadie Kunasegaran T a kol. (4), kde pruzky aorty
potkanov streptozotocinového modelu reagovali na podany NPS len miernou
vazodilataciou. Usudzujeme, Ze PIO ma len slabti schopnost’ ovplyvnit’ vazodilataciu
nezavislu od endotelu, teda navodenii donorom NO. Jeho ucinok v ovplyvneni ED sa
pravdepodobne zakladé predovSetkym na uvolfiovani NO v zavislosti od endotelu, ako sme
mohli pozorovat’ pri ACH, a nie v zmene citlivosti efektorovych buniek na NO.

Nerovnovéaha medzi vazokonstrikénymi a vazodilatatnymi latkami produkovanymi
endotelom vyznamne prispieva k vzniku a progresii ED. V hyperglykemickom organizme
dochadza k zvysenej tvorbe ROS, ktoré sa vyznamne podiel’aji na zniZenej biodostupnosti
NO (10). Okrem toho ROS vykazujia schopnost stimulovat syntézu a uvolifiovanie
vazokonstrikénych latok, ktoré vedi v kone¢nom dosledku k vaskuldrnej prestavbe a
zvySenej citlivosti na vazokonstrikéné latky (8). Aktivacia PPARy receptorov vedie
k zvySeniu expresie eNOS, ¢oho doésledkom je zvySena biodostupnost’ vaskularneho NO
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(11). Tieto zistenia st v sulade s naSimi vysledkami, kedy dochadzalo u zvierat, ktoré
podstupili terapiu s PIO, k signifikantne zvySenej expresii eNOS a tym zvySenej
dostupnosti NO a zaroven znizZenej expresii vazokonstrikéného ET1. Viaceré studie tiez
preukazali, ze k zvySenej biodostupnosti NO moze PIO prispievat’ prostrednictvom
antioxida¢ného ucinku (7, 12).

Nomura H a kol. (13) uvadza, ze za zlepSenie vazodilatacie pri lieCbe s PIO moéze
byt zodpovedny aj mechanizmus nezavisly od PPARy receptorov, a sice vazodilatacia
navodena otvaranim hladkosvalovych K, a Kir (inward rectifying K*) draslikovych
kanalov. Zmiernenie zapalu na endoteli predstavuje d’al$i mechanizmus, ako PIO
ovplyviiuje ED. Heliovaara MK a kol. (14) vo svojej Stadii preukazali, Ze toto lieCivo méa
priamy vplyv na zniZenie hladiny prozapalovych markerov. Okrem toho inhibuje aj
proliferaciu a migraciu hladkosvalovych buniek, ¢im zabraiiuje dalSiemu rozvoju
aterosklerotického platu a po rupture platu zas znizuje riziko trombdzy (15).

Nas experiment preukazal, ze terapia s PIO viedla k zlepSeniu reaktibility endotelu
u potkanov s experimentalnym DM1T a chrénila ho pred d’al§im poskodenim. V dosledku
liecby sa zvysila expresia eNOS. Tym sa zvySila produkcia vazodilatatného a
vazoprotektivneho NO. Zaroven doslo k zniZenej expresii prozapalového a profibrotického
ET1. Preto moZzeme konStatovat, ze liecba s antidiabetikom PIO vyrazne prispela k
obnoveniu rovnovahy medzi tymito 2 vazoaktivnymi faktormi u zvierat s DM1T.
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RELATIVNA EXPRESIA GENOV PODIECAJUCICH SA

NA EXPORTE A METABOLIZACII cAMP PRI SRDCOVOM ZLYHAVANI

V MONOKROTALINOM INDUKOVANOM MODELI

PLUCNEJ HYPERTENZIE

RELATIVE EXPRESSION OF GENES INVOLVED IN THE EXPORT AND
METABOLIZATION OF cAMP IN HEART FAILURE IN MONOCROTALINE-
INDUCED MODEL OF PULMONARY HYPERTENSION

Lelkova, K., Kmecova, Z., VeteSskova, J., Velasova, E., Bies Pivackova, L., Doka, G.,
Kfrenek, P.

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

Abstrakt:

Uvod: Nedavne §tidie poukazuji na kardioprotektivny efekt signalizadnej kaskady
extracelularneho cAMP (SC e-cAMP). Kontinualna infuzia cAMP sprostredkovana
implantaciou mikroosmotickej pumpy inhibovala pl'icnu a srdcovli remodeléaciu
spojenu s pl'icnou hypertenziou (PH) v monokrotalinovom (MCT) modeli. Ciele
prace: Stanovenie relativnej expresie génov podiel’ajucich sa na SC e-cAMP pri
srdcovom zlyhdvani na u potkanov s MCT navodenou PH v réznych $tadiach
ochorenia a na zaklade tychto zmien vytycCit' novy potencialny terapeuticky ciel
vhodny na d’alSie skimanie. Metddy: 12-tyzdnovym samcom potkanov kmena
Wistar bol subkutanne aplikovany MCT (60 mg/kg) alebo vehikulum (CON).
Relativna expresia génov podiel’ajucich sa na SC e-cAMP pri srdcovom zlyhani
(Abcc4, Enppl, Nt5e, Adoral, Adora2a) bola stanovend metédou RT-qPCR jeden,
dva, Styri tyZzdne po aplikacii MCT au pred¢asne utratenych zvierat po akutnom
zhorSeni zdravotného stavu (~ 4 tyzdne po aplikacii MCT, ptMCT) v pravej (RV)
alavej komore (LV). Vysledky: Styri tyzdne po aplikacii MCT (MCTar)
a v ptMCT, dochadza k zvySovaniu miery hypertrofie RV. Taktiez v tychto stadiach
dochadza k upregulacii Abcc4, Enppl, Nt5e a Adora2a v RV (p < 0,05 vs. CON),
zatial’ ¢o expresia Adoral ostdva nezmenend. V LV bolo pozorované signifikantné
zvysenie relativnej expresie v pripade Enpp1 a Nt5e iba v ptMCT, priCom v pripade
Enppl existuje signifikantny rozdiel v expresii medzi RV a LV. Zaver: Na zaklade
zvySenej expresie génov podielajucich sa na SC e-cAMP primarne v RV v MCTsr
av ptMCT mdzeme predpokladat’, ze s progresiou ochorenia a so zvySujicou sa
mierou hypertrofie RV dochadza k aktivacii tejto kaskady. S ohl'adom na tieto
vysledky a udaje z literatiry by adenozinovy Aza receptor mohol predstavovat’ novy
terapeuticky ciel’ v terapii PH.

Summary:

Background: Recent studies evaluated the cardioprotective effect of the extracellular
cAMP signalling cascade (e-cAMP SC). Continuous infusion of cAMP by a
microosmotic pump inhibited pulmonary and cardiac remodelling associated with
pulmonary hypertension (PH) in the monocrotaline (MCT) model. Aim: To
determine the relative expression of genes involved in e-cAMP SC in heart failure
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in rats with MCT-induced PH at different stages of the disease and, based on these
changes, to identify a new potential therapeutic target. Methods: 12-weeks old male
Wistar rats were subcutaneously injected with MCT (60 mg/kg) or vehicle (CON).
The relative expression of genes involved in the e-cAMP SC in heart failure (Abcc4,
Enppl, Nt5e, Adoral, Adora2a) were determined by RT-qPCR in the first, second,
and fourth week after MCT application and also in prematurely sacrificed animals
after acute health deterioration (~ 4 weeks after application of MCT, ptMCT) in the
right (RV) and left ventricle (LV). Results: Four weeks after MCT (MCTjsr) and in
ptMCT, an increase in the rate of RV hypertrophy occurred. Abcc4, Enppl, NtSe
and Adora2a are upregulated in the RV at these stages as well (p < 0.05 vs. CON),
while Adoral expression remains unchanged. In the LV, a significant increase in
relative expression was observed for Enppl and Nt5e in ptMCT, with a significant
difference in expression between RV and LV for Enppl. Conclusion: Based on the
increased expression of genes involved in the e-cAMP SC primarily in the RV in
MCTsr and in ptMCT, we can assume that this cascade is activated with the
progression of the disease and the increasing degree of RV hypertrophy.
Considering these results and data from the literature, the adenosine Axa receptor
could represent a new therapeutic target in PH.

Kruacové slova: pl'ucna hypertenzia, extracelularne cAMP, srdcové zlyhavanie
Keywords: pulmonary hypertension, extracellular cAMP, heart failure

UvoD

Plticna hypertenzia PH je chronické, zriedkavé, progresivne prebiehajiice ochorenie
postihujuce primarne plucne arterioly (1), ktoré sekundarne vedie ku kompenzacnym
zmenam v pravej komore, k jej hypertrofii a z dlhodobého hladiska k pravostrannému
srdcovému zlyhaniu (HF) (2).

Nedavne stadie poukazuji na protektivnu ulohu extracelulirneho cAMP
exportované¢ho zo srdcovych myocytov v reakcii na srdcovy stres, ked’ze intraceluldrna
tvorba cAMP predstavuje nielen mechanizmus zvySovania srdcovej frekvencie, ale
sekundérne je zodpovedna za progresiu (HF), hypertrofiu myokardu a fibrozu. Na zaklade
vysledkov série experimentov sa predpokladd, ze cAMP je exportovany z kardiomyocytov
pomocou Abcc4 transportéra. V extracelularnom priestore je cAMP metabolizovany
prostrednictvom Enppl na AMP a prostrednictvom Nt5e na adenozin, ktory sekundarne
ovplyviluje vyvoj srdcovej hypertrofie a fibrozy tym, ze aktivuje adenozinovy A receptor.
Tymto inhibuje tvorbu intracelularneho cAMP v kardiomyocytoch a sucasne dodava
antifibroticky signal do srdcovych fibroblastov aktivaciou Aza receptora (3).

Z experimentov vykonanych na in vivo modeli PH je zndme, Ze kontinuélna infazia
cAMP sprostredkovana implantaciou mikroosmotickej pumpy (tri tyzdne po aplikacii
monokrotalinu — MCT, resp. vehikula) inhibovala pl'icnu a srdcovi remodelaciu spojenti s
PH u tychto zvierat — Ciasto¢ne znizovala systolicky tlak v pravej komore, Fultonov index
a tlak v a. pulmonalis v porovnani s nelieCenou skupinou, ¢o potvrdzuje kardioprotektivny
ucinok tejto signalizacnej kaskady. Dlhodobé podavanie cAMP vSak moze mat’ skodlivé
ucinky na ostatné organy (4) zvysujuce z dlhodobého hl'adiska riziko ich poSkodenia a teda
nepredstavuje perspektivny terapeuticky ciel'. Na zaklade tychto dovodov vyplyva potreba
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identifikacie nového terapeutického ciela, u ktorého by boli tieto neziaduce ucinky
eliminované.

CIEDL

Cielom tohto projektu bolo stanovit zmeny relativnej expresie génov
zodpovednych za export, metabolizaciu a sekundarne aj u¢inky cAMP v pravej a v 'avej
komore v MCT-indukovanom modeli PH s progresiou ochorenia a zaroven na zaklade
tychto vysledkov a udajov z literatiry vytycit' novy potencialny terapeuticky ciel vhodny
na d’alSie skimanie.

MATERIAL A METODY

V ramci tohto experimentu boli pouzité vzorky tkaniv z animéalneho MCT-
indukovaného modelu PH. Samce potkanov kmenia Wistar (dodavatel’ = UEFT SAV Dobra
Voda) vo veku 10 — 12 tyzdiiov boli rozdelené do dvoch skupin, a to kontrolnti skupinu
(CON) a skupinu s indukovanou PH. PH bola pokusnym zvieratam vyvolana subkutannym
podanim MCT v davke 60 mg/kg, resp. vehikula (0,9 % NaCl) v pripade CON. Vitalne
funkcie boli zvieratdm zmerané pristrojom MouseOx Plus (Starr Life Sciences, USA)
priblizne 24 hodin pred utratenim. Zvieratd boli utrdcané v komore s CO: v prvom
(MCTi1), v druhom (MCTo2r), vo Stvrtom tyzdni (MCTar) po subkutannej aplikacii MCT,
resp. vehikula, a v pripade potreby pred¢asne (ptMCT — z angl. prematurely terminated
MCT) po akutnom zhorSeni zdravotného stavu (prejavujicom sa stratou hmotnosti o viac
ako 10 g v priebehu 24 hodin, zjezenou srst'ou, apatiou, zniZzenou teplotou akralnych casti
tela, ¢i dyspnoe a to tesne pred ukoncenim Stvrtého tyzdia). Nasledne im bola odobrata krv,
zvéazené jednotlivé organy a odobraté vzorky, ktoré sa okamzite zmrazili a boli uchovavané
pri -80 °C do d’alsieho spracovania. VSetky experimenty boli vopred schvélené Etickou
komisiou FaF UK v Bratislave a Statnou veterinarnou a potravinovou spravou Slovenskej
republiky (Ro-108/18-221/3).

Relativna expresia génov podielajicich sa na signalizatnej kaskade
extracelularneho cAMP (e-cAMP) pri HF na mRNA urovni bola stanovena metdédou RT-
gPCR. Sekvencie primerov st uvedené v tabul’ke 1. Relativna expresia sledovanych génov
bola pocitanad Pfafflovou metddou (14) s pouzitim normalizicie na referencny gén (Hprtl
— hypoxantin-fosforibozyltransferaza 1). VSetky data boli podrobené Statistickému
hodnoteniu v programe GraphPad Prism 5.01 (GraphPad Software, San Diego, USA).
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TabulPka 1/Table 1
Sekvencie primerov pouzitych na RT-qPCR.
Sequences of primers used for RT-qPCR.

Gén Referencné cislo Sekvencia primerov (5°-3°)

Forward TTGCACACAGCTTACGGCTA

Abeed | NM_133411.1 Reverse CGGAGAGCCTTCCGGTAAAT
Forward TGACCACCGATGCTGTAGAGG
Reverse = CCAGGCTGTACCCAGTCAAA
Forward CAAGTGTCGAGTGCCCATCT
Reverse  TCTTGGTCACCAGAGTCATGTT
Forward TCCGAGTCAAGATCCCTCTCC
Reverse = GTCAGGCCTACCACAAGGGA
Forward GCTAGTTTCGAAGTCGCCTG
Reverse = CGGCTTCAGGGTTCTGAGAT
Forward CAGCTTCCTCCTCAGACCGCTTT
Reverse = TCACTAATCACGACGCTGGGACTG

Enppl  NM_053535.1
Ntse NM 021576.2
Adoral  NM_017155.2
Adora2a  NM_001357942.1

Hprt1” NM_012583.2

VYSLEDKY

K rozvoju PH v experimentalnom modeli dochadza priblizne tri tyzdne po aplikécii
MCT, kedy boli u zvierat pozorované prvé priznaky ochorenia (dyspnoe, znizenie prijmu
potravy, kachexia). Rychlost’ rozvoja tychto priznakov bola individualna. V tejto faze
experimentu bol taktiez namerany signifikantne zvySeny tlak v pravej komore (vs. CON)
(6). K zvySovaniu hmotnosti pl'ic dochadzalo postupne uz od druhého tyzdna po aplikacii
MCT (MCTar o 39 %, MCTar 0 37 %, ptMCT o0 63 %, p < 0,05 vs. CON). PH sa
u pokusnych zvierat prejavila signifikantnym zvySenim hmotnosti pravej komory (RV),
ako aj Fultonovho indexu (obrazok 1), priCom hmotnost’ 'avej komory (LV) ostala
nezmenend ato v MCTyr, v ptMCT, ako aj medzi tymito skupinami navzajom. TaktieZ
bolo pozorované signifikantné zvySenie srdcovej frekvencie a pokles saturacie krvi
kyslikom v tychto dvoch skupinach (5). Relativna expresia Nppb v RV na mRNA urovni
sa postupne zvysSovala od druhého tyzdna po apl. MCT (7), pricom na proteinovej trovni
neboli pozorované signifikantné zmeny plazmatickych koncentracii NT-proBNP (8).

V prvych dvoch tyzdiioch po aplikdcii MCT nedochadzalo k Ziadnym
signifikantnym zmenam relativnej expresie génov podielajucich sa na signalizacnej
kaskade e-cAMP vRV a LV na mRNA trovni. Styri tyzdne po aplikacii MCT
a u predCasne utratenych zvierat bolo pozorovana upregulacia génu pre Abcc4 transportér
v RV (obrazok 2A). Zvysenie relativnej expresie génov pre Enppl a NtSe enzymy bolo
pozorované v RV v MCTyr, v ptMCT, ako aj medzi tymito skupinami navzajom (obrazok
2B, 2C). V LV bolo pozorované signifikantné zvySenie relativnej expresie v oboch
pripadoch iba v ptMCT, pri¢om v pripade Enpp1 existuje signifikantny rozdiel v expresii
medzi RV a LV. V MCTyr a v ptMCT bolo pozorovana upregulédcia génu pre adenozinovy
Az receptor Adora2a (obrazok 2D).
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Obrazok 1/Figure 1

Fultonov index v prvom, v druhom, vo §tvrtom tyzdni po subkutannej aplikacii MCT, resp. vehikula, a v
ptMCT. Data vyjadrené ako priemer + SEM (n =9 — 10/skupina; ** p < 0,01, ***p < 0.001).

Fulton's index in the first, second, fourth week after subcutaneous application of MCT, or vehicle, and in
ptMCT. Data expressed as mean + SEM (n = 9 - 10/group;
*p <0.05 vs. CON).
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Obrazok 2/Figure 2

Relativna expresia Abcc4 (A), Enppl (B), Nt5e (C) a Adora2a (D) v RV vo $tvrtom tyzdni po subkutanne;j
aplikacii MCT, resp. vehikula, a v ptMCT. Data vyjadrené ako priemer = SEM (n=9-10/skupina; * p < 0,05
vs. CON, *** p<0,001 vs. CON).

Relative expression of Abcc4 (A), Enppl (B), Nt5e (C) and Adora2a (D) in RV at the fourth week after
subcutaneous application of MCT, or vehicle, and in ptMCT. Data expressed as mean £ SEM (n=9-
10/group; * p <0.05 vs. CON, *** p<0,001 vs. CON).
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DISKUSIA A ZAVER

Funkcia RV je dolezitym determinantom prognozy PH, pricom zvySené riziko
mortality tizko suvisi okrem iného prave so zvysSenou velkostou RV (9). S progresiou
ochorenia dochadza S$tyri tyzdne po aplikdcii MCT k signifikantnému zvySovaniu
Fultonovho indexu, ktory odrdza mieru hypertrofie RV a zaroven aj k signifikantnému
zvySeniu expresic BNP na mRNA urovni (Nppb) v RV ako markera poskodenia
srdcového tkaniva. Na zaklade tychto informécii mozno blizSie charakterizovat
experimentalne skupiny sohladom na progresiu ochorenia ato na skupinu
s kompenzovanym rozvinutym priecbehom (MCTyr) a skupinu v termindlnom S$tadiu
ochorenia (ptMCT).

V MCTyt a v ptMCT dochadza k upregulacii génov podiel’ajucich sa na exporte,
metabolizacii cAMP a sekundarne aj na jeho uc¢inkoch, ¢o poukazuje na aktivaciu tejto
signalizacnej kaskady v zdvislosti od progresie ochorenia a miery hypertrofie RV.
Kardioprotektivne uc¢inky tejto signalizacnej kaskddy vyplyvaji z aktivacie
adenozinovych receptorov (AR) na kardiomyocytoch a kardiofibroblastoch (3). Hlavnym
problémom pouzitia neselektivneho agonistu AR, ako je napriklad adenozin, resp.
prodrug cAMP, v takychto indikéciach je Siroké fyziologické spektrum srdcovych
ucinkov, ako je bradykardia az po atrioventrikularny blok (AV blok), negativny inotropny
a dromotropny efekt po aktivacii A; receptora a extrakardidlnych ucinkov, ako je
inhibicia uvolfiovania transmiterov a lokomécie, sedacia a antikonvulzivne U¢inky v
CNS, znizenie rychlosti glomeruldrnej filtracie, inhibicia uvol'iovania reninu, antidiuréza
a vazokonstrikcia aferentnych artérii v oblickach a ¢i ovplyvnenie metabolizmu lipidov
a glukoézy (10). Za antiproliferativne Gc€inky tejto signalizacnej kaskady vSak primérne
zodpoveda aktivacia Aza receptora na kardiofibroblastoch. Agonista, pripadne parcialny
agonista tohto receptora by teda potencidlne mohol minimalizovat’ neZiaduce ucinky
kontinualnej infiizie cAMP, ktora inhibovala rozvoj PH v MCT modeli (4). Co sa tyka
expresie tychto receptorov v MCT modeli, podobna situacia bola popisand u pacientov
s chronickym srdcovym zlyhdvanim v désledku dilatacnej kardiomyopatie, kedy bola
pozorovand upreguldcia Aza receptora o 60 % oproti zdravym jedincom, zatial Co
expresia A receptora sa nemenila (11).

Taktiez s ohl'adom na kardioprotektivnu ulohu upregulacie NtSe (alias CD73),
preukdzanii na mysSacich modeloch srdcového zlyhavania (12) a taktiez pozorovanu
upregulaciu v naSom experimente, je dolezité starostlivo zvazit’ dopad systémove;j liecCby
anti-CD73 na srdce pre nekardidlne indikacie, ako je napriklad rakovina (13), a teda aj
pri PH.

V tejto praci sa ndm podarilo poukazat’ na pravdepodobnt aktivaciu signaliza¢nej
kaskady extracelularneho cAMP v RV na zaklade zvysSenej expresie génov podiel’ajuce]
sa na nej. Okrem toho sa ndm podarilo poukazat’ na potencialne riziko anti-CD73 terapie
na srdce, ktord by negovala efekt upregulacie NtSe pozorovanom pri PH a vyty¢it’ novy
terapeuticky ciel’ pre d’alSie badanie.
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INHIBICIA 0-6-METYLGUANIN-DNA METYLTRANSFERAZY VEDIE K
BUNKOVEJ SENESCENCII VASKULARNYCH HLADKOSVALOVYCH
BUNIEK CEZ MTORC1 SIGNALNU KASKADU

INHIBITION OF O-6-METHYLGUANINE-DNA METHYLTRANSFERASE LEADS
TO CELLULAR SENESCENCE IN VASCULAR SMOOTH MUSCLE CELLS
THROUGH MTORCI1 SIGNALING PATHWAY

Pachovska, M., Vavrincova, D., Vavrinec, P.
Katedra farmakologie a toxikologie, Farmaceuticka fakulta Univerzity Komenského

v Bratislave, Slovenska republika

Abstrakt: Uvod: Bunkova senescencia je permanentny stav zastavenia bunkového
cyklu. Mé fyziologické tlohy, no prispieva aj k rozvoju ochoreni spojenych
s vekom. Senescencia vaskularnych hladkosvalovych buniek (VSMCs) je spojena
srizikom rozvoja hypertenzie, ¢&i aterosklerdzy. O°®-metylguanin-DNA
metyltransferaza (MGMT) opravuje poskodenie DNA alkyla¢nymi latkami.
Antineoplastikum O%-benzylguanin (BG) inhibuje MGMT a jeho pouzitie bolo
navrhnuté spolu s alkylaénymi latkami. Uloha MGMT pri bunkovej senescencii
nie je preskimand. V minulosti sme ukézali, ze inhibicia MGMT lie¢ivom BG
viedla k senescencii VSMCs. Ciele prace: Cheeli sme preskumat’ zapojenie mTOR
do senescencie VSMCs. Metdédy: VSMCs izolované z potkanej aorty boli
kultivované s BG v koncentracii 100 uM pocas 72 hodin. Nasledne sme stanovili
expresiu proteinov p27%P mTOR, p-mTOR Ser2448, p-mTOR Ser2481, Raptor,
Rictor a GBL metédou SDS-PAGE a Western Blot. Vysledky: Senescencia
VSMCs vyvoland inhibiciou MGMT bola potvrdena signifikantne zvySenou
expresiou p27%P!, Expresia proteinu mTOR a proteinov, ktoré st st¢astou mTOR
komplexu 1 (mTORC1), vratane p-mTOR Ser2448, Raptor a GBL, bola
signifikantne zvysSena v bunkéch liecenych BG. Zmeny expresie mTOR komplexu
2 (mTORC2), p-mTOR Ser2481 a Rictor neboli pozorované. Zaver: Vysledky
naznacuju, ze proteiny mTORCI1 vratane fosforylacie mTOR na Ser2448 boli vo
VSMCs zvysSené po pdsobeni BG. mTORC2 nebol BG aktivovany. Aktivacia
mTORCI méze prispievat’ k bunkovej senescencii. Dalsie skimanie by mohlo
objasnit’ ulohy mTORCI1 v bunkovej senescencii vyvolanej inhibiciou MGMT.
Objasnenie signalnych drah zapojenych do vzniku bunkovej senescencie
vyvolanej inhibiciou MGMT by mohlo viest' k lepSiemu pochopeniu vzniku
neziaducich u¢inkov BG na kardiovaskularny systém.

Summary: Background: Cellular senescence is a permanent state of cell cycle
arrest. It has physiological roles, but it also contributes to the development of age-
releated diseases. Vascular smooth muscle cells (VSMCs) senescence is associated
with the risk of the development of hypertension or atherosclerosis. O°-
methylguanine DNA methyltransferase (MGMT) repairs DNA damage caused by
alkylating agents. Antineoplastic agent O%-benzylguanine (BG) inhibits MGMT.
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It was proposed to be used together with alkylating agents. The role of MGMT in
cellular senescence has not been described. In the past, we showed, that inhibition
of MGMT by BG led to VSMC senescence. Aims: To investigate the involvement
of mTOR pathway in VSMC senescence. Methods: VSMCs isolated from rat aorta
were cultured with BG at a concentration of 100 uM for 72 hours. We analysed
the expression of p27%P mTOR, p-mTOR Ser2448, p-mTOR Ser2481, Raptor,
Rictor and GBL proteins by SDS-PAGE and Western blot. Results: VSMCs
senescence induced by BG was confirmed by increased expression of p27XiP!,
Expression of mTOR and of proteins that are involved in mTOR complex 1
(mTORCT1), including mTOR Ser2448, Raptor a GBL, was significantly increased
by BG. No changes in mTOR complex 2 (mTORC2), p-mTOR Ser2481 and Rictor
were observed. Conclusions: These results suggest, that mTORCI1 proteins,
including phosphorylation of mTOR at Ser2448, were increased in VSMCs after
inhibition of MGMT by BG. mTORC2 was not activated by the effect of BG.
mTORCI activation may contribute to the development of cellular senescence.
Further investigation may help elucidate the role of mTORCI in cellular
senescence induced by BG. Exploration of the signalling pathways involved could
contribute to a better understanding of the adverse effects of MGMT inhibition on
the cardiovascular system.

KPadové slova: bunkova senescencia, O°benzylguanin, mTORCI, vaskularne
hladkosvalové bunky, O%-metylguanin-DNA metyltransferaza

Keywords: cellular senescence, O°-benzylguanine, mTORC1, vascular smooth muscle
cells, O%-metylguanine-DNA methyltransferase,

UvOD

Bunkova senescencia predstavuje permanentny stav zastavenia bunkového cyklu,
ktory moze prispievat’ k poklesu regeneracného potencialu a funkcie tkaniv, chronickému
zapalu a tumorigenéze v starnticom organizme (1). Senescencia bola prvykrat popisana
ako zastavenie bunkového cyklu v désledku replikacného vycCerpania buniek a
momentalne je chdpana ako odpoved’ bunky na stres vyvolany viacerymi faktormi vratane
poskodenia telomér, oxidacného stresu, poskodenia DNA, mitochondridlnej dysfunkcie
a genotoxického stresu (2, 3). Bunkova senescencia zohréva fyziologicku ulohu pri
embryogenéze, hojeni ran, repardcii tkaniva a supresii tumorov (4, 5). Akumulacia
senescentnych buniek vV organizme vekom  je vSak spojena SO
vznikom kardiovaskuldrnych ochoreni (6). Senescencia VSMCs je asociovana s vznikom
a rozvojom ochoreni spojenych s vekom ako je hypertenzia, ateroskler6za a diabetes (7).

Senescentné bunky su charakterizované zvidcSenou a plochou morfoldgiou,
rezistenciou voci apoptdze, zmenou mitochondridlneho oxida¢ného metabolizmu,
zvySenou tvorbou reaktivnych foriem kyslika (ROS), zvySenou syntézou proteinov,
zmenami organizacie chromatinu, zmenami génovej expresie a sekréciou so senescenciou
asociovaného sekrecného fenotypu (SASP) (8, 9, 10). KIiCovymi drdhami zastavenia
bunkového cyklu pri senescencii su drahy p53/p21 a p16/Rb tumor-supresorové drahy
(11). Inhibitory cyklin-dependentnych kindz (iCDK), vratane p21P!, p27KiPl g p16inkia
su akumulované v senescentnych bunkach aich aktivita vedie k inaktivacii cyklin-
dependentnych kindz (CDK), ¢o zabrafuje tranzicii z G1 do S fazy, alebo z G2 do M fazy
bunkového cyklu (12, 13, 14).
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O%-metylguanin-DNA metyltransferdza (MGMT) je DNA opravny enzym, ktory
hra vyznamni Glohu v obrane proti O%-alkylaénym ¢inidlam, ktorych pdsobenim vznika
O%-alkylguanin na DNA (15). MGMT opravuje O%-alkylacie DNA prenosom alkylovej
skupiny na cystein na svojom katalytickom mieste, ¢im zabranuje spusteniu odpovede na
poskodenie DNA (DDR) (15, 16). O®benzylguanin (BG) je inhibitorom MGMT.
Benzylova skupina BG sa pri reakcii MGMT s BG prestva na cystein v aktivnom mieste
MGMT, ¢o spdsobuje jeho ireverzibilnll inaktivaciu. BG patri medzi antineoplastika
apouziva sa vkombindcii s alkylatnymi latkami pretoze zvySuje -cytotoxicitu
metylacnych a chloretylacnych ¢inidiel (17, 18).

Viacero studii poukazuje na dolezitu ulohu signalnej drahy mTOR pri vzniku
a rozvoji bunkovej senescencie (19, 20). Protein kinaza mTOR je hlavnym regulatorom
rastu a proliferacie buniek a reguluje vacsinu anabolickych a katabolickych drah. mTOR
tvori katalyticka podjednotku komplexov mTORC1 a mTORC?2 (21, 22).

MATERIAL A METODY

Na nas experiment bol pouzity potkan kmena Wistar. Vaskularne hladkosvalové
bunky boli izolované za aseptickych podmienok z potkanej aorty. VSMCs boli
kultivované v kultivacnom médiu DMEM s 10 % tel'acim fetdlnym sérom a 1 % zmesou
antibiotik penicilin a streptomycin. VSMCs boli kultivované v inkubatore v 5 % CO; pri
37 °C. K bunkam bol nasledne pridany na 72 hodin inhibitor MGMT OS%-benzylguanin
(BG) v koncentracii 100 pM. VSMCs boli spracované na stanovenie proteinov a vybrané
proteiny boli stanovené pomocou metddy SDS-PAGE a Western blot. Vysledky expresie
vybranych proteinov boli porovnavané v skupine buniek lieCenych s BG s kontrolnou
skupinou VSMCs. Relativna expresia proteinov bola vyjadrené ako aritmeticky priemer
+ stredna chyba priemeru. Na posudenie Statistickej vyznamnosti vplyvu pozorovanych
faktorov bol pouzity Studentov t-test a vysledky boli povazované za signifikantné v
pripade p < 0,05.

VYSLEDKY

Bunkovu senescenciu VSMCs liecenych BG sme potvrdili signifikantne zvySenou
expresiou iCDK p27%P!. Vo VSMCs, v ktorych sme indukovali bunkova senescenciu
inhibiciou MGMT pomocou BG sme pozorovali signifikantny nérast relativnej expresie
proteinov mTORC1 komplexu, fosforylovanej formy mTOR na Ser2448, Raptoru a GBL.
Relativna expresia nefosforylovaného proteinu mTOR bola taktiez signifikantne zvySena
v bunkéch liecenych BG. V pripade proteinov komplexu mTORC?2, fosforylovanej formy
mTORC Ser 2481 a Rictoru, nebola pozorovana signifikantna zmena expresie proteinov
pri porovnani buniek liecenych s BG a kontrolnych buniek.
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Obrazok 1/Figure 1. Relativna expresia proteinu mTOR (A); relativna expresia proteinov mTOR
komplexu 1: p-mTOR Ser2448 (B), Raptor (C), GBL (D); relativna expresia proteinov mTOR komplexu 2:
p-mTOR Ser 2481 (E), Rictor (F); snimky membrany (G). * p < 0,05 vs C.

Relative expresion of mTOR protein (A); relative expressionof mTOR complex 1 proteins: p-mTOR
Ser2448 (B), Raptor (C), GBL (D); relative expression of mTOR complex 2 proteins: p-mTOR Ser 2481
(E), Rictor (F); membrane photos (G). * p < 0,05 vs C.

DISKUSIA A ZAVER

Bunkova senescencia predstavuje ireverzibilné zastavenie bunkového cyklu, ktoré
mdze byt vyvolané faktormi ako je poSkodenie DNA, genotoxicky a oxidacny stres
a poskodenie telomér (2, 3). Senescentné bunky sa vyznacuju viacerymi zmenami
v morfologii a metabolizme, vratane zvySenej tvorby ROS, mitochondridlnej dysfunkcie
a zvysenej expresie inhibitorov cyklin dependentnych kindz (iCDK) (8, 9, 10). Bunkova
senescencia je dolezitd pri viacerych fyziologickych funkcidch, no akumulécia tychto
buniek vekom je spojena s vznikom kardiovaskularnych ochoreni (4, 6). V pripade
senescencie vaskularnych hladkosvalovych buniek (VSMCs) moézu tieto bunky
prispievat’ k vzniku a rozvoju hypertenzie, aterosklerozy a diabetu (7).
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DNA opravny enzym MGMT odstrafiuje O%-alkylacie z O°-alkylguaninu
na DNA, ¢im zabraiiuje spusteniu odpovede na poskodenie DNA (DDR) (15, 16). BG je
ireverzibilnym inhibitorom MGMT a pouziva sa ako antineoplastikum v kombinacii
s alkylacnymi Cinidlami, pretoze zvysuje cytotoxicitu tychto latok (17, 18). V naSom
vyskume sme sa venovali skimaniu mechanizmu, ktorym inhibicia MGMT vyvolava
bunkovu senescenciu VSMCs. VSMCs boli po izolacii z potkanej aorty kultivované s BG
v koncentrécii 100 pl pocas 72 hodin. Z VSMCs boli izolované proteiny, a nasledne sme
stanovili expresiu vybranych proteinov pomocou imunoblottingu metédou Western blot.
Zamerali sme sa na skimanie expresie proteinov komplexu mTOR 1 (mTORC1)
a komplexu mTOR 2 (mTORC?2).

Pocetné Stadie poukazuju na tlohu signalnej drahy mTOR pri vzniku a rozvoji
bunkovej senescencie (19, 20). Protein mTOR je protein kindza, ktora tvori katalyticka
podjednotku  komplexov . mTORC1 amTORC2. Reguluje vicsinu anabolickych
a katabolickych drah v bunke a jeho aktivacia podporuje rast a proliferaciu buniek (21,
22). Komplexy mTORC1 amTORC2 sa liSia asociovanymi proteinmi a
miestom fosforylacie mTOR. mTOR v komplexe mTORCI je fosforylovany prevazne na
Ser2448 a je asociovany s Raptorom a mMTOR v mTORC2 prevazne na Ser2481 aje
asociovany s Rictorom (23). Protein GBPL sa viaze na kinazovii doménu mTOR
a stabilizuje interakciu Raptor a mTOR (24). Viaceré stidie naznacuju, ze aktivacia
mTORCI je vyznamna pri vzniku a rozvoji bunkovej senescencie a méze vznikat' ako
odpoved na DDR (25). Bolo preukazané, Ze inhibicia mTORC1 pomocou rapamycinu
prediZila Zivot mySiam a taktiez mala pozitivny vplyv na kardiovaskularny systém (26).
V pripade bunkovych kulttr fibroblastov liecba rapamycinom viedla k potlaceniu vzniku
a rozvoja bunkovej senescencie indukovanej liecbou doxorubicinom (27).

Nase vysledky poukazuju na aktiviciu mTORCI1 signalnej drdhy v dosledku
inhibicie MGMT pomocou BG. Celkova expresia proteinu mTOR bola po liecbe BG
zvysena. Mnozstvo fosforylovaného proteinu mTOR na Ser2481, ktory je predominantne
sucastou mTORC2 komplexu a asociuje sa s Rictorom, nebolo zmenené. Ani expresia
proteinu Rictor nebola po liecbe BG zmenena. Zaznamenali sme vSak signifikantne
zvysSenu fosforylaciu mTOR na Ser2448, ktory je sticastou mTORCI a asociuje sa
s Raptorom, ktorého expresia bola taktiez vyrazne zvySena v bunkach liecenych BG.
Expresia proteinu GBL, ktory stabilizuje vizbu mTOR a Raptor, bola taktiez
signifikantne zvysena.

Zvacsena morfologia a zvySend syntéza proteinov v senescentnych bunkach je
v sulade svplyvom mTOR na rast aproteosyntézu (28). K progresu bunkovej
senescencie moze prispievat’ aj vd’aka negativnej regulacii autofagie prostrednictvom
mTORCI, ktord spolu so zvysSenou proteosyntézou vedie k akumulécii poskodenych
proteinov a organel, ktord modze prehlbovat bunkova senescenciu (19, 29). KedZze
mTORCI1 potlaca mitofagiu, v bunkach sa akumuluji poskodené mitochondrie, ktoré sa
vyznacuju zvySenou tvorbou ROS, ktora mdze viest’ k indukcii senescencie (20).

Podarilo sa nam preukézat’, ze inhibicia MGMT pomocou BG vyvolala bunkovu
senescenciu so zvysenou expresiou proteinov mTORCI1 komplexu, ktorého zvySena
aktivita méze viest’ k vzniku a rozvoju bunkovej senescencie. Na§ d’alsi vyskum médze
viest’ k objasneniu signalnych drah zapojenych do vzniku bunkovej senescencie buniek
kardiovaskularneho systému, ktoré st Castokrat ohrozené negativnym vplyvom terapie
antineoplastikami. Nase poznatky mozu viest’ k lepSiemu pochopeniu signalnych drah
zapojenych do vzniku senescencie a h'adaniu moznosti, ako ich ovplyviovat.
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ULOHA BUTYRYLCHOLINESTERAZY V ETIOPATOGENEZE OBEZITY
ROLE OF BUTYRYLCHOLINESTERASE IN ETIOPATHOGENESIS OF OBESITY

Hodbod, T., Szmicsekova, K., Troj¢dkova, D., Dingova, D., Paul Hrabovska, A.

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

Abstrakt: Uvod: Najnovsie vyskumy ukazali, Ze butyrylcholinesteraza (BChE)
zohréva ulohu v regulacii hladiny grelinu a v rozvoji obezity. Cielom nasho
projektu bolo preskimat’ vplyv vysokotukovej diéty na aktivitu BChE a hladiny
grelinu u obéznych potkanov. Metddy: Ako experimentalne zvieratd sme zvolili
samce potkanov Wistar, ktoré sme kfmili Standardnou alebo vysokotukovou
stravou s alebo bez sufasného podavania inhibitora BChE pocas 13 tyzdinov. Na
stanovenie aktivity BChE v sére sme pouzili Ellmanovou metodu a plazmatické
hladiny aktivneho a celkového grelinu sme stanovili metédou ELISA. Vysledky:
U potkanov kfmenych potravou s vysokym obsahom tuku sme pozorovali vyssi
narast telesnej hmotnosti, hmotnosti tukového tkaniva a aktivity BChE v
porovnani s kontrolnou skupinou. Systémova inhibicia BChE u potkanov so
Standardnou potravou viedla k zvySeniu telesnej hmotnosti porovnateI'nému s tym,
ktor¢ sme pozorovali u potkanov na vysokotukovej diéte. Kombinacia
vysokotukovej stravy s inhibitorom BChE spdsobila len parcidlnu inhibiciu
enzymu. Zaver: NaSe vysledky potvrdzuju vzdjomny vztah medzi sérovou
aktivitou BChE a obezitou. ZvySeny prijem tukov u potkanov viedol k narastu
aktivity BChE v sére a naopak jej inhibicia sposobila narast hmotnosti zvierat.

Summary: Background: The latest research showed that butyrylcholinesterase
(BChE) plays role in the regulation of ghrelin levels and the development of
obesity. The aim of our study was to investigate the effect of a high-fat diet on
BChE activity and ghrelin levels in obese rats. Methods: As experimental animals,
we chose Wistar male rats fed with a standard or high-fat diet, with or without
parallel treatment with BChE inhibitor for 13 weeks. We measured BChE activity
in serum by Ellman‘s assay and plasmatic levels of active and total ghrelin were
assessed by ELISA method. Results: In rats fed with the high-fat diet, we observed
higher body weight gain, increased adipose tissue weight and higher BChE activity
compared to control group. Systemic inhibition of BChE in rats with a standard
diet led to an increase in body weight comparable to that observed in rats on the
high-fat diet. The combination of the high-fat diet with BChE inhibitor caused only
partial inhibition of the enzyme. Conclusion: Our results suggest a reciprocal
relationship between serum BChE activity and obesity. Higher fat intake in Wistar
rats led to an increase BChE activity in serum and vice-versa inhibition of BChE
activity induced their weight gain.
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UvOD

Obezita predstavuje celosvetovy zdravotny problém, ktorého prevalencia z roka
na rok stipa (1). Vyznacuje sa nadmernym ukladanim tuku spojenym s narastom telesne;j
hmotnosti aje vyznamnym rizikovym faktorom mnohych zavaznych ochoreni (2).
NajcastejSou pri¢inou vzniku a rozvoja obezity je nevyvazeny prijem a vydaj energie,
pricom v pripade nadmerného kalorického prijmu dochadza k vytvaraniu zasobnych
zdrojov vo forme tukov.

Zaregulaciu kalorického prijmu zodopoveda hypotalamus, ktory spractiva signaly
z periférie prostrednictvom receptorov, najma pre grelin a leptin, co st hormény, ktoré
reguluju pocity hladu a nasytenia (3).

Syntéza grelinu prebiecha vo velkej miere v zaludku. Ide o protein ktory sa

vyskytuje v aktivnej — acylovanej a inaktivnej — deacylovanej forme. S pretrvavajicim
hladovanim koncentracia jeho aktivnej formy v krvi stipa, ¢o organizmus vnima ako
pocit hladu. Thned” po jedle je aktivny grelin enzymaticky inaktivovany a jeho
koncentracia prudko klesd. Za odstiepenie oktanoylového fragmentu z grelinu je
zodpovedna butyrylcholinesteraza (BChE) (4, 5).
Opacnym u¢inkom ako grelin pdosobi na regulaciu prijmu potravy leptin, ktory je
syntetizovany predovsetkym v tukom tkanive. Ak mnozstvo tukového tkaniva rastie,
rastie aj koncentrécia leptinu v krvi. Vizbou na leptinové receptory v hypotalame mozog
dostava signal z periférie, Ze nie je potrebné d’alej prijimat’ potravu ako zdroj energie, ¢o
vedie k potlac¢eniu pocitu hladu (3,6).

V pripade obéznych jedincov sa vSak stretdvame s leptinovou rezistenciou, pri
ktorej nadmernd syntéza leptinu v tukovom tkanive vedie k zvySeniu jeho koncentracie
v krvnom riecisku a dochadza tak k desenzibilizécii leptinovych receptorov, ¢im klesa
schopnost’ organizmu a regulacného centra adekvatne reagovat’ na podnet z periférie (7).

MATERIAL A METODY

V experimente boli pouzité 12-tyzdiiové samce potkanov kmena Wistar, ktoré boli
umiestnené do vanic po dvoch. Vanice boli doplnené o predelovaciu mriezku, vd’aka
c¢omu bolo mozné sledovat’ individudlnu spotrebu potravy a vody. Sti¢asne bol umozneny
kontakt medzi jedincami, ¢im sme zamedzili neziaducemu stresu z uplnej izolacie.
Zvieratd boli chované v miestnosti s konStantnou vlhkostou a teplotou vzduchu (50%
vzdusna vlhkost’, 20 — 24 °C teplota vzduchu), v ktorej bol zabezpeceny staly svetelny
rezim (denny cyklus: 12 h svetlo a 12 h tma). Pristup k jedlu a vode bol ad libitum.

Na ovplyvnenie farmakologickych vlastnosti v priebehu experimentu bol pouzity
selektivny inhibitor BChE, tetraizopropyl pyrofosforamid (isoOMPA, Sigma-Aldrich,
kat. # T1505). Ostatné chemikalie pouzité pri analyze boli analytickej kvality.

Na stanovenie hladin horménov boli pouZité komeréne dostupné ELISA Kkity, a to
na stanovenie celkového grelinu (Merck Millipore, kat. # EZRGRT-91K), aktivneho
grelinu (Merck Millipore, kat. # EZRGRA-90K) a leptinu (Merck Millipore, kat. # EZRL-
83K) v plazme.

Zvieratd boli na zac¢iatku experimentu nahodne rozdelené do skupin po 6 zvierat.
V zavislosti na skupine bola zvieratdm podévana Standardna potrava (SD, 3227 kcal/kg
krmiva) alebo vysokotukova strava (HFD, 4497 kcal/kg krmiva) a pitnd voda alebo pitna
voda s pridavkom selektivneho inhibitora BChE, isoOMPA.

Zvysend kalorickd hodnota HFD bola dosiahnutd nahradenim Skrobu v
Standardnych peletach brav€ovou mastou v mnozstve 20 % z celkovej hmotnosti krmiva.
Mnozstvo spotrebovanej potravy bolo zaznamenavané kazdych 48 hodin.

33



Na zéklade dostupnych publikacii bola isoOMPA podévana v davke 3 mg/kg/den. Pocas
prvych 3 dni experimentu bola sledovand spotreba vody kazdého zvierata. Z takto
zistenej spotreby vody bolo vyratané mnoZstvo inhibitora potrebné na dosiahnutie
zvolenej koncentracie a presna koncentracia bola spdtne vyratana na zaklade skuto¢nej
spotreby. Spotreba vody bola sledovana na dennej baze.
Na konci experimentu boli zvierata humanne usmrtené v CO2 komore. Aby sme predisli
nezelanému stresu z nedostatku potravy, zvieratdm nebol pred usmrtenim odobraty
pristup k jedlu. Krv bola odobrata z dolnej dutej zily do odberovych skimaviek Sarstedt
(Monovette® Sérum-Gél a Li-Heparin) a odobrana krv bola scentrifugovand podla
pokynov vyrobcu. Pripravené sérum, resp. plazma, boli odpipetované do Cistej skumavky,
zmrazené v tekutom dusiku a skladované pri -80 °C.

Ziva vaha bola zaznamenavana raz tyzdenne a nasledne bol zo zozbieranych dat
vyratany celkovy narast hmotnosti.
Na stanovenie aktivity BChE v sére sme pouzili Ellmanovu metodu modifikovana podl'a
Dingova et al. (8).
Hladiny hormoénov v plazme boli stanovené metodou ELISA podl'a pokynov vyrobcu pre
konkrétne pouzité ELISA kity.

VYSLEDKY
Konzumadcia potravy bola u potkanov na HFD signifikantne niz§ia v porovnani so
skupinou potkanov na SD (Obrazok 1A), avSak aj napriek poklesu mnozstva potravy, ich
kaloricky denny prijem bol vyrazne vyssi (Obrazok 1B).
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Obrazok 1/Figure 1 Denny prijem potravy / Daily food intake

Mnozstvo prijatej potravy v gramoch (A) a mnozstvo prijatych kalorii v kilokaloriach (B) su vyjadrené
ako priemer + Standardna odchylka jednotlivych experimentalnych skupin prepocitané na 100 g zivej vahy
zvierata. SD — Standardna strava, HFD — vysokotukova strava, p < 0.05 (*), p <0.0001 (****).

Daily food intake in grams (A) and caloric intake in kilocalories (B). Values are represented by the mean
+ standard deviation of experimental groups related to 100 g of body weight. SD — standard diet, HFD —
high fat diet, p <0.05 (*), p <0.0001 (¥***).

Zvyseny kaloricky prijem u HFD zvierat sposobil vyrazny narast hmotnosti v porovnani
s kontrolnou skupinou. Systémova inhibicia BChE v pripade SD skupiny spdsobila narast
hmotnosti porovnatel'ny s HFD skupinou, avS§ak kombindcia HFD a systémovej inhibicie
neviedla k signifikantnej zmene hmotnosti (Obrazok 2A).

Zvysené mnozstvo visceralneho tukového tkaniva v pomere k hmotnosti tela sme
zaznamenali rovnako u HFD skupiny, avSak samotna inhibicia BChE nemala vplyv na
zmenu mnozstva visceralneho tuku (Obrazok 2B).

34



100 I | = 5T sokok 3 sb
T T | = —
= % % X 4 3@ HFD
X u =
= 80 s —IL
‘l; [7) 3_
§ 60— %
: 5 Ba
E 40 g 2 i[
o S
8 20 s 1
z B
o
0 T T a 0 T T
nontreated isoOMPA nontreated isoOMPA

Obrazok 2/Figure 2. Biometrické parametre/Biometric parameters

Narast zivej vahy zvierat bol vyjadreny percentudlne k pociatocnej vahe (A) a visceralne tukové tkanivo
bolo kvantifikované ako pomer hmotnosti visceralneho tuku a Zivej vahy (B). Hodnoty su vyjadrené ako
priemer + Standardna odchylka jednotlivych experimentalnych skupin prepocitané na 100 g zivej vahy
zvierat'a. SD — Standardna strava, HFD — vysokotukova strava, p < 0,01 (**), p < 0,001 (***)

Weight gain (A) and visceral adipose tissue weight to body weight ratio (B). Values are represented by
the mean + standard deviation of experimental groups. SD — standard diet, HFD — high fat diet, p < 0.01
(*%), p < 0,001 (*¥*)

Podavanim vysokotukovej stravy v priebehu 13 tyzdiiov doslo k zvySeniu sérove;j
aktivity BChE. V pripade podavania selektivneho inhibitora BChE sme pozorovali
v skupine so SD Uplné vymiznutie jej aktivity a v skupine s HFD doslo len
k parciélnej inihibicii na uroven aktivit kontrolnej skupiny (Obrazok 3).
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Obrazok 3/Figure 3. Aktivita BChE v sére/BChE activity in serum.

Aktivita BChE bola stanovena modifikovanou Ellmanovou metédou. Hodnoty su vyjadrené ako priemer
+ Standardna odchylka jednotlivych experimentalnych skupin. SD — Standardna strava, HFD —
vysokotukova strava, p < 0,01 (**), p < 0,001 (***)

BChE activity was assessed by modified Ellman‘s assay. Values are represented by the mean + standard
deviation of experimental groups. SD — standard diet, HFD — high fat diet, p < 0,01 (**), p < 0,001 (**%*)

V pripade stanovenia hladin celkového grelinu v plazme sme nezaznamenali
zmeny sposobené typom potravy ani podavanim selektivneho inhibitora BChE (Obrazok
4A). Plazmatické koncentracie aktivneho grelinu boli pod detekénym rozsahom
pouzité¢ho kitu u vSetkych zvierat, s vynimkou skupiny na SD s pridavkom isoOMPA
(Obrazok 4B). Pozorovali sme negativnu koreladciu medzi aktivitou BChE a aktivnym
grelinom (p = 0,0207).
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Koncentracie leptinu v plazme neboli ovplyvnené typom potravy ani inhibiciou BChE
(Obrazok 4C), avsak po Statistickej analyze dat sme zaznamenali negativnu korelaciu
s mnozstvom prijatej potravy (p = 0,008) a mnozstvom tukového tkaniva (p = 0,002).
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Obrazok 4/Figure 4. Hladiny horménov regulujucich prijem potravy v plazme/Plasma levels of
hormones regulating food intake

Hodnoty plazmatickej koncentracie celkového grelinu (A), aktivneho grelinu (B) aleptinu (C) su
vyjadrené ako priemer + Standardnd odchylka jednotlivych experimentalnych skupin. Smerodajné
odchylky odzrkadluju velky rozptyl hodnét z dovodu volného pristupu jedincov k potrave pred
usmrtenim. SD — Standardné strava, HFD — vysokotukova strava, p < 0,05 (*)

Plasma levels of total ghrelin (A), active ghrelin (B) and leptin (C). Values are represented by the mean
+ standard deviation of experimental groups. Standard deviation values reflect free food access before
sacrification. SD — standard diet, HFD — high-fat diet, p < 0,05 (*)

DISKUSIA

Najnovsie poznatky poukazuji na ulohu BChE v etiopatogenéze obezity.
Experimenty s mySacimi modelmi preukazali, Ze chybanie aktivity BChE vedie
k zvySenému sklonu k vzniku obezity, zatial' ¢o zvySenie aktivity tohto enzymu ma
naopak anobezicky ucinok.

V tejto praci sme sa zamerali na overenie tohto vzt'ahu u potkana. Farmakologické
znizenie aktivity BChE v naSich experimentoch viedlo k zvySeniu hmotnosti potkanov na
SD o viac ako 20 %. Na rozdiel od nasho modelu, v pripade mysi s absenciou génu pre
BChE (BChE-/-), ateda nulovou aktivitou tohto enzymu, nedochadza k ziadnym
markantnym zmenam vo fenotype, a chybanie tohto proteinu od prenatalneho obdobia
nevedie k vzniku obezity (9). To mdze byt sposobené adaptatnymi zmenami, ku ktorym
dochadza pocas vyvinu mutantnych zvierat (10 - 12). DetailnejSie skimanie tohto kmena
mysi vSak odhalilo, ze BChE-/- mysi kfmené HFD mali priblizne o 20 % vysSi narast
hmotnosti ako ich stirodenci divokého kmena (13). Vice versa, génovéa terapia BChE-/-
mySi viedla nielen k znizeniu hmotnosti aleaj k jej dlhodobej stabilizacii na
fyziologickych hodnotach (14). Dalo by sa teda ocakavat’, Ze rovnako vo farmakologicky
navodenom deficite BChE sposobi HFD narast hmotnosti tela. Zaujimavé vsak je, ze v
naSich experimentoch kombinacia HFD a isoOMPA nemala ziaden aditivny efekt.

Vztah medzi aktivitou BChE a obezitou je v literature vysvetleny schopnostou
BChE hydrolyzovat’ aktivny grelin na neaktivnu formu (5), a teda jeho schopnostou
regulovat’ hladinu aktivneho grelinu v plazme (4). To sa potvrdilo aj v nasich vysledkoch.
Zatial' ¢o inaktivicia BChE nemala Zziaden dopad na hladinu celkového grelinu,
pozorovali sme zmeny v plazmatickej koncentracii jej acylovanej formy. Podla
ocakavania sme v pripade nelieCenych skupin kifmenych SD alebo HFD s volnym

36



pristupom k jedlu pozorovali pokles plazmatickych koncentracii aktivneho grelinu, a to
az pod uroven detekcie. Plazmatické koncentracie aktivneho grelinu u potkanov na SD
lieCenych isoOMPA, a teda nulovou aktivitou BChE, vSak zostali zvySené. Zaujimavé je,
ze tento posun rovnovahy smerom k aktivnej forme grelinu sa neodrazil v zmene
mnozstva prijatej potravy, ¢o sa hmotnosti ani kalorického prijmu tyka. Taktiez sa narast
hmotnosti neprejavil ani na zmenach v mnozstve visceralneho tukového tkaniva u tychto
potkanov, a preto mézeme predpokladat’ ukladanie tukového tkaniva do inych casti tela,
napriklad do podkozia, popr. zmenu vo vylu¢ovani tekutin. U lieCenych potkanov na
HFD, u ktorych sa nepodarilo docielit’ iplnu inhibiciu BChE, hladina aktivneho grelinu
klesla na hladinu detekcie.

Vysledky nasho projektu odkryvaji komplexnost’ vzt'ahu medzi aktivitou BChE
a obezitou. Okrem uz popisaného dopadu zmeny aktivity BChE na vznik obezity sme
pozorovali aj pozoruhodny vplyv obezity navodenej HFD na aktivitu sérovej BChE.
V sére potkanov sme zaznamenali zvySenie aktivity BChE priblizne o polovicu povodne;j
hodnoty. Vzhl'adom na zvySenie BChE aktivity moZeme predpokladat’ rychlejsiu a
zaroven dlhotrvajicu deacylaciu aktivneho grelinu v krvi za tc¢elom potlacenia pocitu
hladu, ktory sa odzrkadlil v poklese mnoZzstva prijatej potravy u skupiny na HFD. Aj
napriek niz§iemu mnozstvu potravy bol kaloricky prijem vyrazne zvySeny v porovnani
so SD, ¢o sa odrazilo v naraste hmotnosti tela ako aj tukového tkaniva.

Zvysena aktivita sérovej BChE u potkanov na HFD moze tiez poskytnut
vysvetlenie netplnej inhibicie tohto enzymu po systémovom podani isoOOMPA. Mozno
totizto predpokladat’, Zze koncentracia postacujica pre inhibiciu fyziologickej hladiny
BChE v sére potkanov na SD nie je postacujuca na uplnd inhibiciu zvySenej hladiny
enzymu v potkanoch na HFD. Dal§im doévodom netplnej inhibicie a niZ$icho narastu
hmotnosti v porovnani so spomenutymi skupinami, by mohla byt farmakokineticka
interakcia na urovni absorpcie, ato ¢i uz zdbévodu vytvorenia vzajomného
nevstrebateI'ného komplexu, alebo vyCerpanim kapacity spolo¢nych transportérov.

Zaverom mozeme konStatovat’, ze sme potvrdili komplexny vztah medzi BChE
a obezitou atulohu BChE vreguldcii hladiny grelinu. Systémova inhibicia BChE
v potkanoch na SD vedie ku zvySeniu plazmatickych hladin grelinu a ku zvySeniu
hmotnosti tela. Narast hmotnosti je porovnatel'ny s hmotnostou zvierat na HFD, avSak
isoOMPA a HFD nemaju aditivny obezicky ucinok. Na druhej strane, obezita sposobena
HFD vedie k zvysSeniu sérovej aktivity BChE. Sucasné podavanie HFD a isoOMPA
nevedie ku dosiahnutiu iplnej systémovej inhibicie BChE.

Pod’akovanie: Tato praca vznikla s podporou grantov VEGA 1/0283/22, 1/0815/21 a SK-
FR-19-0005.
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ANALYZA VPLYVU EDUKACIE NA VEDOMOSTI ADOLESCENTOV
O LIEKOCH

ANALYSIS OF THE IMPACT OF EDUCATION ON ADOLESCENTS’
KNOWLEDGE ABOUT MEDICINES

Urbankova, J., Kuzelova, M.

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

Abstrakt: Uvod: Adolescenti uzivaju ¢asto lieky bez dozoru dospelych ale nemaju
dostatok vedomosti oich spravnom uzivani. Ciele prace: Analyzovat
dotaznikovou metddou vplyv edukécie na postoje adolescentov k ucinnosti a
bezpecnosti lieckov a na vedomosti o liekoch. Metody: Vysledky boli spracované
zo 122 online dotaznikov, ktoré vypliali 15- aZ 18-ro¢ni adolescenti zo 4 $kol v
Bratislave pred a po edukacii. Vysledky: Lieky vydané bez lekarskeho predpisu
uzilo v sledovanom polroku 89,4 % adolescentov, najcastejSie ibuprofén (38,0 %)
a paracetamol (23,3 %). Liek na lekarsky predpis uzilo 42,6 % adolescentov,
najcastejSie desloratadin (16,9 %). Vicsina respondentov (66,4 %) uviedla, ze sa
rozpravaju s rodi€mi o liekoch. Po edukécii sme zistili signifikantné zlepSenie
odpovedi adolescentov, najméd na otdzky o rizikach liekov na alergiu, lickov proti
bolesti a proti kasl'u, dlhodobom uZivani kvapiek do nosa a antibiotik (p < 0,001).
Statisticky vyznamny rozdiel sme pozorovali aj pri otazkach o $kodlivosti
kombinovania liekov s alkoholom (p = 0,001) a o moznosti vzniku neziaduceho
ucinku v pripade uzitia vac¢Sieho mnozstva tabliet (p = 0,002). Signifikantne sa
zvysila dovera adolescentov v ucinnost’ liekov ako aj v bezpecnost liekov
vydéavanych na lekarsky predpis (p <0,001). Zaver: Edukdcia je potrebny a u€inny
nastroj pre zlepsSenie vedomosti adolescentov o uzivani liekov. Preto je dolezité
vzdelavat’ adolescentov a ich rodi¢ov o racionalnom uZzivani liekov.

Summary: Introduction: Adolescents often take medicine without the supervision
of an adult despite having very little knowledge about the proper use of medicines.
Aim: To analyze the impact of education on attitudes of adolescents towards the
efficacy and safety of medicines and on their knowledge about medicines using a
self-reported questionnaire method. Methods: Results were processed from online
questionnaires filled out by 122 adolescents aged 15 — 18 from 4 schools in
Bratislava before and after the education. Results: In past 6 months, 89.4% of the
adolescents took OTC medicine, mostly ibuprofen (38.0%) and paracetamol
(23.3%). 42.6% had taken prescription medicine, mostly desloratadine (16.9%).
The majority (66.4%) stated, that they talk about medicines with their parents.
After the education, there was a significant improvement in adolescents’ answers,
mostly to questions about the risk of allergy medicines, painkillers, cough
medicines, and long-term use of nasal drops and antibiotics (p < 0.001). A
significant difference was also observed in answers to questions about the danger
of combining alcohol with medicine (p =0.001) and about the possibility of an
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adverse effect when more than the recommended dose of medicines is taken
(p = 0.002). There was also a significant improvement in adolescents’ belief about
the efficacy of medicines and about the safety of prescription medicines
(p <0.001). Conclusion: We can therefore regard the education as a needed and
efficient tool for improving adolescents’ knowledge regarding the use of
medicines. Therefore, it is important to educate adolescents as well as their parents
about the rational use of medicines.

KTIucové slova: adolescenti, lieky, edukacia, Slovenska republika
Key words: adolescents, medicine, education, Slovak Republic

UvoD

Detska populécia je rizikovou skupinou z hl'adiska uzivania liekov. Kazda vekova
skupina deti ma svoje Specifika. Pri adolescentoch stadie poukazuji najma na nedostatok
vedomosti o liekoch (1, 2) a negativne postoje k lickom, ¢oho pri¢inou mézu byt rodicia
alebo nespravne zdroje informdcii (3). Narastajucim problémom je aj rozSireny trend
samolieCby (4) a non-adherencia (5).

V niektorych krajinach ako Finsko a USA vznikli iniciativy v snahe edukovat’ deti
a adolescentov o liekoch a ich spravnom uzivani (6, 7, 8) alebo zvySenia medicinske;j
gramotnosti (9). Na Slovensku stidle neprebiecha systematické vzdelavanie deti a
adolescentov o liekoch.

V naSej praci sme uskuto¢nili analyzu vedomosti adolescentov o liekoch
dotaznikovou metddou. Nasledne sme edukovali adolescentov o liekoch a zhodnotili
ucinnost’ edukacie.

SUBOR RESPONDENTOV A METODY

Vyskum bol realizovany s adolescentmi vo veku 15 az 18 rokov zo 4 r6znych $kol
v Bratislave v obdobi februar 2021 — marec 2021. Vplyv edukacie sme analyzovali z
online dotaznikov vyplnenych adolescentmi v aplikacii Microsoft Forms pred a po
edukacii. Pouzili sme validované dotazniky z predchadzajuceho vyskumu (10), ktoré
obsahovali uzavreté a otvorené otazky a otazky s vyuzitim pat'stupnovej Likertovej skaly.
Nakoniec sme vypocitali priemerné skore odpovedi z Likertovej Skaly: 1 = ano, 2 = skor
ano, 3 = neviem posudit’, 4 = skor nie, 5 = nie.

Dotazniky obsahovali otazky, ktoré charakterizovali respondentov a otazky, ktoré
skimali vedomosti adolescentov o lickoch aich postoje k lieckom. Adolescenti
vyjadrovali svoj postoj k predlozenym tvrdeniam pred a po edukacii.

Pripravili sme d’alej interaktivnu prezentaciu v programe Microsoft PowerPoint
atiez informacny letdk pre Studentov o uZzivani liekov. SkuSobnt edukéiciu sme
uskutocnili na vzorke 3 Studentov a potom sme oslovovali pedagdégov jednotlivych Skol.
Online edukécia sa uskutocnila cez virtudlne platformy MS Teams, Google Meet alebo
Zoom. Vyskumu sa ziéastnilo 210 $tudentov, z toho 122 (58,09 %) spialo kritéria
vyskumu.

Na zhodnotenie vplyvu edukacie sme pouzili parovy Studentov t-test, porovnavali
sme priemerné skore odpovedi z Likertovej Skaly pred a po edukacii.
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VYSLEDKY

Charakteristika adolescentov. Vekovy priemer skimanej skupiny adolescentov bol
16,7 (15 — 18) rokov. Zastupenie dievcat a chlapcov bolo vyvazené (51,6 vs. 48,4 %).
Vicsina adolescentov hodnotila svoj zdravotny stav ako dobry (45,1 %, 55/122) alebo
vel'mi dobry (40,2 %, 49/122).

NajcastejSim akutnym zdravotnym problémom adolescentov za poslednych 6
mesiacov bola bolest’ hlavy (59,8 %, 73/122) a nervozita (42,6 %, 52/122). Alergie
(26,2 %, 32/122) a kozné problémy (11,5 %, 14/122) boli najCastejSimi chronickym
ochoreniami.

Uzivanie liekov adolescentmi. Za poslednych 6 mesiacov uzivalo lieky na lekarsky
predpis 42,6 % adolescentov, najcastejsie desloratadin (16,9 %) a 89,3 % uzivalo lieky
vydavané bez lekarskeho predpisu, najCastejSie ibuprofén (37,6 %) a paracetamol
(23,5 %). NajpouzivanejSimi lieckmi na lekérsky predpis boli lieky z ATC skupin R06 —
antihistaminika na systémové pouzitie (35,1 %, 27/77) azliekov vydavanych bez
lekarskeho predpisu antiflogistika a antireumatika (37,6 %, 56/149; ATC skupina MO1)
a analgetiké (24,8 %, 37/149; ATC skupina N02).

Dohlad rodicov nad uzivanim liekov adolescentmi. VacSina adolescentov (66,4 %)
uviedla, Ze sa rozprava s rodi¢mi o liekoch. Menej ako polovica respondentov (42,6 %)
odpovedala, Ze neuzivaju lieky bez toho, aby o tom rodicia vedeli. Z tabul’ky 1 vyplyva,
ze rodi¢ia viac kontroluju adolescentov pri uzivani liekov na lekarsky predpis (46,7 %)
v porovnani s liekmi vydavanymi bez lekarskeho predpisu (34,4 %). Rodicia v 15,6 %
pripadov nevedeli o uzivani lickov vydavanych bez lekéarskeho predpisu adolescentmi.

Vnimanie ucinnosti a bezpecnosti liekov adolescentmi. Nazory adolescentov na
ucinnost’ a bezpecnost’ liekov boli skimané Likertovou stupnicou.

Pred edukéciou vyslovila vicSina adolescentov déveru v ucinnost’ liekov na
lekarsky predpis (,,urcite ano* — 39,3 %, 48/122 a ,,skor ano* — 43,4 %, 53/122) a liekov
vydavanych bez lekéarskeho predpisu (,urcite ano“ — 13,1 %, 16/122 a ,,skoér 4no* —
66,4 %, 81/122). Po edukacii povazovalo lieky na lekarsky predpis za uc¢inné az 92,6 %
adolescentov (113/122) a lieky vydavané bez lekarskeho predpisu povazovalo za G¢inné
90,2 % adolescentov (110/122).

Pred edukaciou viacsSina adolescentov povazovala za bezpecné lieky na lekarsky
predpis (65,6 %, 80/122) aj licky vydavané bez lekarskeho predpisu (67,2 %, 82/122). Po
edukécii povazovalo za bezpecné lieky na lekarsky predpis 85,2 % adolescentov
(104/122) a lieky vydavané bez lekarskeho predpisu 76,2 % adolescentov (93/122).

Porovnanie vnimania ucinnosti a bezpecnosti liekov adolescentmi pred a po
edukacii.

Zistili sme signifikantné rozdiely medzi priemernymi skore odpovedi adolescentov pred
edukaciou a po edukdcii (vyssi suhlas) z poloziek Likertovej Skaly (p < 0,001; pre
polozky o vnimani uc¢innosti a bezpecnosti liekov na lekarsky predpis a o vnimani
ucinnosti liekov vydavanych bez lekarskeho predpisu). Rozdiely v polozkach o vnimani
bezpecnosti liekov vydavanych bez lekarskeho predpisu a vhodnosti pouzivania liekov
pre dospelych det'mi neboli signifikantné (p = 0,198 a p = 0,734). Porovnanie odpovedi
adolescentov pred a po edukacii v otdzkach vnimania tc¢innosti a bezpecnosti liekov je
popisané v tabulke 2, ako aj ich vnimanie vhodnosti pouzitia liekov pre dospelych det'mi.

Analyza vedomosti adolescentov o liekoch. Pred edukaciou odpovedali adolescenti
suhlasne najméi na tvrdenie o Skodlivosti uzivania alkoholu v kombinécii s liekmi (,,urcite
ano“ — 68,0 % (83/122) a ,,skor ano*“ — 23,0 % (28/122)).
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Tabulka 1/Table 1
Vzt'ah adolescentov a rodicov pri uzivani liekov.
The relationship between adolescents and parents when taking medication.

Polozka n (%)
Rozpravaju sa s rodi¢mi o liekoch n=122
urcite/skor ano 81 (66,4)
neviem posudit’ 6 (4,9)
skor/urcite nie 35 (28,7)
Ako Casto uzivaju lieky bez toho, aby o tom vedeli ich rodiCia
nikdy 52 (42,6)
obcas 61 (50,0)
Casto 6 (4,9)
vzdy 3 (2,5)
UZivanie liekov vydavanych bez lekarskeho predpisu pod dohlfadom rodi¢a
ano, rodic vie, Ze ich uzivam a kontroluje ma ako ich uzivam 42 (34,4)
ano, rodic vie, Ze ich uzivam, ale nekontroluje ma ako ich uzivam 61 (50,0)
nie, rodi€ nevie, Ze ich uzivam, ani ma nekontroluje ako ich uzivam 19 (15,6)
Uzivanie liekov na lekarsky predpis pod dohfadom rodi¢a
ano, rodic vie, ze ich uzivam a kontroluje ma ako ich uzivam 57 (46,7)
ano, rodic vie, Ze ich uzivam, ale nekontroluje ma ako ich uzivam 63 (51,6)
nie, rodi¢ nevie, Ze ich uzivam, ani ma nekontroluje 2 (1,6)

Na tvrdenie o moznom vyskyte neziaducich ucinkov v pripade preddvkovania sa
odpovedalo ,,urcite 4&no* 63,9 % (78/122) adolescentov a ,,skor ano* 32,0 % (39/122)
adolescentov. Viac ako polovica adolescentov poznala aj moznu zévislost’ pri dlhodobom
uzivani kvapiek do nosa (66,4 %, 81/122), ¢i nutnost’ douzivat’ celé predpisané mnoZstvo
antibiotik (69,7 %, 85/122).

Po edukacii prejavili adolescenti vécSinovy suhlas so vSetkymi tvrdeniami.
S urcitost'ou sthlasili s tvrdeniami o Skodlivosti uZivania alkoholu v kombindcii s liekmi
— urcite ano“ odpovedalo 90,2 % (110/122), o nutnosti douzivat' celé¢ predpisané
mnozstvo antibiotik — ,,urcite 4no* odpovedalo 89,3 % (109/122), o mozZnosti vzniku
zavislosti v pripade dlhodobého uzivania niektorych kvapiek do nosa — ,urcite ano*
odpovedalo 86,9 % (106/122) a o moZnosti vzniku neziaducich u¢inkov v pripade uzitia
viac tabliet lieku (predavkovania sa) — ,,urcite 4no* odpovedalo 86,1 % (105/122).

Porovnanie vedomosti adolescentov o rizikach jednotlivych skupin liekov pred a po
edukacii. Vo vSetkych vedomostnych polozkach mali adolescenti nizSie priemerné skore
odpovedi (vyssi sthlas s tvrdeniami) po edukacii (1,19 — 1,77) ako pred edukaciou (1,42
—3,40), rozdiely boli signifikantné (Tabul’ka 3).
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Tabul’ka 2/Table 2

Porovnanie vnimania G¢innosti a bezpecnosti lieckov adolescentmi pred a po edukacii.

A comparison of adolescents’ perception regarding the efficacy and safety of medicines before and after
the education.

Polozky Likertovej Skaly Priemer+SD p

Myslim si, Ze lieky na lekarsky predpis (lieky, Pred edukaciou 1,810,650 _ 0.001
ktoré mi predpisal lekar), ktoré uzivam, su L . ’
pxe . P N p N ) . po edukacii 1,47 £ 0,466
ucinné (zlepsuju moj zdravotny stav).

Myslim si, ze volnopredajné lieky, ktoré pred edukaciou 2,10+ 0,403
uzivam, su ucinné (zlepsuju moj zdravotny po edukacii 1,82 + 0,380
stav).

< 0,001

r . v . r 0 . 2 H +
myslllm s, zedlle’kyI nla klc?kar:;,(l:y ;’)redﬁls (Ileky,, pred edukaciou 2,23+0,889 _ 0,001
ore mi predpisal lekar), ktoré uzivam, s wacii 1,84+ 0,926
bezpetné (nemdbzu mi ublizit).
Myslim si, Ze volnopredajné lieky, ktoré prededukaciou 2,25+0,869  ,qq
uzivam, su bezpecné (nemdzu mi ublizit). po edukacii 2,13 £ 0,991

pred edukaciou 3,95 + 0,692

po edukacii 3,98 + 0,734
0,818

Myslim si, ze lieky, ktoré uzivaju dospeli, su
vhodné aj pre deti.

Priemer + SD vypocitany pre hodnoty z Likertovej Skaly: 1 = ano, 2 = skor ano, 3 =
neviem posudit’, 4 = skor nie, 5 = nie, nizsie skore predstavuje vyssi stuhlas,

p — vypocitana Statistickd vyznamnost’ podl'a parového t-testu, ktory bol pouzity na
porovnanie priemernych skore pred a po edukacii v jednotlivych Likertovych polozkach,
zvyraznené hodnoty predstavuju Statisticky vyznamny rozdiel (p < 0,05).

DISKUSIA A ZAVER

V naSej praci sme zistili vysoko signifikantny vplyv edukacie o liekoch
uskutoCnenej formou interaktivnej prednasky a pripravené¢ho informacného letdka o
liekoch na vacsinu postojov k t€innosti a bezpecnosti liekov a na vedomosti adolescentov
o liekoch vydéavanych na lekarsky predpis ako aj bez lekarskeho predpisu.

Edukacia signifikantne zvysila doveru adolescentov v uinnost’ a bezpecnost
liekov na lekarsky predpis a v ucinnost’ lieckov vydavanych bez lekéarskeho predpisu.
Adolescenti ale nezmenili svoj postoj k bezpecnosti liekov vydavanych bez predpisu.
Doteraz sa iba niekol’ko prac (6, 11) zaoberalo vplyvom edukacie o liekoch na vedomosti
adolescentov o liekoch. Aj ked’ sa zistil vyznam edukacie o G¢innosti a bezpecnosti
liekov, nie je mozné porovnat’ vysledky, pretoze autori pouZili iné otazky a na rozdiel od
naSej metody hodnotili vedomosti bodmi a vyhodnocovali percentualnu tispesnost’.

Pred edukaciou spravne odpovedala védcsSina ucastnikov na tvrdenie o moznom
vyskyte neziaducich ucinkov liekov v pripade uzitia vacSicho mnozstva tabliet, teda
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Tabul’ka 3/Table 3

Porovnanie vedomosti o riziku jednotlivych skupin liekov pred a po edukacii
A comparison of adolescents’ knowledge regarding the risk of some medicine groups before and after the

education

Polozky Likertovej skaly

Priemert SD p

Lieky na alergiu mézu utlmovat' (vyvolavaju pred edukaciou 2,53+ 1,011 <0.001
spanok, znizuju sustredenie). po edukacii 1,56 + 0,678 ’
Lieky proti bolesti m6zu posSkodzovat organy pred edukaciou 2,66 + 0,952

. . <0,001
v mojom tele. po edukacii 1,71 £ 0,851
Lieky proti kadflu mézu spbsobit’ halucinacie pred edukaciou 3,40 £ 0,854 <0.001
a kfce. po edukacii 1,77 £ 0,839 ’
Dlhodobé uzivanie (viac ako 10 dni) pred edukaciou 2,15+ 1,152
niektorych kvapiek do nosa méze byt po edukacii 1,21+0,434 <0,001
navykoveé.
Lieky v kombinacii s alkoholom Skodia. pred edukaciou 1,45+ 0,613 0.001

po edukacii 1,19 + 0,501 ’

Ked uzijem viac tabliet lieku, mbéZze mi to pred edukaciou 1,42 + 0,394 0.002
uskodit’ (mbze vzniknut neziaduci Uc¢inok). po edukacii 1,20 £ 0,358 ’
Antibiotika sa musia douzivat (uzit celé pred edukaciou 2,16 + 1,356 <0.001
predpisané balenie). po edukacii 1,19+ 0,419 ’
Uzivanie dvoch liekov su€asne méze menit pred edukaciou 1,95+£0,725 <0.001
ich udinok. po edukacii 1,30 + 0,378 ’

priemer + SD vypocitany pre udaje z Likertovej skaly: 1 = ano, 2 = skor ano, 3 = neviem posudit’, 4 = skor
nie, 5 = nie, nizsie skore predstavuje vyssi sthlas,

p — vypocitana Statistickd vyznamnost' podla parového t-testu, ktory bol pouzity na porovnanie
priemernych skore pred apo edukacii v jednotlivych Likertovych polozkach, zvyraznené hodnoty
predstavuju Statisticky vyznamny rozdiel (p < 0,05).

predavkovania sa, o Skodlivosti kombinovania liekov s alkoholom, o mozZnej zmene
ucinku liekov pri ich kombinovani, o nutnosti douzivat’ celé¢ predpisané balenie antibiotik
aj o moznom vzniku zavislosti pri dlhodobom uzivani niektorych kvapiek do nosa. Mnohi
vSak oznacili pri vedomostnych otazkach odpoved’ ,neviem®. Rovnako to bolo aj pri
prieskume vedomosti v USA a na Malte (11, 12).

Menej ako polovica adolescentov si bola pred edukaciou vedoma rizika pri uzivani
liekov proti bolesti, ¢o koreluje s vysledkami prace od Wilsonovej z roku 2010, ktora
sktimala vedomosti 14- az 20-ro¢nych adolescentov o analgetikach vydavanych bez
lekarskeho predpisu (4).

Pri vSetkych tvrdeniach o vedomostiach o liekoch je mozné jasne vidiet’ pozitivny
efekt edukacie, ked’Ze viacsina respondentov vyjadrila vyS$si sthlas s tvrdeniami, ¢o sme
v nasom pripade povazovali za sprdvne odpovede. Rovnako Stadia v USA, ktorej
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sticastou bola 30-minutovd edukécia realizovana farmaceutmi, pozorovala zlepSenie
vedomosti adolescentov v kazdej zoblasti ako aj celkovo, Co zdodrazituje ulohu
farmaceuta aj jeho kompetenciu realizovat’ takéto vzdelavania (6).

V naSom vyskume sme zistili, ze adolescenti maji nedostatocné vedomosti

o uc¢inkoch a neziaducich t¢inkoch liekov. Online edukacia vyznamne zlepSila vedomosti
adolescentov o liekoch. Vysledky prace mézu byt podkladom pre interaktivny program
edukacie o liekoch pre r6zne vekové skupiny deti pripraveny v spolupraci s farmaceutmi,
pedagdgmi a Statnymi inStiticiami zodpovednymi za vzdeldvanie a zdravie obyvatelov.
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