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64. FARMAKOLOGICKE DNI

24. MARTINSKE DNI DYCHANIA

Zbornik abstraktov

Zbornik abstraktov zo 64. Farmakologickych dni a 24. Martinskych dni dychania
organizovanych vdnoch 25.-27. Jdina 2014 obsahuje suhrny prihlasenych
a prezentovanych prispevkov (prednaSok a posterov) na tomto podujati.

Farmakologické dni sa organizuji kaZdorocne bud’ na izemi Slovenskej republiky alebo
Ceskej republiky. Ide o prehliadku vysledkov aktudlne rieSenych projektov na
jednotlivych farmakologickych pracoviskach, ako aj poukazanie na smerovania réznych
oblastiach experimentalnej a klinickej farmakoldgie.

Martinské dni dychania sa organizuji v dvojrotnom intervale a vyznamne prispievaju
k neustdlemu formovaniu martinskej Skole respirolégov.

Jednotlivé stihrny su zoradené abecedne podla priezviska prvého autora ana konci
zbonika je zaradeny register priezvisk autorov.
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Zmeny hladiny vydychovaného NO a vybranych markerov oxidacného stresu u
pacientov s karcinémom pliic.

Martina AntoSoval, Alica Bencova?, Ivan Kocan?, Daniela Mokra?!, Pavol Mikolkal, Petra
Kosutoval, Eva Rozborilova?

10stav fyziolégie JLF UK, Martin, 2Klinika pneumolégie a ftizeolégie JLF UK a UNM,
Martin (antosova@jfmed.uniba.sk)

Uvod aciele: Karcindm plic patri aj napriek rozsireniu moZnosti diagnostiky
k naj¢astejSim pri¢inam umrtia na zhubné nadorové ochorenia vo svete. Patogenéza
tohto ochorenia je multifaktorialna. V poslednych rokoch sa vedie diskusia o moZnosti
zapojenia oxidu dusnatého (NO) do patogenézy plticneho karcindmu. Negativny efekt je
spdjany najma s vysokymi hladinami NO, ktoré vytvaraju volné radikaly a aktivuja
prozapalové cytokiny (napr. TNF-a) ¢o modze prispievat kvzniku pronadorového
mikroprostredia. V nasej praci sme sa zamerali na detekciu hladin NO a jeho metabolitov
u pacientov s karcinébmom plic. Zaroven sme monitorovali vybrané markery
oxidacného stresu a nitrozacného stresu.

Metodika: V praci bolo vySetrenych 58 pacientov s karcinémom pltc a rovnaky pocet
pacientov kontrolnej skupiny. Voboch skupinich bola detegovand hladina
vydychovaného NO (eNO) vsulade s kritériami ATS/ERS pomocou pristroja NIOX
MINO®. Z periférnej krvi boli stanovené hodnoty krvného obrazu, zakladné
biochemické parametre a sérum bolo vySetrené na markery poskodenia DNA/RNA (8-
OHdG - 8-hydroxy-2-deoxyguanozin, 8-OHG - 8-hydroxyguanozin), markery poskodenia
proteinov (3-NT - 3-nitrotyrozin) akoncové produkty metabolizmu NO (nitrity
a nitraty). Sérum bolo tiez vySetrené na TNF-a.

VysledKy: Zistili sme, Ze hladiny vydychovaného NO su u pacientov s karcinémom plc
signifikantne vyssie ako u zdravych respondentov. VySetrenie markerov oxida¢ného
stresu poukdazalo na signifikatné zvysSenie 8-OHdG (p = 0,0067) a 3-NT (p = 0,001)
v porovnani s kontrolou. Vyznamne zvySena bola aj hladina TNF-a (p = 0,014).
Minimalne zmeny sme zaznamenali pri detekcii poSkodenia RNA (8-OHG). Zaujimavé
bolo tiezZ vyhodnotenie koncovych produktov metabolizmu NO. Kym pri hladine nitratov
sme vyznamné zmeny nezaznamenali, hladina nitritov bola signifikatne zvySena
(p=0,004). Hodnoty tieZ korelovali shodnotami vydychovaného eNO. Rozdiely
v zavislosti od typu nadoru (NSCLC, SCLC) neboli ani vjednom pripade Statisticky
signifikantné.

Zavery: Zvysledkov vyplyva Zze diagnostika vybranych markerov oxidacného
poskodenia mo6Ze byt uZitocna, je vSak dolezité urobit d'alSie porovnania vo vztahu k
typu tumoru a komorbiditam. V¢asna diagnostika pacientov s karcinémom pltc ako aj
skrining urcitych rizikovych skupin ma potenciadl zlepSit kurabilitu nadorového
ochorenia a vyrazne prispiet k zniZeniu mortality na toto ochorenie.

Prdaca bola podporena grantom: VEGA 1/0062/13 a projektom ,ZvysSenie moZnosti

kariérneho rastu vo vyskume a vyvoji voblasti lekdrskych vied”, ITMS kéd Projektu:
26110230067.
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Komplexny pohlad na moznosti vyuZitia L-NAME pri simulacii zapalovych
ochoreni dychacich ciest

Martina AntoSoval, Anna Strapkova? Daniela Mokra!, Ivana Medvedova? Pavol
Mikolkal, Petra KoSutoval, Juraj Mokry?

10stav fyziolégie JLF UK, Martin, 2(stav farmakolégie JLF UK, Martin
(antosova@jfmed.uniba.sk)

Uvod a ciele: Oxid dusnaty (NO) je endogénny mediator, ktory sa podiel'a na reguldcii
fyziologickych a patologickych procesov v dychacich cestach. Literatira poukazuje na
jeho dualny efekt suvisiaci s urcitou dysbalanciou v tvorbe a naslednej zmene aktivity
NO. Tato je zavisla najmd od typu izoformy NO-syntazy, ktora tento stav vyvolala.
V sucasnosti pozname tri izoformy NO-syntaz a o ich selektivnej blokade sa ¢asto hovori
vspojeni surcitym terapeutickym potencidlom. Ako je to vSak s neselektivnou
inhibiciou? VnaSej praci sme sa zamerali na komplexny ucinok neselektivneho
inhibitora NO-syntdz L-NAME v podmienkach alergického zapalu dychacich ciest.
Metodika: V experimente sme pouZili morcata-samce (250-300g). Zvierata kontrolnej
skupiny neboli lie¢ené. Zvieratdm senzibilizovanym alergénom (ovalbumin) bol
aplikovany neselektivny inhibitor L-NAME (subst. Sigma Aldrich ®) intraperitonealne
potas celej dizky senzibilizacie (14. dni). Poc¢as senzibilizicie bol u zvierat hodnoteny
Specificky odpor dychacich ciest a vydychovany oxid dusnaty (eNO) v podmienkach ,in
vivo“. V podmienkach ,in vitro“ boli vyhodnotené zmeny reaktivity hladkého svalu
trachey a plicneho tkaniva (15. derl) na histamin a acetylcholin. Krv zo srdca bola
odobrand na dalSie vySetrenie - vybrané markery oxidacného stresu (3-nitrotyrozin
a TBARS - ELISA), hladina IL-4 alIL-5, LT-B4, ECP, PAF (ELISA) atkanivo pluc bolo
uchované a spracované na detekciu expresie induktivnej NO-syntazy (PCR).

Vysledky: Zistili sme, Ze L-NAME mda vplyv na nami stanovené premenné.
Intraperitonealna aplikacia nemala vplyv na zmeny Specifického odporu dychacich ciest
avSak signifikatne zvysila reaktivitu hladkého svalu tachey a pltuc. Je zaujimavé, Ze
aplikacia L-NAME zaroven znizila hladiny eNO (p<0,01), 3-nitrotyrozinu (p<0,01), IL-5
(p<0,05) a eozinofilného chemotaktického proteinu (p<0,001) v porovnani s kontrolnou
skupinou. Inhibitor zaroven ovplyvnil expresiu iNOS, aZ na droven hodnot detegovanych
v kontrolnej skupine zvierat. Hladina PAF sa naopak po aplikacii L-NAME signifikantne
zvysila (p=0,015), Ostatné sledované premenné boli ovplyvnené bez vacSej miery
vyznamnosti.

Zavery: Praca poukazuje na moznost pouzitia neselektivneho inhibitora v experimente
zameranom na zapalové ochorenia dychacich ciest. Pre detailnejSie objasnenie tcinku
dysbalancie tvorby NO vSak bude vhodné do komplexného obrazu doplnit vysledky
poOsobenia selektivnych inhibitorov jednotlivych NO-syntaz.

Prdca bola podporend grantom: ,Zvysenie moznosti kariérneho rastu vo vyskume
a vyvoji v oblasti lekdrskych vied”, ITMS kéd Projektu: 26110230067.
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Charakterizacia Kkultivovanych Kkmenovych buniek ztkaniva pupocnika metédou
prietokovej cytometrie
Flow cytometric characterization of cultured umbilical cord stem cells

Tatiana BacCkayoval, Zuzana Leskoval, Marcela Kuniakovaz?, Jana Mlynaroval, Andrea GazZoval,
Peter Musil?, Jan Kyselovict

Katedra farmakolégie atoxikolégie FaF UK, 2Ustav lekarskej biolégie, genetiky a klinickej
genetiky LF UK (backayova.tatiana@gmail.com)

Uvod a ciele: Tkanivo pupo¢énika ma vyznamny potencial ako zdroj kmefiovych buniek
zroznych dévodov. SU to napr. dostupnost, bezbolestnost procediry a mozZnost autolégne;j
bunkovej terapie. Na rozdiel od izolacie z pupocnikovej krvi nedochadza k vyznamnym stratam
hematopoetickych kmenovych buniek. Cielom prace bolo analyzovat pocet a Zivotaschopnost
kmenovych buniek ziskanych z tkaniva pupo¢nika a na zaklade detekcie povrchovych znakov ich
kvalitativne identifikovat.

Metodika: Kmenové bunky boli izolované z pupoc¢nika troch pacientov a po odstraneni ciev boli
16 hodin inkubované v roztoku 0,1% Collagenase II a 30 minut v 0,25% v roztoku Trypsinu.
Nasledne boli kultivované v kultivatnom médiu (DMEM/F12 + 10% BFS + ATB) do 90%
konfluencie. Bunky boli analyzované prietokovym cytometrom MACSQuant Analyzer vyuzitim
protilatok pre mezenchymalne kmenové bunky (MSC) ana zaklade pozitivity na povrchové
markery CD90, CD105 aCD73 anegativity na CD14, CD20, CD34 a(CD45 bola dokazana
pritomnost MSC. Pozitivita na povrchové markery CD34 aCD133 urcovala pritomnost
endotelidlnych progenitorovych buniek (EPC).

VysledKky: Celkovy pocet kmenovych buniek predstavoval 1,04x10¢, 2,11x10¢ a 2,63x10¢ buniek.
Zivotaschopnost kmetovych buniek vodobratych vzorkdch bola 87,94% aZz 96,63%.
Z celkového poctu kmetiovych buniek sme stanovili pritomnost MSC od 35,8% do 80,8%. Ziadna
vzorka nebola pozitivna na markery EPC.

Zaver: Kvantitativnou analyzou sme identifikovali existenciu a mnozstvo kmenovych buniek
v tkanive pupocnika, pricom kvalitativne sme dokazali iba pritomnost MSC. Tkanivo pupoc¢nika
sa javi ako potencialny zdroj pre autolégnu aj alogénnu transplantaciu buniek.

Grantovd podpora: UK/437/2014, VEGA 1/0076/2013, VEGA 1/0905/14
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Antihypertenzivny efekt derivatov aryloxyaminopropanolu so substiticiou fluérom
s nizkym chronotropickym efektom

Antihypertensive effect of -fluor substitueted derivates of aryloxyaminopropanole with
low negative chronotrophic effect

Ondrej Bad'o?, ElisSka Kolmanova?, Jan Tengler?, Marek Frydrych!

1Department of Human Pharmacology and Toxicology, Faculty of Pharmacy, University of
Veterinary and Pharmaceutical Sciences, Brno, Czech Republic, 2Department of Chemical Drugs,
Faculty of Pharmacy, University of Veterinary and Pharmaceutical Sciences, Brno, Czech
Republic (F09178@vfu.cz)

New potential ultrashort-acting beta blockers were developed in department of Chemical Drugs
of the Faculty of Pharmacy of Veterinary and Pharmaceutical Sciences in Brno. Compounds
2FC2c, 2FC2d were used in experiment of pharmacological evaluation of the effect on systolic
blood pressure and heart rate in normotensive rats by invasive method. Ester bond formation in
the lateral chain of tested molecules is responsible for ultrashort-acting effect. To increase the
afinity of tested molecules with 3 receptors was basic part substituated by large 2-fluor-
fenoxyethyl group.

The experiment was performed in vivo with 15 male Wistar laboratory rats. Main group was
divided into 3 subgroups: In all subgroups (n=5) was administered the dose of 3.0 mg.kg! of
2FC2c, 2FC2d or placebo dissoluted in DMSO and saline solution. The tested agents were
administered into vena jugularis and the values of systolic blood pressure and heart rate were
monitored for 20 minutes following the administration. Invasive monitoring of systolic blood
pressure on arteria carotis was measured by HSE UNIPER UP-100 by Hugo Sachs Electronic
company. For monitoring of heart rate was used standard ECG machine for veterinary purposes.
Dose of 3.0 mg.kg! of 2FC2c compound has caused statistically significant decrease (p<0.05) in
systolic blood pressure from the time of 30 seconds up to 150 seconds after administration.
There was no significant decrease of heart rate during 20 minutes of experiment. Same dose of
2FC2d agent has caused statistically significant decrease (p<0.05) in systolic blood pressure
from the time of 30 seconds up to 180 seconds. Decrease of the heart rate was significant only
between 10th and 12th minute.

Both tested -fluor substitueted compounds caused in this trial by way of invasive method in rats
hypotensive effect. Antihypertensive effect started immediately after administration and
hypothesis of ultra-short acting effect was verified.

Acknowledgment: This experiment was funded by IGA 104/2013/FAF.
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Hodnotenie apoptdzy v experimentalnych modeloch respiracného zlyhavania
Evaluation of apoptosis in experimental models of respiratory failure

Sona Balentoval, Petra KosSutova? Hana PiStékova? Lucia Tomcikova?, Marian Adamkov?,
Andrea Calkovskaz?, Daniela Mokr4?

1stav histolégie a embryoldgie, Jesseniova lekarska fakulta v Martine, Univerzita Komenského
v Bratislave, Martin, 2Ustav fyziologie, Jesseniova lekarska fakulta v Martine, Univerzita
Komenského v Bratislave, Martin (balentova@jfmed.uniba.sk)

Uvod a ciele: Zapal a oxidaény stress si vyznamnou zlozkou patofyziolégie respira¢ného
zlyhavania u novorodencov. Cielom naSej pilotnej Stidie bolo overit, ¢i v suvislosti s
prebiehajicimi zapalovymi a oxidacnymi zmenami dochadza aj ku zmenam v apoptéze plicnych
buniek. Dal$im cielom bolo zistit, ¢i existuji rozdiely v stupni apoptézy v dvoch nami
pouZivanych modeloch respira¢ného zlyhavania - akitneho syndrému respiracnej tiesne (ARDS)
a syndrému aspiracie mekoénia (MAS).

Metodika: U dospelych kralikov (novozélandsky biely) sme vytvorili model ARDS, a to
opakovanymi lavazami pl'ic fyziologickym roztokom (30 ml/kg), kym PaO; neklesol pod 26.7
kPa pri FiO2=1 (n=5). U druhej skupiny zvierat sme vytvorili model MAS, a to intratrachealnym
podanim mekénia (4 ml/kg, 25 mg/ml; n=5). Tretiu skupinu tvorili zdravé neventilované
kontroly (n=5). Po vytvoreni prislusného modelu respiracného zlyhavania boli zvierata z ARDS
skupiny a MAS skupiny ventilované kyslikom pocas nasledujicich 4 hodin. Na Kkonci
experimentu sme vo vzorke krvi hodnotili celkovy a diferencidlny pocet leukocytov. Po usmrteni
zvierat anestetikom sme vybrali pltca. Lavy lalok sme lavaZovali fyziologickym roztokom (3x10
ml/kg) a v lavaznej tekutine stanovili celkovy a diferencidlny pocet buniek ako aj ich viabilitu.
Tkanivo pravych plic sme pouzili na hodnotenie apoptézy buniek bronchov a pltic pomocou
TUNEL metédy, na urcenie stupiia plicneho edému a tiez niektorych markerov apoptézy a
zapalu (IL-1beta, TNFalfa, kaspaza-3 a pod.).

VysledKky: V oboch modeloch respiracného zlyhavania doslo ku zvySeniu apoptézy plucnych
buniek a markerov zapalu, pricom vyraznejSie zmeny sme pozorovali pri MAS.

Zavery: Zapal a oxidacny stress pri respiracom zlyhavani je zodpovedny aj za zvySenie apoptdzy
pl'icnych buniek, a to predovSetkym pri MAS.

Grantovd podpora: APVV-0435-11, VEGA 1/0305/14, VEGA 1/0050/11.
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Substituované 1-hydroxypyrazolové derivaty ako inhibitory ald6zareduktazy v prevencii
diabetickych komplikacii: molekulové modelovanie a predklinické stidium in vitro
Substituted 1-hydroxy pyrazole derivatives as inhibitors of aldose reductase in
prevention of diabetic complications: molecular modeling and preclinical study in vitro

Jana Ballekova?, Katarina MankoSoval, Magdaléna Majekoval, Nikolaos Papastavrou?, loannis
Nicolaou2a Milan Stefek!

10stav experimentalnej farmakolégie a toxikolégie, Slovenskd akadémia vied, Bratislava,
2Qddelenie farmaceutickej chémie, Farmaceuticka fakulta, Aristotelova Univerzita Thessaloniki,

Thessaloniki, Grécko (jana.ballekova@gmail.com)

Uvod a ciele: St¢asné experimentalne §tidie poukazuji na kli¢ovi tlohu polyolovej drahy a
oxidacného stresu v etioldgii diabetickych komplikacii (DK). Za hyperglykemickych podmienok
je cast nadbytocnej glukdzy metabolizovana ald6zareduktdzou (ALR2), prvym enzymom
polyolovej drahy, na osmolyt sorbitol. ZvySenou akumulaciou tohto polyolu dochadza k rozvoju
osmotického stresu, ¢o indukuje poskodenie buniek a vznik DK. Cielom farmakologického
vyskumu je vyvoj inhibitorov ALR2 ako perspektivny terapeuticky pristup kliecbe DK.
Predchadzajliica Stadia zaznamenala vyznamnu inhibiciu ald6zareduktazy bioisotérickymi
analégmi kyseliny octovej 1-hydroxypyrazolmi [1]. Cielom tejto prace bolo molekulové
modelovanie a predklinické hodnotenie skupiny substituovanych 1-hydroxypyrazolovych
derivatov z hl'adiska inhibi¢nej aktivity na ALR2, selektivity a biologickej dostupnosti in vitro.
Metodika: Na hodnotenie inhibi¢ného ucéinku bol pouzity enzym ALRZ izolovany z ocnych
SoSoviek potkana, aldehydreduktidza (ALR1) bola ziskand z potkanich obliciek. Izolované
SoSovky boli inkubované v pritomnosti glukézy. Inhibi¢na aktivita bola stanovena
spektrofotometrickymi metédami a hodnotend parametrom I[Cso. Na vypocty molekulového
modelovania boli pouzité programy Spartan 08 and Yasara.

VysledKky: Vsetky sledované latky preukazali schopnost ucinne inhibovat ALR2, s vysokou
selektivitou voci ALR1. Najucinnejsia latka 2 (2,2,2-trifluoro-1-(1-(1-hydroxy-1H-pyrazol-4-yl)-
4-(4-(metyltio)benzoyl)-1H-pyrol-2-yl)etandn) prejavila submikromolarnu inhibi¢nt aktivitu
ALR2 (ICso = 40 nM) a vysoku selektivitu vzhl'adom na ALR1 (SF = 656). Na organovej arovni
v systéme izolovanych SoSoviek potkana inkubovanych v pritomnosti glukdzy latka 2 preukazala
signifikantnu inhibiciu akumulécie sorbitolu, ¢o naznacuje dobry prienik lieCiva do SoSovky a
interferenciu s cytozolickou ALR2. Met6édami molekulového modelovania boli identifikované
kl'icové interakcie inhibitora so Specifickymi aminokyselinami vizbového miesta enzymu ALR2.
Zavery: Substituované 1-hydroxypyrazoly predstavuju skupinu efektivhych a vysoko
selektivnych inhibitorov ald6zareduktdzy s predpokladom priaznivej biologickej dostupnosti.
Kombinacia tychto atributov indikuje perspektivne vyuzitie hodnotenych latok ako
farmakologickych prostriedkov zameranych na liecbu diabetickych komplikacii.

Grantovd podpora: VEGA 2/0067/11, VEGA 2/0033/14

[1] Papastavrou et al. 1-Hydroxypyrazole as a bioisostere of the acetic acid moiety in a series of
aldose reductase inhibitors. Bioorganic & Medicinal Chemistry 21 (2013), 4951-4957.
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Kombinovana 1é¢ba mometason furoatem a budesonidem u dospélych pacientti s astma
bronchiale

Combined treatment with mometasone furoate and budesonide in adult patiens with
bronchial asthma

Lenka Bartosikoval, Jiri Necas!, Ladislav Franaz, Tomas Bartosik3, Martin Pavlik3, Petr Frana*

10stav fyziologie, Lékaiska fakulta UP v Olomouci, Ceskd republika, 2Alergologickd a

vvvvv

Klinika, FN U sv. Anny v Brné, Ceska republika, 4II. Interni klinika, FN U sv. Anny v Brné, Ceska
republika (lenka.bartosikova@upol.cz)

Uvod: Astma bronchiale je chronické zanétlivé onemocnéni dychacich cest spojené s jejich
strukturalnimi zménami. Perzistujici zanét je spojen s bronchialni hyperreaktivitou, obstrukei a
klinickymi ptiznaky. Nejvyraznéjs$i protizanétlivy ucinek maji kortikosteroidy podavané v
inhala¢ni formé, které jsou léky prvni volby, zejména pro terapii pezistujictho astmatu.
Mometason furoat (Asmanex) - forma pro inhala¢ni aplikaci, je urCen pro pravidelnou
protizanétlivou 1é¢bu a kontrolu perzistujiciho astmatu tiZe lehké, stiedné tézké a tézké (dospéli,
mladistvi od 12 let).

Cilem pilotni studie bylo zhodnotit pifinos mometason furoatu v kombinované 1écbé astma
bronchiale u dospélych pacienti.

Metodika a pilotni vysledky: mometason furoat byl nasazen u 20 dospélych pacientii s lehkym
perzistujicim astma bronchiale. U vSech pacientl byla pouze caste¢nd kontrola astmatu pii
monoterapii budesonidem 400 (1-0-1 aZ 2). Davka Asmanexu byla 1 x 200 pg vecer. Diraz byl
kladen piredevsim na peclivé seznameni pacienta se zplisobem uziti inhalatoru. Pri kontrole za 1
mésic od nasazeni terapie byla u 19 pacientd ziskana plna kontrola nad astmatem, pouze u 1
pacienta byla hodnoty FEV; sniZené. Nebyly zaznamenany zadné vedlejsi ui¢inky.

U druhé skupiny 20 pacientd slehkym perzistujicim astma bronchiale byla pouze Castecna
kontrola astmatu pti monoterapii budesonidem 400 (2-0-2). Davka Asmanexu byla 1 x 400 pg
vecer. Pri kontrole za 1 mésic od nasazeni terapie byla u 18 pacienti ziskana plna kontrola nad
astmatem, pouze u 1 pacienta byla hodnota FEV; sniZend a u 1 pacienta bylo uzito SABA 3x
tydné. Vedlejsi ucinky byly zaznamenany u 1 pacienta (transitorni soor dutiny ustni). Definitivni
zpracovani vysledki studie bude provedeno po 4 - 6 mésicich 1écby.

Zavér: Mometason furoat ma dobry bezpecnostni profil a vyznacuje se vysokou ucinnosti. V
soucasné dobé je vyznamnym obohacenim nabidky inhalacnich kortikosteroidd.
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Kombinovana terapie astmatu u geriatrickych pacienti
Combined Therapy of Asthma in Elderly

Renata Blechoval, BoZena Maceskovaz
10stav. humanni farmakologie a toxikologie, Farmaceutickd fakulta VFU Brno,

(blechovar@vfu.cz), 2Ustav aplikované farmacie, Farmaceutickd fakulta VFU Brno
(maceskovab@vfu.cz)

Asthma bronchiale je chronické zanétlivé onemocnéni dychaciho ustroji, kdy u geriatrickych
pacientti (= 65 let) miiZe byt pokracovanim onemocnéni z piredchozich let (early-onset asthma)
nebo muze vzniknout de novo az v seniorském véku (late-onset asthma). Spoustécimi faktory
jsou zejména alergeny, infekty a 1éKky. Stanoveni diagnézy u seniorti mize byt obtizné, protoze
pacienti vlivem starnuti maji sniZenou percepci respira¢nich symptomu a udavaji nespecifické
priznaky. Z téchto divodli nebyva astma ve staii diagnostikovano a adekvatné 1éceno. S ohledem
na demografickou situaci a starnuti svétové populace, pocet pacientli s bronchidlnim astmatem
bude narlistat a predstavovat problém jak zpohledu medicinského, tak spolecensko-
ekonomického.
Cil: Analyza farmakoterapie astmatu ve stari zamérena na spotfebu kombinovanych pripravki
ATC skupin RO3AK a RO3AL:

- preferované inhala¢ni techniky (dechem aktivované inhalatory, tekuté lékové formy,

nebulizatory)

- uprednostnéné kombinace 1é¢iv
Metodika: Analyza spotreby na zakladé vydejt v 1ékarné za obdobi 1 roku (IV/2013 - 111/2014).
Porovnani se spektrem pripravki ATC skupin RO3AK a RO3AL dostupnych v terapeutické praxi
v CR.
VysledKky: V ATC RO3AL se 3 zastupci mél nejvyssi podil v preskripci HVLP Berodual N 200 INH
SOL PSS (obsahové latky ipratropium + fenoterol). Ve skupiné RO3AK bylo nalezeno 6
pripravkd, které nebyly v daném obdobi preskribovany. Z téchto pripravki bylo 5 hrazenych
pouze Castecné, 3 z nich mély preskripéni omezeni. HVLP Combair INH SOL PSS (obsahové latky
beclometazon + formoterol ) jako jediny zvydavanych ptipravki meél doplatek a rovnéz
preskrip¢ni omezeni.
Zaveér: Prace potvrzuje zkuSenosti klinickych studii, a to pouziti inhala¢nich kortikosteroidi,
prip. parasympatolytik vmoderni 1ékové formé s dlouhodobé pulsobicimi betas-
sympatomimetiky, kdy pro kontrolu astmatu a pozitivni adherenci ma veétsi piinos fixni
kombinace neZ pouhé navyseni davky jednotlivych 1éciv.
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Pleuran (beta-glucan from Pleurotus ostreatus) potentiates free radical induced
hepatotoxic effects of hexavalent chromium in rats.

Monika Bludovska!, Véra Krizkovaz?, Tereza Kubikova23, Dana Kotyzoval

1Department of Pharmacology and Toxicology, Faculty of Medicine in Pilsen, Charles University
in Prague, Czech Republic, 2Department of Histology and Embryology Faculty of Medicine in
Pilsen, Charles University in Prague, Czech Republic, 3Biomedical Centre, Faculty of Medicine in
Pilsen, Charles University in Prague, Czech Republic (Monika.Bludovska@Ifp.cuni.cz)

Introduction: (-Glucans are widely used immunomodulatory nutritional supplements. Many
studies have also proven their antioxidant and hepatoprotective properties. The study was
designed to evaluate the effects of pleuran, 3-(1,3/1,6) glucan from Pleurotus ostreatus, on the
toxic and oxidative effects and histological changes caused by an acute Cr(VI) intoxication in
rats.

Materials and methods: Wistar albino male rats were divided into three groups: control, Cr,
and Cr + pleuran. Pleuran (250 mg/kg/day) was administered by oral gavage for 10 (half of the
animals for 11) consecutive days. K2Cr,07 (40 mg/kg/day) was administered i.p. as a single dose
on the 10th day of the experiment. Half of animals in each group were sacrificed 24 hours and
the rest 48 hours after the administration of Cr. Lipid peroxidation (LP), reduced glutathione
(GSH) and activities of glutathione peroxidase (GPx), glutathione reductase (GR) and catalase
(CAT) and the content of Cr were estimated in the liver, the activities of ALT, AST and GLDH
were determined in serum. Liver tissue samples were collected for histological and
imunohistochemical examination.

Results: Administration of Cr(VI) significantly decreased liver content of GSH and significantly
increased LP. The activities of ALT, AST and GLDH were significantly increased in serum.
Treatment with pleuran significantly increased the content of Cr in the liver, increased the effect
of chromium on LP (24 and 48 hours post Cr dose), on the activities of ALT, AST and GLDH (24
hours post Cr dose) and on chromium-induced histopathological changes. The only antioxidant
effect of pleuran administration was an increase in the content of GSH in the liver, which was
decreased by Cr administration.

We wish to thank Ms. M. Slajerovd for the excellent technical assistance.

The work was supported by the SVV project No. 260 047 and by the project ED2.1.00/03.0076 from
European Regional Development Fund.
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Analyza farmakoterapie hospitalizovanych pacientov
Analysis of drug therapy in hospitalised patients

Lucia Borchoval, Barbora Kovacoval, Peter Pillarz, Anna Hrabovskal, Jan Kyselovi¢!, Adela
Corejovat

1Katedra farmakologie a toxikoldgie, Farmaceuticka fakulta Univerzity Komenského, Bratislava,
2Interné oddelenie, Nova nemocnica, Partizanske (adela.corejova@gmail.com)

Uvod: Bezpet¢nost kazdej farmakoterapie zavisi aj od véasného rozpoznania potencialnych
liekovych interakcii. Riziko interakcif lie¢iv sa zvySuje pri polyfarmacii s ktorou sa stretdvame aj
u hospitalizovanych pacientov. Véasnym zasahom pri identifikacii liekovych interakcii a
neziaducich ucinkov je moZné u hospitalizovanych pacientov nielen racionalizovat
farmakoterapiu, ale aj ovplyvnit dizku hospitalizicie a predist pripadnym komplikaciam
suvisiacim s uzivanim liekov.

Cielom prace bolo identifikovat a analyzovat interakcie vyplyvajice z farmakoterapie a
vyhodnotit u hospitalizovanych pacientov potencialne nevhodné lieciva.

Metodika: Spracované boli tidaje o farmakoterapii, pridruZzenych ochoreniach od 78 pacientov
(63% pacientov starsich ako 65 rokov) hospitalizovanych na internom oddeleni.
Farmakoterapia bola u pacientov sledovana pocas celej hospitalizacie. Liekové interakcie boli
posudzované podl'a databazy Lexicomp a aktudlne platného SPC lieCiv.

VysledKky: Celkovo sme identifikovali 505 potencialnych liekovych interakcii, pricom 79% z nich
bolo zavaznosti C (vyZaduje sa monitorovanie terapie). NajcastejSie sa vyskytujicou liekovou
interakciou bola kombindcia lieciv furosemid a metoprolol, ktora sa vyskytovala u viac ako 1/5
hospitalizovanych pacientov. PocCas hospitalizacie doSlo k zvySeniu poctu uZzivanych lie¢iv u
pacientov v oboch vekovych skupinach (< 65 rokov; = 65 rokov).

Zaver: V nasom sledovanom subore hospitalizovanych pacientov sme zaznamenali vysoky
vyskyt potencidlnych farmakoterapeutickych problémov, ktoré moézu vyrazne ovplyvnit
zdravotny stav pacienta. Pravidelnym prehodnocovanim medikacie je mozné zvysit jej
bezpectnost a efektivitu.
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Model eozinofilnej ezofagitidy pre stidium visceralnej aferentnej neuroplasticity
Model of eosinophil esophagitis for the study of visceral afferent neuroplasticity

Mariana Brozmanova!, Lenka Mazdrova?!, Juraj Hali¢kal, Lucia Hanzelova!, Monika
Kornhauserova?, Milos Tatar?, Marian Kollarik!>2

1Univerzita Komenského v Bratislave, Ustav patologickej fyzioldgie Jesseniovej lekarskej fakulty
UK v Martine, 2The Johns Hopkins University School of Medicine, Baltimore, Maryland, USA
(brozmanova@jfmed.uniba.sk)

Uvod a ciele: Eozinofilna ezofagitida (EoE) je imunologicko-alergické ochorenie so zvy$enou
prevalenciou charakterizovana infiltraciou eozinofilov v sliznici paZeraka. Mnoho symptémov
tohto ochorenia je priamo (bolest, pyréza, zvracanie) alebo ciastoCne (dysfagia a dyspepsia)
sprostredkovanych aktivaciou visceralnych aferentnych nervov, ktoré st hypersenzitivne v
dosledku eozinofilného zapalu. Preto nasim ciel'om bolo vytvorit model eozinofilnej ezofagitidy
optimalny na Stadium Gcinku akidtneho eozinofilného zapalu na ezofagové aferentné nervy.
Predpokladali sme, Ze lokalna aplikacia alergénu do steny ezofagu senzibilizovanym zvieratdm
vyvola eozinofilny zapal v mukéze a submukoéze ezofagu.

Metodika: PouZili sme morcatd Dunkin Hartley, ktoré sme senzibilizovali podanim ovalbuminu
(OVA, 10mg/kg, i.p.), v kratkodobej celkovej anestéze ((ketamin (50mg/ml) a xylazin
(2,5mg/ml)) sme injikovali 0,1% OVA do steny kréného pazerdka. Po 48 hodinach sme odobrali
tkanivo paZeraka na histologické vySetrenie na kvantifikaciu zapalovej odpovede analyzou poctu
eozinofilov (peak/hpf) vizualizovanych podl'a Giemsu.

VysledKky: Zistili sme, Ze OVA injekcia do kr¢nej casti ezofdgu vyvolala masivnu eozinofilni
infiltraciu v sliznici strednej Casti ezofagu (n=8/10 senzibilizovanych zvierat). Maximalny pocet
eozinofilov bol v priemere 121+22 vjednom zornom poli (peak/hpf - high power filed), ¢o
predstavuje signifikantné zvySenie v porovnani s poCtom eozinofilov v ezofdgu u morciat po
injekcii vehikula (6+1/hpf, n=9, p<0.01). V sliznici pazerdka eozinofily boli viac lokalizované
v subepitelovej vrstve (75%) v porovnani s epitelom (25%, p<0.01).

Zaver: Injekcia alergénu do paZeraka senzibilizovanym zvieratam imituje alergicky zapal s
infiltraciou eozinofilov v sliznici paZeraka podobne ako je to u pacientov s eozinofilnou
ezofagitidou. Tento model sa moze uplatnit pre Stidium ucinku akatneho eozinofilného zapalu
na neuroplastické zmeny aferentnych nervov inervujucich pazerak.

Financ¢ne podporené: VEGA grant 1/0424/12 a Cevypet.

Martin Strana 14z 109 25.-27.6.2014


mailto:brozmanova@jfmed.uniba.sk

64. Farmakologické dni a 24. Martinské dni dychania Zbornik abstraktov

Vytvorenie nového modelu hypersenzitivity dychacich ciest za pozitia roztocov ako
modelového alergénu

Development of new model of airway hypersensitivity using house dust mite as model
allergen

Tomas Buday, Silvia Gavliakova, Eva Hanuskova-Kovacova, Jana Plevkova

Department of Pathophysiology, Jessenius Faculty of Medicine in Martin, Comenius University in
Bratislava, Sklabinska 26, 036 01 Martin, Slovakia (buday@jfmed.uniba.sk)

Background: Currently, the most widely used model to study cough in sensitised
airways is a guinea pig sensitized by ovalbumin. There is nothing to object to model
animal, because neurophysiology of their vagus nerve, which mediates cough reflex, is
the closest to humans. The choice of model antigen is questionable - humans are not
generally allergic to chicken eggs; and if they are it is a case of food allergy, not
respiratory allergy. The choice of antigen together with the manner of sensitization
limits translation of results to clinical conditions and there is need to develop new model
of airway hypersensitivity, which could improve translation to human conditions.

Most important indoor allergen for people is house dust mite (HDM), most common
species being D.pteronyssius and D.farinae. Allergenic potential of HDM is complex and
includes immunogenic epitopes, faecal pellets, lipopolysaccharides, beta-glucans and
chitin.

Material and methods: 10 guinea pigs (Dunkin-Hartley, males) were used to develop
HDM model of airway hypersensitivity. Animals were sensitized by 0,25% HDM aerosol
(Greer Labs, USA), which they inhaled for 5 min over 5 days, followed by inhalation of
0,5%HDM in same protocol as before. Sensitization was confirmed by skin prick test
(15uL; 0,5% HDM applied intradermally). In SPT positive animals the symptoms of
allergic rhinitis were induced by intranasal application of HDM (0,5%; 15uL) and the
cough challenges with citric acid (0,1M;0,2M;0,4M) were performed. Airway resistance
was measured in vivo by Pennock’s method.

Results: Based on preliminary data, the cough response of HDM-sensitized animals is
similar to cough response of OVA sensitized (control/HDM/OVA - 9/16/15 coughs/10
min); so is the cough latency (180s/86s/80s). Airway resistance was increased, but the
data did not reach significance level.

Acknowledgement: Supported by VEGA 1/00107/14

We would like to thank Assoc. Prof. Mokry from Department of Pharmacology for Saw
measurements.
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Vyvoj fluorescencni eseje pro studium lékovych interakci s lidskymi ABC transportéry
v HEK 293 membranovych veziklech

Development of a fluorescence-based assay for drug interactions with human ABC
transporters in HEK 293 membrane vesicles

Daniela Cihalova!, Martina Cec¢koval, Jeroen J.M.W. van den Heuvel?, Frans G.M. Russel?,
Frantiek Staud!

1Department of Pharmacology and Toxicology, Faculty of Pharmacy, Charles University, Hradec
Kralove, Czech Republic (cihad6aa@faf.cuni.cz; frantisek.staud@faf.cuni.cz), 2Department of
Pharmacology and Toxicology, Radboud University Medical Center, Nijmegen, The Netherlands
(f.russel@pharmtox.umcn.nl)

Introduction: ATP-binding cassette (ABC) transporters play a major role in drug disposition
and multidrug resistance. New models to study interactions with these transporters are sought
after to simplify the screening process of potential inhibitors and substrates.

Aims: To establish a fluorescence based assay in membrane vesicles for drug interactions with
ABC transporters using 5-(6)-carboxy-2’7’-dichlorofluorescein (CDCF) as a substrate and to test
a panel of known inhibitors to test the suitability of the assay.

Methods: Membrane vesicles were isolated from HEK 293 cells previously transduced with
recombinant baculoviruses containing the corresponding transporters (MRP1-5, P-gp, BCRP,
BSEP) and eYFP as control. The vesicles were tested for functionality with known substrates
([3H]-estradiol-173-D-glucuronide for MRP1, 3 and 4, [3H]-methotrexate for MRP2 and 5, [3H]-N-
methylquinidine for P-gp, [3H]-estrone-1-sulfate for BCRP and [3H]-taurocholic acid for BSEP).
To assess the suitability of CDCF as a substrate probe, uptake into vesicles was determined in the
absence and in the presence of other compounds interacting with ABC transporters (MK-571,
benzbromarone, cyclosporin A, indomethacin).

Results: CDCF was most significantly taken up into the membrane vesicles overexpressing
MRP2, MRP3 and MRP5 in a time- and concentration-dependent manner following a Michaelis-
Menten type of kinetics with Ky, values of 3.94, 11.2 and 1.30 puM for MRP2, MRP3 and MRP5,
respectively. The Vmax values of CDCF accumulation for MRP2, MRP3 and MRP5 were 227, 225
and 69.3 fmol/mg protein/min, respectively. Uptake into vesicles from cells transduced with
MRP transporters was significantly higher than uptake into vesicles from control cells (eYFP).
Presence of known MRP inhibitors in the incubation medium decreased CDCF uptake into the
vesicles.

Conclusions: CDCF-based vesicular uptake assay can be used as a screening technique to assess
drug interactions with MRP2, MRP3 and MRP5.

Grant support: This work was supported by GAUK 700912/C/2012, SVV/2014/260-064 and
project FAFIS CZ 1.07/2.2.00/28.0194.
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Analyza expresie SLAMF receptorov u normalnych a patologickych B-lymfoidnych buniek
Analysis of SLAMF receptor expression in normal and pathological B-lymphoid cells

Mati$ Comal, Elena Téthovaz, Marek §ari§sk§11

10stav  farmakolégie, 2Ustav  lekarskej aklinickej biofyziky UPJS LF, KoSice
(coma.matus@gmail.com; marek.sarissky@upjs.sk; etothova@post.sk)

Rodina SLAMF (,signalling lymphocyte activation molecule“ family) receptorov pozostava z 9
glykoproteinov modulujicich diferenciaciu a aktivaciu Sirokého spektra buniek imunitného
systému. Tieto receptory s exprimované na povrchu B- a T-lymfocytov, NK buniek, NKT buniek,
monocytov, makrofagov, dendritickych buniek, plazmacytoidnych dendritickych buniek,
trombocytov, granulocytov, hematopoetickych kmenovych buniek a hematopoetickych
progenitorovych buniek.

Cielom tejto prace bolo porovnat expresiu vybranych SLAMF receptorov u normalnych
vs. patologickych B-lymfocytov z periférnej krvi resp. kostnej drene zdravych darcov vs.
pacientov s B-CLL (chronicka B-lymfocytova leukémia). Expresia receptorov  CD150(SLAMF1),
CD48(SLAMF2), CD229(SLAMF3), CD84(SLAMF5), CD352(SLAMF6) a CD319(SLAMF7) bola
analyzovana pomocou multiparametrickej prietokovej cytometrie.

U patologickych B-lymfocytov bola oproti normalnym B-lymfocytom pozorovand signifikantne
zniZend expresia receptorov CD150, CD48 a CD352 v zmysle zniZenej hodnoty MFI (,mean
fluorescence intensity“) #SD: 429 #112 vs. 218 #218 (p<0.05), 2787 *447 vs. 1151 +£560
(p<0.01), 7701 #2192 vs. 5582 #1007 (p<0.01), vtomto poradi. V pripade ostatnych
analyzovanych markerov (CD229, CD84 a CD319) neboli medzi normalnymi a patologickymi B-
lymfocytmi pozorované Ziadne Statisticky vyznamné rozdiely.

Identifikované rozdiely v expresnych vzorcoch SLAMF receptorov medzi normalnymi
a patologickymi B-CLL B-lymfocytmi by mohli mat' vyznamné potencidlne implikacie v bioldgii,
diagnostike, liecbe a prognostikacii B-CLL, najCastejSie sa vyskytujuceho typu leukémie
dospelého veku.
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U¢inok kombinovanej lie¢by antioxidantu s antidiabetikom na hypertrofiu obli¢ky
a expresiu AMP-Kinazy u diabetickych zvierat
The effects of antioxidant-antidiabetic therapy on the renal hypertrophy and the
expression of AMP-Kinase in diabetic animals

Denisa Dedikova, Barbora Cacikova, Stanislava Jankyova

Katedra farmakoldgie a toxikologie, Farmaceuticka fakulta UK v Bratislave, Odbojarov 10, 83232
Bratislava (jankyova@fpharm.uniba.sk)

Uvod: Diabeticka nefropatia predstavuje hlavni pri¢inu koneéného $tadia zlyhania obliciek a je
jednou z hlavnych pri¢in morbidity a mortality u diabetickych pacientov. Charakteristickym
znakom diabetickej nefropatie je zvySenie vylucovania albuminu mocom a pokles rychlosti
glomerularnej filtracie, ktoré sa vyskytuju v stuvislosti so zvySenim krvného tlaku. V poslednych
rokoch bol odhaleny aj vztah medzi rendlnou hypertrofiou a aktivitou AMP-kinazy (AMPK).
Hyperglykémia spdsobuje pokles aktivity AMPK, ¢im sa aktivuje syntéza proteinov v oblickach a
dochadza k renalnej hypertrofii.

Ciele: Ciel'om prace bolo posudenie zmien oblickového poskodenia s naslednou hypertrofiou a
zmien expresie AMPK po podavani Pycnogenolu a metforminu v monoterapii, pripadne v
kombinacii u diabetickych experimentalnych zvierat.

Metodika: Wistar potkanom bol aplikaciou streptozotocinu (3x 25mg/kg ip.) navodeny
diabetes a pocas 8 tyZdnov bol aplikovany Pycnogenol (20 mg/kg) a metformin (12,1 mg/kg) v
monoterapii aj v kombindcii. Po usmrteni zvierat bola hypertrofia stanovena vazenim obliciek a
expresia AMPK pouZzitim met6dy Western blotting a imunodetekcie.

VysledKky: Expresia AMPK v oblicke neliecenych diabetickych zvierat bola signifikantne znizena
oproti skupine zdravych kontrolnych zvierat. Lietba Pycnogenolom a metforminom v
monoterapii, aj kombinacia tychto lieiv viedla ku zvySeniu expresie AMPK, pricom najvyssiu
hodnotu dosiahla prave podavanim dvojkombinacie lie¢iv (p<0,05). U nelieCenych diabetickych
zvierat bola pritomnd renalna hypertrofia; pomer hmotnosti oblicka/telo v porovnani so
zdravymi kontrolnymi zvieratami bol zvySeny. Monoterapia Pycnogenolom a metforminom
sposobila pokles pomeru hmotnosti oblicka/telo v porovnani s nelieCenymi diabetickymi
zvieratami. Podavanie kombinacie Pycnogenolu a metforminu viedlo rovnako ku zniZeniu
pomeru hmotnosti oblicka/telo v porovnani s nelieCenymi diabetickymi zvieratami

Zaver: Vysledky ziskané v tomto experimente si ddékazom pozitivneho vplyvu terapie
kombinaciou Pycnogenolu a metforminu na zvySenie expresie AMPK, ako aj na zamedzenie
rozvoja hypertrofie obli¢iek. Pravdepodobnym mechanizmom je prave zvysenie expresie AMPK,
ktoré koreluje so znizenim syntézy proteinov v obli¢kach, ¢im predchadza vzniku hypertrofie.

Grantovd podpora: Projekt bol podporeny grantom FaF UK 12/2012 a VEGA 1/0638/12.
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Cholinesterazy v srdci mysi
Cholinesterases in mouse heart

Dominika Dingovat?, Eric Krejci2, Anna Hrabovska!

1Departement of pharmacology and toxicology, Faculty of Pharmacy, Comenius University,
Bratislava, Slovakia, 2Université Paris Descartes, CNRS UMR 8257 MD 4, Cognac G, Paris, France

(dominika.dingova@gmail.com)

Acetylcholine plays a key role in heart innervations. Its action causes activation of muscarinic
M2 receptors and thus subsequent reduction of frequency and heart contractility. Protective
effect of acetylcholine during chronic heart congestion or atrial fibrillation was confirmed by
numerous studies. Level of acetylcholine is controlled by action of two important enzymes:
acetylcholinesterase (AChE) and butyrylcholinesterase (BChE). This fact determines their crucial
role in the process of cholinergic neurotransmission, however more profound data are needed.
The aim of the present project was to obtain deeper information about cholinesterases in heart,
especially characterization of their molecular forms and their localization in the mouse heart.
Genetically modified mice lacking different molecular forms of cholinesterases were used in the
study. Molecular forms in heart compartments were separated on sucrose gradient and activities
were determined by Ellman’s assay. Modified Karnovsky and Roots method2 was used for
staining of cholinesterases in cryosections of heart, but also in heart filled with gelatin®. Different
molecular forms of cholinesterases were identified by light microscopy.

The highest AChE activity was observed mainly in atria and at the base of the heart. AChE
anchored by ColQ and PRiMA in ratio 1:1 was discovered in left ventricle, right ventricle, septum,
apex and also at the base of the heart. However, a higher portion of PRIMA AChE than ColQ was
found in right and left atria. BChE activity was found predominantly in myocardium of ventricles
and septum. BChE is dispersed in all heart regions in form of monomers and dimmers.

aTSUJI S et al., Brain Res Brain Res Protocol, 9, 16-22 (2002)
bPAUZA DH et al., Anat rec, 259, 353-82 (2000)

Acknowledgement: This project was supported by APVV grant SK-FR-0048-11, VEGA 1/1139/12,
ITMS 26240120031
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Antihyperglykemické a antiradikalové uc¢inky med'natych komplexov odvodenych od
aminoKkyselin
Antihyperglycemic and antiradical effects of copper complexes derived from aminoacids

Markéta Dlouha!, Marek Matuska?, Eva Racanska?, Ingrid Tumovéa?
10stav humannej farmakolégie a toxikolégie, Farmaceuticka fakulta VFU, Brno, Katedra

chemickej teorie lieciv, 2Katedra farmakologie a toxikoldgie, Farmaceuticka fakulta UK,
Bratislava (Dlouha.mar@gmail.com; racanska@fpharm.uniba.sk)

Uvod a ciele. Med'naté komplexy Schiffovych zasad odvodené od aminokyselin sti predmetom
zaujmu vo viacerych odvetviach bioorganickej chémie. Vzhladom kich vyznamnému
antiradikalovému a antioxidacnému po6sobeniu boli uz skorsie v podmienkach in vivo zistené
ucinky protizapalové, antipyretické a antidiabetické 12. Zistena bola aj antiureazova aktivita u
niektorych pribuznych zldéenin, ktord dava predpoklad ich vyuZitia pri infekcii Helicobacter
pylori, resp. dalSich ureolytickych baktérii (Proteus, Pseudomonas, Klebsiella), participujucich sa
na vzniku gastritid azapalovych urologickych infekcii. Praca je zamerand na skriningové
hodnotenie piatich novosyntetizovanych mednatych komplexov odvodenych od kyseliny 2-
formylfenoxyoctovej s aminokyselinami (glycin, L-a-alanin, (-alanin, kyselina D,L-a-
izoaminobutanova, kyselina y-aminobutanova) s cielom vyselektovat' Struktiry vhodné pre
d’alSie toxikologické a biologické studie.

Metodika. Antiradikdlovd a antiureazova aktivita komplexov bola hodnotena
spektrofotometricky. Ako Standardy na inhibiciu uredzy sa pouzil glutaraldehyd a kyselina
acetohydroxamova. VSetky mednaté komplexy Schiffovych zasad vykazovali antiureazovu
a antiradikdlova aktivitu, ktord sa zvySovala s rasticim kruhom aminokyseliny v komplexe,
ktorych hodnoty ICso (mM) boli rddovo nizSie srasticim kruhom aminokyseliny ako pri
pouzitych Standardoch. Cytoprotektivne vlastnosti komplexov boli hodnotené na alloxanovom
modeli poSkodenia B-buniek pankreasu u mysi (80mg/kg i.v.) a nasledovnom 5-diiovom merani
zmien hladiny glukdzy v krvi. Latky boli aplikované ip. vdavke 10 mg/kg vo forme vodnych
roztokov 60 min. pred podanim alloxanu.

VysledKky. Na zaklade nameranych hodnét pri stanoveni antihyperglykemickej aktivity bola
u vSetkych hodnotenych komplexov zistena ich schopnost znizovat alloxdnom indukovanu
zvySend hladinu glukézy vkrvi. Ziskané vysledky Cciastotne Kkorelovali s vysledkami
antiradikalového a antiureazového pdsobenia tychto latok.

Zaver. Hodnotené komplexné zlicCeniny potvrdili schopnost inhibovat experimentalne
indukovanui hyperglykémiu, na ¢om sa zrejme participuje ich antiradikdlové atym aj
cytoprotektivne posobenie. Vysledny efekt je modifikovany typom naviazanej aminokyseliny,
resp. jej polohou.

Literatura:
1. Racanska E. et al., Acta Facult. Univ. Comenianae 53, 200-206, 2006. 2. Sokolik |. et al.: Acta
Facult. Univ. Comenianae 54, 165-170, 2007.

Podporené grantmi: FaF UK/49/2013 a IGA 65/2014,/FaF (Ceskd republika)
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0dlisné ucinky samostatného asucasného podania Kklaritromycinu afurosemidu na
myokardialnu génovu expresiu (Kcnq1, Cacnalc, Myh6, Myh7, Myh7b) v beta-adrenergne
stimulovanych srdciach

Disparate effect of single and co-administration of clarithromycin and furosemide on
cardiac gene expression (Kcnql, Cacnalc, Myh6, Myh7, Myh7b) in beta-adrenergically
stimulated hearts

Gabriel Do6ka!, Jana Kmecova!, Katarina Ochodnicka-Mackovi¢oval, Peter Vavrinec!, Eva
Kral'oval, Tatiana Stankovicoval, Peter Ochodnicky?, Peter Kienek?, Jan Klimas!

1Univerzita Komenského, Farmaceuticka fakulta, Katedra farmakolégie a toxikolégie, Bratislava,
Slovenska republika, 2Academic Medical Center of Amsterdam, Dpt. Pathology, Amsterdam,
Holandsko (doka@fpharm.uniba.sk)

Uvod aciele: Hypokaliémia v pritomnosti klaritromycinu, ktory predlzuje QT-interval moze
viest k Torsades de Pointes (TdP). PrediZenie repolarizacie ovplyviiuje vykon srdca, normalne
kontrolovany vapnik regulujicimi proteinmi a tazkymi retazcami myozinov (MHC). Testovali
sme mRNA expresiu génov pre draslikové kanaly, gény regulujice intraceluldrnu hladinu Ca2+
a gény pre izoformy MHC v beta-adrenergne stimulovanych a nestimulovanych srdciach.
Metodika: Potkanom Wistar bol 7 dni podavany Kklaritromycin (KLA, 200 mg/kg/d, p.o.),
furosemid (FUR, 200 mg/kg/d, p.o.) alebo kombinacia (KLA+FUR), kontrolam (KON) podavané
vehikulum. EKG bolo monitorované za bazalnych podmienok a pri stimuldcii izoprenalinom
(IZO, 5-60 ng/min, i.v.) v anestézii. Pouzitim RT-qPCR sme merali 'avokomorua expresiu génov:
Kcnh2, Kenql, Cacnalp, Atp2a2 (SERCA2A), Ryr2, Myh6 (alfa-MHC), Myh7 (beta-MHC), Myh7b
VysledKky: Furosemid podla ocakavani spdsobil hypokaliémiu (p<0,05). Klaritromycin aj
furosemid samostatne predlzovali QT interval. Sucasné podanie lie¢iv potencovalo QT
prolongaciu v porovnani s monoterapiou (p<0,05). Stimulovanie s IZO viedlo k narastu tepovej
frekvencie, porovnatelne medzi skupinami. U jedného z desiatich potkanov bol pri kombinacii
KLA+FUR zaznamenany vyskyt TdP pocas I1ZO stimulacie. Vyhradne v KLA+FUR skupine
stimulacia 1Z0 zvySovala expresiu K+ kanala Kcnq1 v porovnani s monoterapiou (o 56% vs. FUR
a0 52% vs. KLA, obe p<0,05) a tieZ expresiu podjednotky Ca2+ kanala Cacnalc (o 73% vs. KON,
97% vs. FUR, 75% vs. KLA, vSetko p<0,05). Sticasne sme zaznamenali narast expresie vSetkych
MHC v stimulovanych KLA+FUR srdciach v porovnani s ostanymi skupinami (vSetky p<0,05).
Zasadné je, Ze ziaden =z analyzovanych génov nemal signifikantne zmenenu expresiu
v nestimulovanych KLA, FUR ani KLA+FUR potkanoch v porovnani s KON.

Zavery: Sucasné podanie klaritromycinu a furosemidu vyrazne predlzuje QT interval, o moze
pri beta-adrenergnej stimulécii spustit TdP u potkanov. Pozoruhodnym zistenim je, Ze alteracia
génovej expresie (Kenql, Cacnalc, MHC) bola pritomna len pri si¢asnom podani oboch lieciv
a iba ako nasledok beta-adrenergnej stimulacie.

Grantovd podpora: APVV-0887-11, VEGA 1/0981/12, VEGA 1/0564/13
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New cholinesterases inhibitors 7-methoxytacrine-adamantylamine heterodimers as
inhibitors of bace and amyloid beta 1-40

Lucie Drtinova?, Miroslav Pohanka?, Katarina Spilovska?, Jan Korabecny!2, Vendula Sepsovalz?,
Evzenie Nepovimovalz2, Kamil Kucalz23

1Biomedical Research Centre, University Hospital Hradec Kralove, Czech Republic, 2Department
of Toxicology, Department of Public Health, Centre for Advanced Studies, Faculty of Military
Health Sciences, University of Defence, Hradec Kralove, Czech Republic, 3University of Hradec
Kralove, Faculty of Science, Department of Chemistry, Hradec Kralove, Czech Republic

(luciedrtinova.ld@gmail.com)

Betasecretase (BACE) is enzyme and belongs to group of aspartyl proteases. It is located in
myelin sheaths as transmembrane protein in peripheral nerve cells in brain. There are also other
secretases: alpha-secretase and gamma-secretase (located on the same trasmembrane protein
like beta-secretase). BACE is the most important enzyme as promising therapeutic target
because the enzyme initiates the first step in beta-amyloid production. The beta-amyloid can
aggregate and create amyloid plaques. We have chosen new acetylcholinesterase inhibitors (7-
methoxytacrine-adamantylamine heterodimers linked by alkyl chain with thioureas and ureas
group) which could inhibit BACE. These two compounds 7-methoxytacrine (inhibitor of
cholinesterases) and amino-adamantane (antagonist on NMDA receptors), would play an
important role in the treatment of AD.

First experiment: It was used BACE Inhibitor Screening Assay Kit No. 600070 for assessement of
median inhibitory concentration (IC50) values. The kit contains human recombinant BACE,
substrate and fluorescence buffer. After cleavage by BACE, product is brightly fluorescent and it
was analyzed by fluorescence reader with excitation of 335-345 nm and emission of 485-510
nm.

Second experiment: Beta-amyloid aggregation induced by human acetylcholinesterase with
added potential inhibitor from 7-methoxytacrine-adamantyladamine heterodimer group. To
determine amyloid fibril formation was used 1.5 uM solution of thioflavin-T in 50mM glycine-
NaOH buffer. Fluorescence was monitored at 446 nm for excitation and 490 nm for emission;
excitation-emission slits was 2 nm bandwidth.

In the experiments, standard substances suitable for AD therapy were measured and the IC50
for AChE was exhibited in sub-pM concentration. Between these substances belongs (ICso for
BACE): donepezil (0.1uM), galantamine (1pM), huperzine A (1pM), 7-MEOTA (10uM), L-
tryptofan (10uM). Three compounds exerted similar ICso like 7-MEOTA and L-tryptofan, and one
compound like galantamine and huperzine A. In amyloid beta study no one from tested
substance was comparable with standard propidium iodid, but all tested compounds have had
potential to inhibit fibrilogenesis of amyloid beta 1-40 and the range was between 25 to 40 %.
Three new potencial inhibitors of BACE with interesting ICso were detected in the experiment in
10 uM and one in 1 pM concentrations. All these compounds were also tested on inhibition of
beta-amyloid aggregation and three molecules were recommended for next in vivo testing.

Aknowledgement: SV/FVZ201203 Ministry of Education and Sport
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CyKklické derivaty chalkonov ako potencialne lieciva v terapii kolorektalneho karcinomu
Cyclic chalcone analogues as potential drugs for colorectal cancer treatment

David Drutovi¢!, Martin Kello!, Martina Chripkova!, Martina Pilatoval, Pal Perjési2, Marek
Sarissky?, Monica Lupi3, Giovanna Damia3, Jan Mojzis!

10stav farmakoldgie, Lekarska fakulta, Univerzita Pavla Jozefa Safarika v KoSiciach, Kogice,
ZKatedra farmaceutickej chémie, Lekarska fakulta, Univerzita v Pécsi, Pécs, Mad'arsko, 3Ustav
onkolodgie, Farmakologicky inStitat Mario Negri, Milano, Taliansko (drutovic@gmail.com)

Uvod: Chalkény, chemicky 1,3-difenyl-2-propén-1-6ny, su prirodné latky patriace medzi
polyfenolové zlticeniny. Si prekurzormi v syntéze flavonoidov a izoflavonoidov a esencidlnymi
sekundarnymi metabolitmi v mnohych rastlinach. Chalkény aich syntetické derivaty maja
antiproliferativne, protinddorové, antioxidacné, protizapalové a antiangiogénne ucinky. Vd'aka
ich biologickym uc¢inkom, prirodnému poévodu a jednoduchej syntéze novych derivatov su
potencidlnym zdrojom novych protinadorovych lie¢iv, vhodné sd aj na pouZitie
v chemoprevencii.

Ciele: Cielom prace bolo Studovat antiproliferativny tcinok novosyntetizovanych cyklickych
derivatov chalkénov na nadorovych bunkovych liniach kolorektalneho karcinomu a
u najucinnejSich derivatov sledovat ich schopnost indukovat apoptézu a ovplyvnenie
bunkového cyklu.

Metodika: Antiproliferativny ucinok bol Studovany pomocou MTT testu a analyzy klonogénneho
rastu buniek. Pomocou prietokovej cytometrie sme sledovali zmeny bunkového cyklu a viaceré
znaky apoptézy, ako externalizacia fosfatidylserinu, Specifickd fragmentacia DNA (TUNEL
assay), kaspazova aktivita, zmeny mitochondridlneho membranového potencialu (MMP) a vplyv
reaktivnych kyslikovych radikalov na bunkovd smrt. Pomocou Western blotu sme analyzovali
Stiepenie PARP. Zmeny expresie vybranych génov boli analyzované pomocou real time qRT-PCR.
Imunofluorescentne sme sledovali zmeny morfolégie jadra, markery poskodenia DNA a
Struktiru tubulinov.

VysledKy: (E)-2-(2°,4'-dimetoxybenzylidén)-1-tetralon (latka Q705) bol najucinnejsi derivat
u linie HCT116 (ICso = 3,44 * 0.25 pmol.l1), ktory tiez signifikante inhiboval klonogénny rast.
Latka Q705 spésobovala zastavenie bunkového cyklu v G2/M faze, ktorého moZnym
mechanizmom sd sledované zmeny, ako fosforylacia histonu H2AX, poruSenie Struktary
tubulinov a zniZenie ich expresie. Bol tieZ pozorovany narast subG0O/G1 populéacie buniek.
Apoptéza bola potvrdend pomocou TUNEL assay a analyzou externalizacie fosfatidylserinu.
Tento derivat u linie HCT116 spdsoboval zvysenie kaspazovej aktivity, Stiepenie PARP, zvySenie
produkcie reaktivnych kyslikovych radikalov a zniZenie MMP. Tieto zmeny boli sprevadzané
kondenzaciou chromatinu a zniZenou expresiou antiapoptotického génu bcl-X;.

Zavery: Na zaklade antiproliferativneho a proapoptotického ucinku latky Q705 u linie HCT116
je tento chalkén potencialnym lieC¢ivom v terapii kolorektalneho karcinému.
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Primarna cilidarna dyskinéza - diagnostika a liecba

Primary ciliary dyskinesia - diagnosis and treatment

Peter Durdik!2, Peter Banov¢int2

1Klinika deti adorastu, Univerzita Komenského v Bratislave, Jesseniova lekarska fakulta

v Martine, 2Centrum experimentalnej aklinickej respirolégie, Univerzita Komenského
v Bratislave, Jesseniova lekarska fakulta v Martine (peter.durdik@gmail.com)

Ocistovacia schopnost dychacich ciest, ktora je tvorena viacerymi vzajomne sa doplnujicimi
zloZkami, je doleZitou sucastou nereflexnych obrannych mechanizmov. Prave spravna
koordinacia jednotlivych zloziek je nevyhnutna kudrZaniu rovnovahy v dychacich cestach.
Poruchy ocistovacej schopnosti dychacich ciest predstavuju spolo¢ného menovatela pre
pocetné chronické klinické jednotky v respiroldgii. Chronicky kaSel mdéZe byt jedinou
symptomatoldégiou, pre ktord je pacient opakovane vySetrovany naro¢nymi diagnostickymi
postupmi. Rozvoj biomedicinskych technolégii, zdokonalovanie digitalizicie zaznamov a
minimalizacia diagnostickych pristrojov spresnuji diagnostiku na turovni mikrostruktur,
zlepSuju stratifikaciu ochorenia a tym individualizaciu terapie. Jednou z najdéleZitejsich zloziek
oCistovacej schopnosti dychacich ciest je mukocilidrny transport, ktory je tvoreny kinematikou
cilii a reologickymi vlastnostami hlienu. Hodnotenie kinematiky cilii je stale vysokonarocny
proces, ktory predstavuje doleziti sucast diagnostického algoritmu primarnej cilidrnej
dyskinézy.

Primdrna cilidrna dyskinézia je raritné geneticky heterogénne ochorenie respiracného systému,
ktoré patri do SirSej skupiny ciliopatii. Porucha motility cilii je podmienena funkénymi
a ultrastrukturalnymi zmenami. Klinické priznaky sa manifestuji uz v skorom detskom veku,
najcastejSie su chronicka rinosinusitida, otitida a produktivny kasel. Diagnostiku zjednodusuje
pritomny situs viscerum inversus alebo heterotaxia. Zakladom diagnostického algoritmu
primarnej cilidrnej dyskinézy st ddéslednd anamnéza doplnend o komplexné fyzikalne
vySetrenie, sacharinovy test vyzadujuci si spolupracu pacienta a RTG a HRCT zobrazovacie
vySetrenie zamerané na odhalenie hlavne bronchiektiz. Exaktnej$imi metddami sii meranie
nazalneho NO a bioptické vySetrenie s naslednou svetelnou alebo elektrénovou mikroskopiou,
ktora presne popiSe Strukturdlne abnormality cilie. Svetelnd mikroskopia spolu
s vysokorychlostnou kamerou umoznuju digitalizaciu pohybu riasinky a naslednt objektivizaciu
parametrov kinematiky. Najmodernejsim postupom je moznost stanovenia genetickych zmien -
Specifickych génovych mutacii, ktoré st zodpovedné za primarne ciliarne dyskinézy.

Vterapii je zakladom prevencia infekcie a dosledny kazdodenny manazment zvySujuici
ocCistovaciu schopnost’ dychacich ciest, ktory je tvoreny hlavne fyzioterapiou hornych a dolnych
dychacich ciest, terapiou znizujicou viskozitu hlienu a zvySujicou pohyblivost cilii. Okrem
respiracnej terapie ma vyznamnu ulohu aj liecba chronickej rinosinusitidy ¢i portch sluchu.

Tdto prdca bola podporend Grantom VEGA 1/0252/14 a projektom Martinské centrum pre
biomedicinu (BioMed Martin), ITMS: 26220220187, ktory je spolufinancovany zo zdrojov EU.
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Alergicka astma v experimentalnych podmienkach
Allergic asthma in experimental conditions

Soinia Fratiova, Marta JoSkov4, Ivana Kazimierova, Lenka Pappovd, Martina Sutovska

Ustav farmakolégie JLF UK, Martin (franova@jfmed.uniba.sk)

Uvod a ciel: Experimentélne $tidie zaoberajiice sa manazmentom alergickej astmy st neustale
zamerané na hl'adanie novych zdrojov latok, ktoré by sa mohli uplatnit v danej indikacii.
Problémom experimentalnych S$tudii je vytvorenie validného modelu, ktory by simuloval
priebeh astmy v humannych podmienkach. Cielom prace bolo sledovanie progresie zmien
obrannych mechanizmov dychacich ciest, stuptia zapalu aremodelacie dychacich ciest
v podmienkach experimentalne vyvolanej alergickej astmy.

Metodika: Zmeny obrannych mechanizmov dychacich ciest a pritomnost zapalu boli sledované
u OVA senzibilizovanych morciat po 21 dnioch. Z obrannych mechanizmov dychacich ciest boli
vySetrené zmeny: kasl'ového reflexu bdelych morciat po inhalacii 0,3M kyseliny citronove;j;
Specifického odporu dychacich ciest metédou in vivo po inhalacii Hi (106 mol/l) azmeny
kinematiky cilif metédou in vitro. Stupen zapalu bol definovany stanovenim hladin zapalovych
cytokinov IL-4, IL-5, IL-13 (BAL, sérum), hladin vydychovaného NO a stupfiom mastocytarnej
infiltracie. Stupen remodelacie dychacich ciest vySetrenim hladin TGF3 pomocou ELISA.
Vysledky: Po 21 dnoch senzibilizicie experimentdlnych zvierat doSlo oproti kontrole
k miernemu poklesu poctu narazov kasla, ktoré méze byt vyvolané adaptaciou kaslovych
receptorov. Ostatné sledované parametre potvrdili zvySenie citlivosti dal$ich obrannych
mechanizmov a stupna alergického zapalu u senzibilizovanych zvierat. Zistili sme zvySenie
odporu dychacich ciest po inhalacii Hi a kinetiky cilii respira¢ného epitelu. Boli zaznamenané
vyrazné zapalové zmeny prezentované zvySenim hladiny zapalovych cytokinov IL-4, IL-5, IL-13
(v BAL, sére), zvySenim hladin vydychovaného NO a stupnia degranulacie mastocytov. Zarovei
po 3 tyzdnoch senzibilizacie dochadza k remodelacii dychacich ciest.

Zavery: Detailnd analyza experimentalneho modelu pouzitého na Stidium zmien obrannych
mechanizmov dychacich ciest v podmienkach alergického zapalu je zakladnou podmienkou na
sledovanie moznosti ich farmakologického ovplyvnenia.

Podporené grantom: APVV-0305-12, MZ 2012/35-UKMA-12, VEGA 1/0165/14.

Martin Strana 25z 109 25.-27.6.2014


mailto:franova@jfmed.uniba.sk

64. Farmakologické dni a 24. Martinské dni dychania Zbornik abstraktov

Sledovanie farmakodynamickych a farmakokinetickych vlastnosti teofylinu v
experimentalne navodenom modeli alergickej astmy

Evaluation of pharmacodynamic and pharmacokinetic characteristics of theophylline in
experimental model of allergic asthma

Anna c, Ivana Medved'ova, Miroslava Simekova!, Juraj Mokry

Ustav farmakolégie, Jesseniova lekarska fakulta UK v Martine, 10stav klinickej biochémie,
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Uvod: Bronchialna astma je chronické zapalové ochorenie spojené s hyperreaktivitou dychacich
ciest (DC). KStandardnej liecbe patria v zavislosti na Stddiu ochorenia bronchodilatacné a
protizapalové lieCiva, ku ktorym sa zarad'uju aj metylxantiny. Jednym z mechanizmov p6sobenia
ich reprezentanta teofylinu je neselektivna inhibicia fosfodiesteraz. Vysledkom je zvySenie
vnutrobunkovej koncentracie cyklického AMP a GMP. V poslednych rokoch sa zistilo, Ze
zapojenie tohto mechanizmu uc¢inku do vysledného farmakologického pdsobenia je zavislé na
dosahovanej koncentracie v mieste p