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Venované pamiatke
prof. MUDr. Andreja Nicaka, DrSc.,
a

prof. MUDr. Antona Kohuta, DrSc.

a vSetkym ostatnym, ktori nam neziStne a priate/sky pomahali pri naSej,

neraz nelahkej, ceste vedou.
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Usporiadatelia 62. Cesko-slovenskych farmakologickych dni

Slovenska farmakologicka spolo  €énost’

Ceska spole énost pro experimentalni a klinickou farmakologii a
toxikologii Ceské léka Fské spole énosti J. E. Purkyn &

Univerzita P. J. Safarika v KoSiciach
Lekarska fakulta UPJS

Ustav farmakologie LF UPJS
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PROGRAM

Pondelok 25. juna 2012

12.00 - 17.00

Registracia ucastnikov v priestoroch Ges Club, Namestie L. Novomeského 13, KoSice

Obed 12.30-14.00
14.00 — 14.30 Slavnostné otvorenie 62. FD

14.45 - 16.00 VyzZiadané prednasky
predsednictvo: prof. MVDr. Jan Mojzis, CSc.

14.45 doc. MUDr. Maria Wagnerova, CSc.: Niektoré vybrané problémy geriatrickej
onkologie

15.15 prof. MUDr. Ivan Tkacg, PhD.: Farmakogenetika lieCby oralnymi antidiabetikami.

15.45 prof. MVDr. Jan Mojzi§, CSc.: Vybrana téma

16.00 — 16.30 Obgerstvenie

16.30 — 17.45 Farmakoldgia respira €ného systému
predsednictvo: prof. MUDr. Radoslav Nosé/, DrSc., RNDr. Zdenék Zidek, DrSc.

16.30 Frariova a kol.: Ovplyvnenie alergického zdpalu dychacich ciest latkami zo skupiny
polyfenolov

16.45 Mokry a kol.: Inhibicia fosfodiesteraz pri alergickom zéapale dychacich ciest

17.00 Sutovské a kol.: CRAC kanaly a alergicky zapal dychacich ciest — vplyv dihodobej
lieCby

17.15 AntoSova a kol.: Interakcia glutamatergického a nitrergického systému pri
hyperreaktivite dychacich ciest

17.30 Joskova a kol. Analyza frekvencie kmitania cilii respiracného traktu v

experimentalnych podmienkach

17.45-18.45 Diskusia pri posteroch



6/ 62. Farmakologické dni, KoSice, 25. — 27. juna 2012

Utorok 26. juna 2012

8.00 — 16.00 Registracia

8.45- 10.15 Varia

predsednictvo: doc. RNDr. Soria Frariova, PhD., doc. RNDr. Eva Kmonickova, CSc.

08.45 Placha a kol.: Hypoxicko-ischemické poSkodenie neonatalneho mozgu: Studium etio-
patogenetickych mechanizmov a moznosti ich ovplyvnenia

09.00 Juranek: Biologické paradoxy volno-radikalovych procesov: je mozné ovplyvnit
oxidagny stres exogénnymi antioxidantami?

09.15 Dingova a kol.: Vplyv ellmanovho €inidla na aktivitu cholinesteraz

09.30 Ponist a kol.: Terapeuticky efekt karnozinu v experimentalnej artritide a jeho
protektivny uc€inok na primarnu bunkovi kultdru chondrocytov

09.45 Banasova a kol.: Protection of high—molar-mass hyaluronan degradation by
bucillamine and its disulfide derivative.

10.00 Nosaf a kol.: Porovnanie uc€inku H1 a H4 antihistaminik na oxidativne vzplanutie

neutrofilov

10.15 — 10.45 Obgerstvenie

10.45 — 13.00 Farmakoldgia kardiovaskularneho systé  mu
predsednictvo: doc. MUDr. Juraj Mokry, PhD. doc. MVDr. Pavel Suchy, PhD.

10.45 Matus a kol.: Cholinergny systém v rozvoji srdcového zlyhania

11.00 Musil a kol.: Nasmerovanie multipotentnych kmernovych buniek k metabolizmu
svalovych buniek

11.15 Mladénka a kol.: Diastolic dysfunction is the initial pathophysiological feature of the
isoprenaline cardiotoxicity

11.30 Raijtik a kol.: Pleiotropné pdsobenie simvastatinu na mitochondrialnu apoptickd drahu
a post-ischemické obnovenie kontraktility

11.45 Kucera a kol.: Vplyv absencie vybranych molekulovych foriem cholinesteraz na
hladiny muskarinovych a 3-adrenergnych receptorov v srdci

12.00 Mlynarova a kol.: Expresia transkripénych faktorov v epikardialnom tuku pri
ischemickej chorobe srdca a srdcovom zlyhavani

12.15 Déka a kol.: Importance of cardiac myosin isoforms in human end-stage heart failure
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12.30 Mrvova a kol.: Vplyv absencie a7 nikotinovej podjednotky na zakladné
hemodynamické parametre srdca

12.45 Mrvova a kol.: Dynamika expresie génov regulujicich Ca** homeostazu a kontraktilitu
myokardu pocas rozvoja dysfunkcie favej komory navodenej beta adrenergickou

stimuléciou

13.00 — 14.15 Obed

14.15 — 15.45 Farmakoldgia v onkoldgii

predsednictvo: RNDr. Ladislava BartoSova, PhD., doc. RNDr. Magdaléna Kuzelov4,CSc.

14.15 Ilvanova a kol.: Antiproliferative effect of newly synthesized cyclic chalcone analogue
KRP®6: an in vitro study in HUVECS

14.30 Pilatova a kol.: Antiproliferativne G&inky indolovych fytoalexinov: vztah Struktdra a
ucinok

14.45 Varinskéa a kol.: Uloha galektinov v tumorigenéze

15.00 Mesaro3ova a kol.: Skrining génov podielajicich sa na procesoch angiogenézy
svetlobunkového karcinomu obliciek.

15.15 Cizmarikova a kol.: Vztah vybranych jednonukleotidovych polymorfizmov k lieéebnej
odpovedi na neoadjuvantnu lie€bu karcindmu prsnika

15.30 Sarissky a kol.: Relationships between genetic abnormalities, immunophenotype and
response to therapy in chronic lymphocytic leukemia.

15.45 Janockova a kol.: Vazbové vlastnosti pyridinovych oximov s DNA a ich

topoizomerézova inhibicia
16.00 — 16.30 Obcerstvenie
16.30 — 17.30 Diskusia pri posteroch
17.30- 18.15 Plenéarne zasadnutie Slovenskej farmakologickej spolocnosti a
Ceské spoleénosti pro experimentalni a klinickou farmakologii a toxikologii Ceské lékafské

spole€nosti J. E. Purkyné

19.00 Spolo¢ensky vecer
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Streda 27. juna 2012

9.00 — 10.00 Posterové prezentécie

predsednictvo: doc. PharmDr. Jan Klimas, PhD., doc. Ing. Kamil Ku¢a,PhD.,

Ahmadimoghaddam a kol.: Transfer of metformin across rat term placenta

Bludovska a kol.: Pleurotus ostreatus and pleuran may potentiate toxic and prooxidant
effects of chromium(V1) in rats

Fleskova a kol.: Utilization of bioactive plant polysaccharides in therapy of cough and
influencing airways reactivity

Gasparova a kol.: Neurodegeneration induced by trimethyltin in male wistar rat
hippocampus: electrophysiological and morphological aspects

Hofman a kol.: Substrate affinity of olomoucine Il and purvalanol a for ABCG2 and ABCB1
transporters in vitro and in situ

Jancinova a kol.: Farmakologicka inhibicia prozépalovej aktivity neutrofilov

Jirkovsky a kol.: Kardioprotektivni i€inek dexrazoxanu na experimentalnim modelu
chronické antracyklinové kardiotoxicity — vyznam schématu podani

Kolmanova a kol.: Vliv zmény v chemické struktufe nové syntetizovanych betalytik na jeji
farmakologicky ucinek

10.00 — 10.30 Obcerstvenie

10.30 — 12.00 Posterové prezentacie

predsednictvo: prof. MUDr. Ladislav Mirossay, DrSc., prof. MVDr. Jan Mojzi§, CSc.

Cihalova a kol.: Inhibition of p-glycoprotein efflux activity by cyclin-dependent kinase
inhibitors

Cizekova a kol.: Ovplyvriuje rezistencia nadorovych buniek fotocytostaticky Gcinok
proflavinovych derivatov?

Kolorz a kol.: Novy pfistup k detekci klinicky vyznamnych variantnich alel TPMT metodou
zaloZenou na real-time PCR.

Kralova a kol.: Vplyv metforminu a karvedilolu na disperziu QT a QTc intervalu u
diabetickych a hypertenzno-diabetickych potkanov

Kuca a kol.: Bisquaternary cholinesterase inhibitors as prophylaxis against nerve agents

Sotnikova a kol.: Kyselina rozmarinova zabranuje cievnej dysfunkcii vyvolanej
experimentalnym diabetom u potkanov

Sepsova a Kassa.: In vivo testovani novych reaktivatord na tabunem intoxikovanych



9/  62. Farmakologické dni, KoSice, 25. — 27. juna 2012

potkanech

Zacharfova a kol.: Silybin increased expression of AcylCo-A oxidase 1 in HHTG rats

12.00 Zaver 62. farmakologickych dni

12.30 - 13.30 Obed
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Zoznam posterov

1. TRANSFER OF METFORMIN ACROSS RAT TERM PLACENTA
Ahmadimoghaddam D., Neumanova Z., Cerveny L., Ceckova M., Staud, F.:
Department of Pharmacology and Toxicology, Charles University in Prague, Faculty of
Pharmacy in Hradec Kralove, Czech Republic

2. EXPRESSION PROFILE AND FETUS PROTECTIVE ROLE OF MULTIDRUG AND
TOXIN EXTRUSION TRANSPORTER 1 (MATE1/SLC47A1) AND O RGANIC CATION
TRANSPORTER 3 (OCT3/SLC22A3) AT DIFFERENT STAGES OF GESTATION IN RAT
Ahmadimoghaddam D.,Zemankova L., Neumanova Z., Nachtigal P., Dolezelova E., Cerveny
L., Ceckova M., Micuda S., Staud F.

Department of Pharmacology and Toxicology, Charles University in Prague, Faculty of
Pharmacy in Hradec Kralove, Czech Republic

3. ZMENY HLADINY EXHALOVANEHO A NAZALNEHO OXIDU DUS NATEHO
U PACIENTOV S ALERGICKOU RINITIDOU

AntoSova M, Bencova A, Rozborilova E.

Ustav farmakolégie, JLF UK Martin

4. ANTIHYPERTENZIVNY A NEGATIVNY CHRONOTROPNY EFEKT NOVYCH
DERIVATOV ARYLOXYAMINOPROPANOLU

Bado O., Frydrych M., Tengler J., BartoSova L.

Ustav huméannej farmakolégie a toxikolégie, FaF, VFU Brno, CR,

5. IDENTIFIKACIA A RIESENIE FARMAKOTERAPEUTICKYCH P ROBLEMOV U
PACIENTOV S DYSLIPIDEMIAMI

Balazova M., Kuzelova M.

Katedra farmakoldgie a toxikologie FaFUK, Bratislava

6. BENZOTHIAZOLEUREA ANALOGUES AS INHIBITORS OF ABA D-AB INTERACTION
IN ALZHEIMER'’S DISEASE

Benek O., Musilek K., Kuca K., Korabecny J., Spilovska K., Gunn-Moore F.

Department of Toxicology, Faculty of Military Health Sciences, University of Defence, Hradec
Kralove, Czech Republic

7. PLEUROTUS OSTREATUS AND PLEURAN MAY POTENTIATE T OXIC AND
PROOXIDANT EFFECTS OF CHROMIUM(VI) IN RATS

Bludovsk& M., Kotyzovéa D., Eybl V

Department of Pharmacology and Toxicology, Charles University in Prague, Faculty of
Medicine in Pilsen, Czech Republic

8. INHIBITION OF P-GLYCOPROTEIN EFFLUX ACTIVITY BY CYCLIN-DEPENDENT
KINASE INHIBITORS

Cihalova D., Hofman J., Ceckova M., Staud F.

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralove, Department

of Pharmacology and Toxicology, Hradec Kralove, Czech Republic

9. OVPLYVNUJE REZISTENCIA NADOROVYCH BUNIEK FOTOCYTOSTATICKY
UCINOK PROFLAVINOVYCH DERIVATOV?

Cizekova L., Grolmusova A., Vantova Z., Paulikova H.

Ustav biochémie, vyZivy a ochrany zdravia, Fakulta chemickej a potravinarskej technologie
STU, Bratislava
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10. SU ZA ROZDIELY V LIE CEBNEJ ODPOVEDI NA GLUKOKORTIKOIDY

U PACIENTOV S IDIOPATICKYM NEFROTICKYM SYNDROMOM ZO DPOVEDNE
POLYMORFIZMY GENU MDR1?

Cizmarikova M., Podracka L, Klim&akova L., Mojzi$ J., Mirossay L.

Ustav farmakolégie, Lekarska fakulta, UPJS Kosice

11. UCINOK SYNTETICKYCH DERIVATOV PRIRODNYCH POLYFENOLOV
NA AKTIVITU LUDSKYCH NEUTROFILOV

Drébikova K., Peregko T., Nosal R., Harmatha J., Smidrkal J., *an&inova V.
Ustav experimentalnej farmakoldgie a toxikoldgie SAV, Bratislava, SR,

12. ANTIPROLIFERATIVNY U CINOK SYNTETICKYCH DERIVATOV CHALKONOV
Drutovié D., Pildtova M., Chripkova M., Perjési P., Mikqé J., Mojzi§ J.
Ustav farmakoldgie, Lekarska fakulta, Univerzita P. J. Safarika v KoSiciach

13. NOVEL MATHEMATICAL APPROACHES FOR CALCULATION O F IRON-CHELATOR
COMPLEX STOICHIOMETRY BY THE USE OF DIRECT UV-VIS
SPECTROPHOTOMETRY

Filipsky T., Riha M., Mladénka P., Macéakova K., Hrdina R.

Department of Pharmacology and Toxicology, Charles University in Prague, Faculty of
Pharmacy in Hradec Kralové, Czech Republic

14. UTILIZATION OF BIOACTIVE PLANT POLYSACCHARIDES IN THERAPY OF COUGH
AND INFLUENCING AIRWAYS REACTIVITY

Fleskova D., Nosalova G., Sinha S., Bandyopadhyay S.S., Ray B., Jurecek L.

Department of Pharmacology, Jessenius Faculty of Medicine, Martin

15. NEURODEGENERATION INDUCED BY TRIMETHYLTIN IN MALE WISTAR RAT
HIPPOCAMPUS: ELECTROPHYSIOLOGICAL AND MORPHOLOGICAL ASPECTS

Gasparova Z., Janega P., Stara V., Ujhazy E.

Institute of Experimental Pharmacology and Toxicology, Slovak Academy of Sciences,
Bratislava, Slovakia

16. SYNTEZA A ACETYLCHOLINESTERAZOVA INHIBI CNA AKTIVITA NOVYCH
DERIVATOV TAKRINU A TAKRIN-KUMARINOVYCH HETERODIMER OV

Hamulakova S., Janovec L., Hrabinova M., Kristian P., Spilovska K., Kuga K., Imrich J.
Ustav chemickych vied, Katedra organickej chémie, Prirodovedecka fakulta Univerzity P. J.
Safarika, Kosice, SR

17. SUBSTRATE AFFINITY OF OLOMOUCINE Il AND PURVALA NOL A FOR ABCG2
AND ABCB1 TRANSPORTERS IN VITRO AND IN SITU

Hofman J., Cihalova D., Kucera R., Klimes J.,Ceckova M., Staud F.

Department of Pharmacology and Toxicology, Charles University in Prague, Faculty of
Pharmacy in Hradec Kralove, Hradec Kralove, Czech Republic,

18. POROVNANI UCINNOSTI LOKALNICH HEMOSTATIK NA MODELU PARCIALNI
NEFREKTOMIE LABORATORNIHO POTKANA

Chalupové M., Prazanova G., Kollar P., Sopuch T., Suchy P.

Ustav humanni farmakologie a toxikologie, Farmaceuticka fakulta, Veterinarni a
farmaceuticka univerzita Brno

19. SYNTETICKE DERIVATY BRASININU A ICH ANTIPROLIFE RATIVNY UCINOK
Chripkova M., Pilatova M., DrutoviC D., Kutschy P., Mirossay L., Mojzi$ J.
Ustav farmakoldgie, Lekarska fakulta, Univerzita P. J. Safarika v KoSiciach



12/  62. Farmakologické dni, KoSice, 25. — 27. juna 2012

20. FARMAKOLOGICKA INHIBICIA PROZAPALOVEJ AKTIVITY NEUTROFILOV
Qanéinové V., Drabikova K., Perec¢ko T., Nosal R., Svitekova K.
Ustav experimentalnej farmakologie a toxikoloégie SAV, Bratislava

21. KARDIOPROTEKTIVNI U CINEK DEXRAZOXANU NA EXPERIMENTALNIM MODELU
CHRONICKE ANTRACYKLINOVE KARDIOTOXICITY — VYZNAM SC HEMATU PODANI
Jirkovsky E., Popelova O., Hroch M., Adamcova M., Miéuda S., Gersl V., Stérba M.

Ustav farmakologie, Lékarska fakulta v Hradci Kralové, UK v Praze

22. REMOVAL OF LIPOPOLYSACCHARIDE AND OTHER BACTER IAL
CONTAMINANTS FROM SAMPLES OF PHARMACOLOGICAL INTERE ST

Kmonickova E., Zidek Z.

Institute of Experimental Medicine, Department of Pharmacology, Academy of Sciences of
the Czech Republic, Prague 4, Czech Republic

23. INVOLVMENT OF POTASSIUM ION CHANNELS IN ALLERGI C AIRWAYS
INFLAMMATION IN GUINEA PIGS

Kocmalova M., Marcinek J., Kalman M., Frafiova S., Sutovska M.

Department of Pharmacology, JLF UK, Martin

24. VLIV ZMENY V CHEMICKE STRUKTURE NOVE SYNTETIZOVANYCH BETALYTIK
NA JEJI FARMAKOLOGICKY U CINEK

Kolmanova E., BartoSova L., Praskova V., Vesela M., Suchy P.

Ustav humanni farmakologie a toxikologie, Farmaceuticka fakulta, VFU Brno

25. NOVY PRISTUP K DETEKCI KLINICKY VYZNAMNYCH VARIANTNICH ALE L TPMT
METODOU ZALOZENOU NA REAL-TIME PCR.

Kolorz M, Wroblova K, Uliény B, BartoSova L, Barto$ M.

Ustav humanni farmakologie a toxikologie, Farmaceutickéa fakulta, VFU Brno, CR,

26. RELATIVE BIOAVAILABILITY OF TWO ENALAPRIL FORMU LATIONS IN HEALTHY
VOLUNTEERS

Kopecky J., Kholova D., Vybiralova Z., Zoulovéa J., Chladek J., Macek K., Kvétina J.
Institute of Experimental Biopharmaceutics, Joint Research Centre of PRO.MED.CS Praha
a.s. and Academy of Sciences of the Czech Republic, Hradec Kralové, Czech Republic

27. SYNTHESIS, BIOLOGICAL ASSESSMENT AND MOLECULAR MODELING OF
NOVEL TACRINE-7-METHOXYTACRINE HETERODIMERS FOR ALZ HEIMER DISEASE
TREATMENT

Korabecny J., Hamulakova S., Gazova Z., Siposova K., Kassa J., Kuca K.

Department of Pharmaceutical Chemistry and Drug Control, Charles University in Prague,
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralove, Czech Republic

28. LIECBA AKUTNEJ BOLESTI NA ODDELENIi TRAUMATOLOGIE

Kovagova B., Foltanova T., Kénya S., DuriSova A.

Katedra farmakoldgie a toxikologie, Farmaceuticka fakulta, Univerzita Komenského
v Bratislave,

29. VPLYV METFORMINU A KARVEDILOLU NA DISPERZIU QT a QTc INTERVALU
U DIABETICKYCH A HYPERTENZNO-DIABETICKYCH POTKANOV

Kralova, E., Jankyova, S., GreSakova, E., Stankovitova, T.

Katedra farmakoldgie a toxikolégie, Farmaceuticka fakulta, Univerzita Komenského

v Bratislave



13/  62. Farmakologické dni, KoSice, 25. — 27. juna 2012

30. BISQUATERNARY CHOLINESTERASE INHIBITORS AS PROP HYLAXIS AGAINST
NERVE AGENTS

Kuca K., Musilek K., Komloova M., Horova A., Soukup O., Zdarova-Karasova J., Kassa J.
University of Defence, Faculty of Military Health Sciences, Department of Toxicology, Centre
of Advanced Studies and Department of Public Health, Hradec Kralove, Czech Republic,

31. PROBIOTIC STRAIN ESCHERICHIA COLI NISSLE 1917 AND ITS EFFECT ON
BACTERIOCINOGENY AND MORPHOMETRIC PARAMETERS OF GAS TROINTESTINAL
WALL IN EXPERIMENTAL PIGS

Kunes M., Bures$ J., Smajs J., Pejchal J., Smarda J., Forstl M., Lesna J., Tlaskalova-
Hogenova H., Kvétina J.

Institute of Experimental Biopharmaceutics, Joint Research Centre of PRO.MED.CS Praha
a.s. and the Czech Academy of Sciences, Hradec Kralové,

32. INTERACTION OF ANTIVIRAL AGENT PMEG WITH SLC TRANSPORTERS
Mandikova J., Volkova M., Novy Z., Pavek P., Janeba Z., Trejtnar F.

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Krélové, Department of
Pharmacology and Toxicology, Czech Republic

33. APLIKACIA FARMAKOLOGICKY OVPLYVNENYCH HUMANNYCH
HEMATOPOETICKYCH KME NOVYCH BUNIEK DO SRDCA WISTAR POTKANA IN VIVO
MenSikova L., Musil P., Stahlova K., Mlynarova J., GaZzova A., Kyselovi¢ J.

Univerzita Komenského v Bratislave, Farmaceuticka fakulta, Katedra farmakolégie

a toxikologie,

34. HODNOTENIE IV_ATOK S ANTIOXIDA CNYMI VLASTNOSTAMI A ANTIREUMATIKA
- METOTREXATU STUDOVANA NA MODELI ADJUVANTNEJ A RTRITIDY

Mihalova D., Bauerova K., Dréfi F., Kuncirova V., Ponist S., Fedorova T., Harmatha J., Nosal
R.

Ustav experimentalnej farmakoldgie a toxikoldgie SAV, Bratislava, SR,

35. HODNOTENIE UCINKU DIMETYLSULFOXIDU NA ZAPALOVE A OXIDA CNE
PARAMETRE PRI EXPERIMENTALNOM MODELE ALERGICKEJ AST MY
Mikolka P., Mokra D., Drgova A., Petras M., Mokry J.

Ustav fyzioldgie, Jesseniova lekarska fakulta Univerzity Komenského, Martin

36. 2-CHLORO-1,4-NAFTOCHINONOVY DERIVAT KVERCETINU AKO POTENCIALNE
LIECIVO DIABETICKYCH KOMPLIKACIi: PREDKLINICKE TESTY IN VITRO
Milackova I., Prnova M., Kovacikova L., Majekova M., Veverka M., Stefek M.

Ustav experimentalnej farmakologie a toxikoldgie, SAV, Bratislava,

37. HODNOCENI A POROVNANI BIOLOGICKYCH EFEKT U STRUKTURALNE
PRIBUZNYCH LATEK IZOLOVANYCH Z MORUS ALBA L.

Miiller Zavalova V., Béarta T., Smejkal K., Sougek K., Kollar P.

Ustav humanni farmakologie a toxikologie, Farmaceuticka fakulta, Veterinarni a
Farmaceuticka Univerzita Brno, Ceska Republika

38. PYCNOGENOL® NORMALIZUJE KOMOROVU DEPOLARIZACIU U DIABETICKEJ
KARDIOMYOPATIE BEZ OVPLYVNENIA ZVYSENEJ EXPRESIE KO NEXINU 43
Nemcekova V., Jankyova S., Cernecka H., Potucek P., Doka G., Kyselovi¢ J., Kfenek P.,
Babal P., Klimas J.

Katedra farmakologie a toxikolégie, FaF UK v Bratislave
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39. INTOXIKACIE CITALOPRAMOM, ESCITALOPRAMOM A SERTRALI NOM
KONZULTOVANE S NARODNYM TOXIKOLOGICKYM INFORMA CNYM CENTROM
V ROKOCH 2007-2011

OndriaSova E., Fabianova D., Cagarnova B., Plackova S.

Katedra farmakologie a toxikolégie, Farmaceuticka fakulta UK, Bratislava

40. NON-COMPLIANCE PACIENTOV SO SKLEROZOU MULTIPLEX PRI
IMUNOMODULACNEJ LIECBE

Pankuchova I., Prochazkova L., Corejova A.

Katedra farmokoldgie a toxikologie, Farmaceuticka fakulta UK, Bratislava,

41. DERIVATY STILBENU INDUKUJU APOPTOZU LUDSKYCH NEUTROFILOV
I?ereéko T., Drabikova K., Nosal R., Harmatha J., Janéinova V.
Ustav experimentalnej farmakologie a toxikologie, SAV Bratislava, SR

42. DYNAMIKA EXPRESIE GENOV REGULUJUCICH Ca ?* HOMEOSTAZU

A KONTRAKTILITU MYOKARDU PO CAS ROZVOJA DYSFUNKCIE LAVEJ KOMORY
NAVODENEJ BETA ADRENERGICKOU STIMULACIOU

Pivackova L., Cernecka H., Klimas J., Kyselovi¢ J., Kfenek P.

Katedra farmakoldgie a toxikologie, Farmaceuticka fakulta, Univerzita Komenského

v Bratislave

43. REZISTENCIA NA ANTITUBERKULOTIKA V SR
Porvaznik I., Mokry J., Solovi¢ I.
Narodny Ustav tuberkuldzy, pfucnych choréb a hrudnikovej chirurgie, VySné Hagy

44. L-ARGININ ZLEPSUJE FUNKCIU LI’AVEJ KOMORY BEZ VPLYVU NA OSTATNE
ZMENY U IZOPRENALINOM INDUKOVANEHO POSKODENIA SRDCA

Potigek P., Kralova E., Cernecka H., Neméekova V., Doka G., Pivagkova L., Kyselovié J.,
Kfenek P., Klimas J.

Katedra farmakoldgie a toxikologie, FaF UK v Bratislave, UK v Bratislave

45, AKTIVITA CRAC IONOVYCH KANALOV V HUMANNOM GRAVI DNOM MYOMETRIU
MATERNICE

Sadlofiova V., Dokus K., Joskova M., Sutovska M., Frafova S.

Ustav farmakoldgie, Jesseniova lekarska fakulta UK, Martin

46. IN VIVO TESTOVANI NOVYCH REAKTIVATOR U NA TABUNEM INTOXIKOVANYCH
POTKANECH

Sepsova V., Kassa J.

Katedra toxikologie, Fakulta vojenského zdravotnictvi, Univerzita obrany, Hradec Krélové,
Ceska republika

47. ZMENY KARDIOVASKULARNEHO RIZIKA POD I’A SCORE SYSTEMU

U DLHODOBO LIE CENYCH DIABETIKOV

Sklenarova J., Jankyova S., MaSlonkva V., Foltanova T.

Univerzita Komenského v Bratislave, Farmaceuticka fakulta, Katedra farmakolégie
a toxikologie

48. ANALYZA OFF-LABEL POUZIVANYCH LIEKOV V TERAPII HOSPITALIZOVANYCH
PEDIATRICKYCH PACIENTOV

Slazneva J., KakoSova V., Kovacs L., KuZelova M.

Katedra farmakoldgie a toxikolégie FaFUK,Bratislava
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49. KYSELINA ROZMARINOVA ZABRA NUJE CIEVNEJ DYSFUNKCII VYVOLANEJ
EXPERIMENTALNYM DIABETOM U POTKANOV

Sotnikova R., Okruhlicova L., Pivackova L., Fialova S., Navarova J., Vlkovi¢ova J., Kfenek P.
Ustav experimentalnej farmakolégie a toxikologie SAV, Bratislava

50. NOVEL CLASS OF DUAL BINDING SITE CHOLINESTERASE INHIBITORS BASED
ON 7-METHOXYTACRINE AND ADAMANTYLAMINE MOIETIES IN

ALZHEIMER’'S DISEASE THERAPY

Spilovska K., Korabecny J., Musilek K., Horova A., Benek O., Kuca K.

Department of Toxicology, Faculty of Military Health Sciences, Hradec Kralove, Czech
Republic

51. XENOTRANSPLANTACIA MEZENCHYMALNYCH KME NOVYCH BUNIEK
Stahlova, K., Mensikova, L., Mlynarov4, J., Musil, P., Gazova, A., Goncalvesova, E.,
Kyselovié, J.

Univerzita Komenského v Bratislave, Farmaceuticka fakulta, Katedra farmakologie a
toxikoldgie

52. STUDY ON RENAL EXCRETION MECHANISM OF AMPHOTERI CIN B AT ORGAN
AND CELLULAR LEVELS

Trejtnar F., Mandikova J., Volkova M., Maixnerova J.

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy, Hradec Kralove, Czech Republic

53. SYNTEZA DERIVATOV AKRIDINU AKO POTENCIONALNYCH INTERKALATOROV
DNA KVADRUPLEXU

Vojtickova M., Janovec L., Imrich J.

Katedra organickej chémie, Ustav chemickych vied, Prirodovedecka fakulta, Univerzita P. J.
Safarika, Kosice

54. ODLISNE OPTIMALNE MODELOVE CHARAKTERISTIKY V AN ALYZE REAKTIVITY
SEGMENTOV A. RENALIS KONTROLNYCH A DIABETICKYCH POT KANOV

Vojtko R., Villaris R., Petrova M., Kristova V.

Ustav farmakolégie a klinickej farmakoldgie, Lekarska fakulta UK, Bratislava

55. RECEPTOR MEDIATED ENDOCYTOSIS OF ALBUMIN IN DIF FERENT EPITHELIAL
KIDNEY CELL LINES COMPARED TO CERVICAL CANCER CELL LINE

Volkova M., Mandikova J., Trejtnar F.

Department of Pharmacology and Toxicology, Charles University in Prague, Faculty of
Pharmacy in Hradec Kralove, Czech Republic

56. HAPLOTYPY HLA-DQ2, HLA-DQ8 A HLA-DRB1*04 JAKO G ENETICKE MARKERY
CELIAKIE

Wroblova K. Kolorz M., Vystréilova P., Pav I., BartoSova L.

Ustav humanni farmakologie a toxikologie, VFU Brno

57. SILYBIN INCREASED EXPRESSION OF AcylCo-A OXIDA SE 1 IN HHTg RATS
Zachafova A., Siller M., Matuskova Z., Veéefa R., Anzenbacher P.

Institute of Pharmacology, Faculty of Medicine and Dentistry, Palacky University, Olomouc,
Czech Republic

58. SYSTEMOVA PREMEDIKACE METAMFETAMINEM ZRYCHLUJE METABOLISMUS
ETHANOLU U POTKANA

Zendulka O., Sabova M., Jufica J., Machali¢ek M., Svéda P., Farkova M., Sulcova A.
Farmakologicky Ustav, Lékarska fakulta, Masarykova univerzita v Brné,
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59. PYRIMIDINE ANALOGUES AS PROSPECTIVE ANTI-INFLAM MATORY COMPOUNDS
Zidek Z., Jansa P., Janeba Z., Kostecka P., Kmonickova E.

Institute of Experimental Medicine, Department of Pharmacology, Academy of Sciences of
the Czech Republic, Prague 4, Czech Republic

Poznamka: Pracoviska spoluautorov su uvedené v abstraktovej ¢asti zbornika.
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TRANSFER OF METFORMIN ACROSS RAT TERM PLACENTA

Ahmadimoghaddam D., Neumanova Z., Cerveny L., Ceckova M., Staud, F.

Department of Pharmacology and Toxicology, Charles University in Prague, Faculty of
Pharmacy in Hradec Kralove, Czech Republic

Metformin is a highly polar positively charged compound that is occasionally used
during pregnancy. Therefore, detailed knowledge of its transplacental passage is of a great
importance for optimizing therapy of pregnant women with diabetes. However, the exact
mechanism(s) by which metformin crosses the placenta is not fully understood.

The aim of the present study was to investigate the role of Multidrug and Toxin
Extrusion Transporter 1 (Matel/SLC47A1) and Organic Cation Transporter 3
(Oct3/SLC22A3) in placental transfer of metformin.

Using the model of dually perfused rat term placenta, transplacental passage of
metformin was studied in both directions - maternal-to-fetal and fetal-to-maternal.

We observed dose-dependent asymmetry of metformin transplacental clearances in
favor of fetal-to-maternal one suggesting involvement of placental transport mechanism(s).
Changing pH on the maternal side of the placenta, we observed that the oppositely directed
H*-gradient can drive the secretion of metformin from placenta to mother, confirming
metformin elimination from placenta by Matel. Using MPP* as a common inhibitor of both
Oct3 and Matel, the transport of metformin from fetal circulation was completely suppressed.

Our results thus indicate that the transport of metformin across the rat placenta is
mediated by placental Oct3/Matel eliminatory pathway as observed in the case of other

cations (Ahmadimoghaddam et al., Toxicological Sciences 2012).

This work was supported by Grants GAUK 137010/C/2011, SVV/2011/263-003.
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EXPRESSION PROFILE AND FETUS PROTECTIVE ROLE OF MUL TIDRUG AND TOXIN
EXTRUSION TRANSPORTER 1 (MATE1/SLC47A1) AND ORGANIC CATION
TRANSPORTER 3 (OCT3/SLC22A3) AT DIFFERENT STAGES OF GESTATION IN RAT

! Ahmadimoghaddam D., 2Zemankova L., * Neumanova Z., *Nachtigal P., ? DolezelovaE.,
!Cerveny L., * Ceckova M., *Micuda S., * Staud F.

'Department of Pharmacology and Toxicology and “Department of Biological and Medical
sciences, Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralove, Czech
Republic; and ? Institute of Pharmacology, Charles University in Prague, Faculty of Medicine
in Hradec Kralove, Czech Republic

During gestation, transporter proteins localized in the placenta and/or fetal tissues are
of high importance since they are crucially responsible for fetus ontogeny. Detailed
knowledge of all transporters involved in fetal protection, regulation of their expression, and
their interactions with xenobiotics is deeply required for predicting the risk of treatment during
gestation.

The aim of the present study was to investigate the expression and localization of
Multidrug and Toxin Extrusion Transporter 1 (Matel/SLC47A1) and Organic Cation
Transporter 3 (Oct3/SLC22A3) in the rat placenta and fetal tissues at different stages of
pregnancy using gRT-PCR, western blot analysis and immunohistochemistry. Using infusion
of 1-methyl-4-phenylpyridinum (MPP"), a well-established substrate of both Matel and Oct3,
we also studied functional changes of both transporters in the placenta at different gestation
days (gds).

We observed significantly higher expression of Matel and Oct3 mRNA in the placenta
compared to the maternal kidney; their mRNA and protein levels increased towards the end
of gestation. Regarding fetal tissues, the highest levels of both transporters were observed in
the kidney, brain and intestine on gd 21. Immunohistochemical visualization revealed
preferential localization of Oct3 on the fetal side; on the other hand, Matel was shown to be
localized preferentially towards the maternal circulation in the placenta. Functional tests with
MPP* showed highest fetal exposure on gd 12 compared to gds 15, 18 and 21. In conclusion
we suggest that throughout gestation both the placenta and fetus express Matel and Oct3 in

a dynamic manner resulting higher degree of fetal protection.

This work was supported by Grants GAUK 137010/C/2011, SVV/2011/263-003.
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ZMENY HLADINY EXHALOVANEHO A NAZALNEHO OXIDU DUSNAT EHO
U PACIENTOV S ALERGICKOU RINITIDOU

! AntoSova M., 2Bencova A, ? Rozborilova E.

'Ustav farmakoldgie, *Klinika pneumoldgie a ftizeoldgie, JLF UK Martin

Oxid dusnaty (NO) je endogénnym medidtorom, ktory participuje na udrZiavani
homeostdzy v dychacich cestach. Zmeny jeho hladiny je mozné monitorovat vo
vydychovanom vzduchu (FeNO), pricom tieto aktivne stipaju aj pri alergickej rinitide (AR).
V tejto suvislosti sa preto uvazuje aj o monitoringu nazalneho NO (nNO), ktory by reflektoval
zmeny priamo na urovni nosovej dutiny. Hladiny FeNO a nNO reaguju napr. na protizapalovu
terapiu kortikosteroidmi, ¢o je mozné vyuZit pri individualizovanom nastaveni terapie pre
konkrétneho pacienta.

Nas zaujimalo, ¢&i hladiny FeNO uvybranej skupiny pacientov s AR koreluju
s hladinami nNO aako sa tieto hladiny menia vplyvom indikovanej antialergickej
farmakoterapie (lokalnej alebo celkovej).

Celkovo sme vySetrili 52 respondentov (38 Zien a 13 muZov) starSich ako 18 rokov,
s potvrdenou AR, bez subjektivnych a objektivnych priznakov bronchidlnej astmy,
nefajCiarov. VySetrenia boli realizované opakovane, pred zaciatkom pelovej sezony a
v pelovej sezéne, kedy sme zistovali hodnoty pred a 3 tyZzdne po uZiti farmakoterapie.
Pacienti uzivali hlavne antihistaminika a kortikosteroidy. Analyzu FeNO anNO sme
realizovali s pomocou pristroja NIOX (Aerocrine®, Svédsko). Vysledky sme Statisticky
spracovali s vyuZzitim programu SPSS 20.

Zistili sme, Ze hodnoty eNO a nNO su signifikantne vySSie v pelovej sezéne pred
zaCatim terapie v porovnani s hodnotami nameranymi mimo pefovej sezény. Farmakoterapia
znizila hodnoty nNO a FeNO, nie vSak na Uroven hodn6t, ktoré boli namerané pred zacatim
pefovej sezdény. Vysledky boli zavislé od typu terapie, priCom najvyznamnejSie zmeny sme
zaznamenali po kortikosteroidnej lieCbe.

NaSe vysledky naznacuja, Ze sledovanie FeNO a nNO mé pre alergicku rinitidu svoje
opodstatnenie. MdZe byt uZitoéné pri dalSom Studiu zapalovych zmien prebiehajlcich

v nosovej dutine a taktieZ pri sledovani odpovede na farmakoterapiu.

Praca vznikla za podpory grantu MZ SR 2007/UK-46-11 as podporou projektu
Dobudovanie Centra experimentalnej a klinickej respirologie (CEKR 1) - ,Projekt je
spolufinancovany zo zdrojov ES" — ERDF — Eurépskeho fondu regionalneho rozvoja
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INTERAKCIA GLUTAMATERGICKEHO A NITRERGICKEHO SYSTEM U PRI
HYPERREAKTIVITE DYCHACICH CIEST

) AntoSova M., Strapkova A.
Ustav farmakoldgie, Jesseniova lekarska fakulta, Univerzita Komenského, Martin

Funkcie respiracného systému vo fyziologickych i patologickych podmienkach su pod
kontrolou réznych neurotransmiterov. V literatare je len velmi malo informécii o moZnej
interakcii glutamatergickej a nitrergickej neurotransmisie pri hyperraktivite dychacich ciest.

V praci sme preto sledovali, ¢i zdsah do homeostazy oboch systémov ovplyvni na
jednej strane experimentalnu hyperreaktivitu hladkého svalu dychacich ciest morciat
vyvolanu ovalbuminom a na strane druhej hladinu vydychovaného oxidu dusnatého (eNO).

Z agonistov NMDA receptorov sme pouzili kyselinu N-metyl-D-aspartovi (NMDA) a
glutamat sodny (MSG), z antagonistov NMDA receptorov selektivny kompetitivny (kyselina
DL-2-amino-5-phosphonovalerova — AP-5) a selektivny nekompetitivny (dizocilpin - MK-801).
Taktiez sme pouzili neSpecificky inhibitor NO syntdz - metylester N“-nitro-L-argininu (L-
NAME). Reaktivitu hladkych svalov dychacich ciest na histamin alebo acetylcholin sme
sledovali v podmienkach in vitro.

Aplikacia NMDA zvySila odpoved trachealneho hladkého svalu na acetylcholin u
zvierat s hyperreaktivitou dychacich ciest. Uginok MSG bol menej vyrazny. MK-801 ako aj
AP-5 vyvolali zniZzenie reaktivity trachealneho hladkého svalu najma na acetylcholin.
Tendencia poklesu u oboch latok bola vcelku podobna, vyraznejSi efekt vSak prejavil MK-
801. Odpoved hladkého svalu trachey bola vyraznejSia v porovnani s hladkym svalom
plicneho tkaniva. Zaznamenali sme aj zmeny hladin eNO. Aktivacia NMDA receptorov
prostrednictvom NMDA alebo MSG zvySila hodnoty eNO. Inhibicia NO syntdz podanim L-
NAME vyvolala pokles hladin eNO. MK-801 preukazal pocas senzitizacie vyraznejsi efekt na
zmenu hladin eNO v porovnani s AP-5.

Ziskané vysledky prindSaju vcelku novy pohfad na mozny vztah glutamatergického
a nitrergického systému pri hyperraktivite dychacich ciest ako jedného z priznakov

respiracnych zdpalovych ochoreni, ktory doposial nebol jednozna¢ne objasneny.

Praca vznikla vramci Centra experimentalnej a klinickej respirologie ,Projekt je
spolufinancovany zo zdrojov ES* — ERDF — Eurdpskeho fondu regionalneho rozvoja a za
podpory grantu VEGA 1/0010/10.



22/  62. Farmakologické dni, KoSice, 25. — 27. juna 2012

ANTIHYPERTENZIVNY A NEGATIVNY CHRONOTROPNY EFEKT NO VYCH DERIVATOV
ARYLOXYAMINOPROPANOLU

!Bado O., 'Frydrych M., 2Tengler J., * BartoSova L.

'Ustav huméannej farmakolégie a toxikologie, FaF, VFU Brno, CR, ®Ustav chemickych lieéiv,
FaF, VFU Brno, CR

K testovaniu boli pouZité nové derivaty aryloxyaminopropanolu s pracovnym
oznadenim 2MC2a a 2MC2b. Latky boli syntetizované na Ustave chemickych liegiv VFU
Brno ako nové potencialne ultrakratko posobiace (-adrenergné blokatory.

Etericka skupina bola nahradena skupinou esterovou, aromaticka ¢ast bola v polohe
para substituovana metyl a etyl esterom kyseliny karbamovej. Bazicku €ast predstavuje 2-
fenoxyetylamin obsahujuci v polohe orto metoxy skupinu. K zvySeniu afinity k B-receptorom
slizi objemny substituent (2-metoxy-fenyloxy skupina) v alifatickej ¢asti molekuly." Chemicka
StruktUra obsahuje opticky aktivne centrum, ale latky boli vo forme raceméatov.

Cielom prace bolo sledovat u€inky novo syntetizovanych latok, lie€iv s potencidlnym
ultrakratkym p-antagonizujucim efektom, na systolicky krvny tlak atepovla frekvenciu
u laboratérneho potkana. Po intraven6znej aplikacii invazivnou metédou pozorovat
a vyhodnotit zmeny systolického krvného tlaku a tepovej frekvencie.

Zvierata boli rozdelené do 6 skupin. 1. a 2. skupine bola aplikovana latka 2MC2a
v davke 6 mg.kg™ aboli pozorované zmeny krvného tlaku atepovej frekvencie. 3. a 4.
skupine bola aplikovana latka 2MC2b v rovnakej davke. Posledné 2 skupiny sluzili ako
kontrola. Testované latky boli vpravené do vena jugularis a nasledne bol invazivne
sledovany krvny tlak na pristroji HSE UNIPER UP-100 alebo sledovana tepova frekvencia
pomocou EKG pre veterinarne Ucely.

Latka 2MC2a Statisticky vyznamne znizZila tlak od 0,5-8,5 min a tepovu frekvenciu od
0,5-3 min. Latka 2MC2b rovnako pdsobila na tlak od 0,5-8,5 min, tepovu frekvenciu

znizovala od 0,5-10 min.
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IDENTIFIKACIA A RIESENIE FARMAKOTERAPEUTICKYCH PROB LEMOV U
PACIENTOV S DYSLIPIDEMIAMI

BaldZzova M., Kuzelova M.

Katedra farmakoldgie a toxikologie FaFUK, Bratislava

Dyslipidémie patria medzi chronické ochorenia s vysokou prevalenciou, ktorych vyskyt
je spojeny so zvySenim celkového kardiovaskularneho rizika.

Napriek dokazanej ucinnosti farmakologickej lieCby dyslipidémii, pacienti &asto
nedosahuju jej piny benefit. Lie€ba hypolipidemikami byva sprevadzana vyskytom réznych
farmakoterapeutickych problémov (DRPs — Drug-Related Problems). Ich identifikacia
arieSenie je kfac¢ovym bodom Uspechu terapie a prevenciou komplikacii dyslipidémii.
Lekarne su idedlnym miestom prevencie a monitorovania lieCby tychto ochoreni, ako aj
rieSenia problémov suvisiacich s hypolipidemickou terapiou.

Praca méa za ciel identifikovat farmakoterapeutické problémy u pacientov s
dyslipidémiami a navrhnut moZznosti ich rieSenia.

Na zistenie hladiny lipidov v krvi bola pouZzitd metdda suchej biochémie — PoCT (Point-
of-Care Testing). Pacienti zaroven vyplnili dotaznik, v ktorom uviedli demografické udaje,
zdravotny stav a uzivané lieky. Na zaklade rozhovoru s pacientom a zistenych uddajov sme
zaznamenali vyskyt DRPs, klasifikovali sme ich pomocou PCNE (The Pharmaceutical Care
Network Europe) klasifik4cie V 6.2 a navrhli sme moZznosti ich rieSenia.

Z celkového poctu 54 pacientov (priemerny vek 67,5 rokov), ktori absolvovali uvedené
vySetrenie v obdobi 11/2011 az 3/2012, sme zaznamenali vy3Siu nez optimalnu hladinu
celkového cholesterolu a/alebo triacylglycerolov v krvi u 34 (63,0 %) pacientov, pricom 26
(48,1 %) z nich nepodstupovalo v tom €ase Ziadnu hypolipidemicka terapiu a 8 (14,8 %)
pacienti uzivali hypolipidemika. Identifikovali sme celkovo 38 DRPs. NajCastejSim problémom
bol v26 (48,1 %) pripadoch vyskyt nelieCenej indikacie, v8 (14,8 %) pripadoch
nedostato¢ne ucinna terapia a v 4 (7,4 %) pripadoch vyskyt neZiaducich G&inkov, konkrétne
bolesti svalov. Konzultacia a edukacia — 38 (100 %) pripadov a odporucenie navstevy lekara
u 25 (46,3 %) pripadov boli najCastejSou intervenciou. Tato Studia identifikovala najCastejSie

farmakoterapeutické problémy a poukazala na moznosti farmaceuta pri ich rieSeni.

Tento projekt bol financovany s podporou Grantu UK/37/2012.
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PROTECTION OF HIGH-MOLAR-MASS HYALURONAN DEGRADATIO N BY
BUCILLAMINE AND ITS DISULFIDE DERIVATIVE

! Barasova M., ! Valachova K., 2 Juranek 1., * Soltés L*

Laboratory of Bioorganic Chemistry of Drugs; > Department of Biochemical Pharmacology
Institute of Experimental Pharmacology & Toxicology, Slovak Academy of Sciences, Bratislava

High-molar-mass hyaluronan (HA) is an essential component of extracellular matrix. It
is quite susceptible to free-radical mediated degradation resulting in a variety of physiological
and pathological consequences.

The aim of the present study was to test bucillamine, a disease-modifying anti-
rheumatic drug, and its disulfide derivative, for their ability to protect high-molar-mass HA
from its oxidative degradation in vitro.

We applied rotational viscometry (RV) to record time-dependent changes in dynamic
viscosity of the HA solution. The decrease of HA dynamic viscosity basically reflected a
decrease of HA molar mass and thus its fragmentation. The oxidative degradation of high-
molar-mass HA was initiated by the Weissberger system comprising Cu(ll) and ascorbate (1
MM and 100 pM, respectively). Free radical scavenging activity of the two compounds was
primarily determined by ABTS and DPPH assays. Previously, we have shown that the stage |
of the oxidative HA degradation was mediated predominantly by hydroxyl radicals, whereas
the stage Il by peroxyl-type radicals.

In the present study, RV revealed a significant ability of bucillamine to protect high-
molar-mass HA from its oxidative degradation in both the stage | and Il. This implies that
bucillamine may possess a certain scavenging activity towards hydroxyl- and peroxyl-type
radicals. On the contrary, disulfide derivative exerted no protective effect against the
hydroxyl- and peroxyl-type radicals mediated HA degradation. Values of ICs, obtained from
ABTS and DPPH assays revealed a high free radical scavenging activity of bucillamine while
those of disulfide derivate were not detectable.

In conclusion, our results suggest that the in vivo beneficial effect of the disease-
modifying anti-rheumatic drug bucillamine may partly occur due to its ability to protect the
synovial joint high-molar-mass HA from the oxidative degradation, specifically due to its free

radical scavenging ability

Supported by the VEGA grants 2/0011/11, 2/0149/12, APVV 0351-10.
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BENZOTHIAZOLEUREA ANALOGUES AS INHIBITORS OF ABAD-A B INTERACTION IN
ALZHEIMER'S DISEASE
!Benek 0., *Musilek K., *Kuca K., * Korabecny J., * Spilovska K., * Gunn-Moore F.

'Department of Toxicology, Faculty of Military Health Sciences, University of Defence,
Hradec Kralove, Czech Republic, 2Department of Chemistry, Faculty of Science, University
of Hradec Kralove, Hradec Kralove, Czech Republic, *Medical and Biological Sciences
Building, School of Biology, University of St. Andrews, North Haugh, United Kingdom

Alzheimer’s disease (AD) is the main cause of dementia in the elderly and is
characterized by progressive cognitive and memory impairment. Despite the intense
research on AD, there is not an effective treatment for this disease, because the pathogenic
mechanisms underlying the early stages of the disease are not completely understood.

Although the aetiology of AD is still unknown, the build-up of amyloid B-peptide (AB) is
considered to play a central role in the pathogenesis of the disease. It is well established that
the intracellular accumulation of A is associated with AD and increasing evidence suggests
that mitochondria may be an important target for intracellular AB to exert its neurotoxic
effects.

Amyloid-binding alcohol dehydrogenase (ABAD) is to date the most characterized AS-
binding intracellular protein. Direct interaction of this mitochondrial enzyme with AB was
confirmed by many different methods. AB binding to ABAD triggers a series of events leading
to mitochondrial dysfunction characteristic for AD. Thus this interaction may represent a
novel target for treatment strategy against AD.

Series of benzothiazole urea analogues related to known immunosuppressant
frentizole, will be synthesized and in vitro evaluated for its capability to inhibit interaction
between ABAD and AS.

Acknowledgement: Authors appreciate the support of the Grant Agency of the Czech
Republic (No. P303/11/1907) and the Ministry of Education, Youth and Sports of the Czech
Republic (No. SV/FVZ201201).
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PLEUROTUS OSTREATUS AND PLEURAN MAY POTENTIATE TOXI C AND
PROOXIDANT EFFECTS OF CHROMIUM(VI) IN RATS

Bludovsk& M., Kotyzovéa D., Eybl V.

Department of Pharmacology and Toxicology, Charles University in Prague, Faculty of
Medicine in Pilsen, Czech Republic

B-Glucans (polysaccharides that occur in the cell walls of mushrooms, some
microorganisms or cereals) are used as nutritional supplements for their immunomodulatory
effects and have been shown to enhance defence against infections, lower cholesterol and to
have antitumor, anticoagulant, antioxidant and hepatoprotective properties.

The study was designed to evaluate the effects of mushroom Pleurotus ostreatus (p.o.)
and pleuran (B-(1,3/1,6) glucan from P.0.) on the toxic and oxidative effects of Cr(VI) in rats.

Wistar albino male rats were divided into four groups: control, Cr, Cr + P.o and Cr + 3-
glucan. Finely powdered P.o. (500 mg/kg/day) and B-glucan (250 mg/kg/day) were
administered in a form of suspension via gavage for 10 consecutive days. Cr (K,Cr,O;, 40
mg/kg/day) was administered i.p. as a single dose on the eighth day of the experiment. 48
hours after the administration of Cr lipid peroxidation (LP), reduced glutathione (GSH) and
activities of glutathione peroxidase (GPx) and glutathione reductase (GR) and Cr content
were estimated in liver, kidney and brain homogenates, the activity of catalase (CAT) was
measured in liver homogenates and ALT, AST and GLDH were determined in serum.

P.o. and B-glucan reversed some of the effects induced by Cr: GPx activity that was
reduced by Cr in kidneys was restored by P.o. P.o. and B-glucan increased GSH in liver. The
activity of liver GPx was increased by Cr; P.o. and B-glucan decreased it to control levels.

Importantly P.o. and B-glucan potentiated some effects of Cr: The combination of P.o.
or B-glucan with Cr significantly decreased brain GSH compared to Cr group. Cr-induced
increase of LP in liver was even further increased by P.o. or B-glucan (not significantly
different from Cr group). P.o. and B-glucan significantly potentiated Cr-induced increase of
activities of ALT, AST and GLDH (both in GLDH, glucan in ALT and AST) and both
influenced distribution of Cr: increased its content in liver and P.o. also in kidneys.

The results demonstrate that Pleurotus and pleuran can potentiate some prooxidant

and toxic effects of Cr and worsen acute hepatic injury induced by Cr administration.

This study was supported by the research grant MSM 0021620819 of the Ministry of
Education of the Czech Republic
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INHIBITION OF P-GLYCOPROTEIN EFFLUX ACTIVITY BY CYC LIN-DEPENDENT
KINASE INHIBITORS

Cihalova D., Hofman J., Ceckova M., Staud F.

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralove, Department
of Pharmacology and Toxicology, Hradec Kralove, Czech Republic

Inhibition of cyclin-dependent kinases (CDKs) has become a novel approach in cancer
therapeutics and many of these compounds are undergoing preclinical and clinical trials.
To date, it has not been clearly described, whether, and to what extent, CDK inhibiting drugs
influence the function of membrane transport systems. P-glycoprotein (P-gp/ABCBL1) is one
of the best described drug efflux transporters playing an important role in pharmacokinetics
and causing multidrug resistance of cancer cells.

The aim of this study was to investigate the effect of selected CDK inhibitors
(purvalanol A, olomoucine Il, roscovitine, flavopiridol and SNS-032) on the efflux activity of P-
gp at various concentrations.

Accumulation and efflux studies were performed using stably transfected MDCKII-
MDR1 cells expressing P-gp and parent MDCKII cell line as control. Transport of the
fluorescent P-gp substrate, Hoechst 33342, in the presence or absence of potential and
known inhibitors was examined and fluorescence intensities were recorded for 30 min.
LY335979 (0.1 uM), a specific P-gp inhibitor, was used as a positive control.

We observed that all CDK inhibitors tested significantly increased the intracellular
accumulation of Hoechst 33342 in the MDCK-MDRL1 cells reflecting an inhibitory effect on P-
gp in all experiments. The inhibitory potency was highest in purvalanol A, reaching that of
LY335979, followed by roscovitine > olomoucine Il > flavopiridol > SNS-032.

We conclude that the inhibition of P-gp by the CDK inhibitors could favorably affect
the pharmacokinetic behavior of ABCB1 substrates, including anticancer drugs, leading

thereby to more effective anticancer therapy.

This work was supported by a grant 700912/C/2012 of the Grant Agency of Charles
University in Prague and SVV 265 003.
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OVPLYVNUJE REZISTENCIA NADOROVYCH BUNIEK FOTOCYTOSTATICKY UCINOK
PROFLAVINOVYCH DERIVATOV?

Cizekova L., Grolmusova A., Vantova Z., Paulikova H.

Ustav biochémie, vyZivy a ochrany zdravia, Fakulta chemickej a potravinarskej technologie
STU, Bratislava

Proflavinové derivaty sa atraktivhou skupinou zlicenin pre fotodynamick( terapiu
(PDT). Problematickeé je aplikovanie PDT pri vzniku rezistencie na chemoterapeutikum.

Opakovana lie€ba nadorovych buniek ovaridlneho karcinbmu cisplatinou vedie
k chemorezistencii. Rezistentna linia buniek A2780/CP ma v porovnani so senzitivhou
3-nasobne vyssiu hladinu glutationu (GSH) a zmeny v expresii génov suavisiacich s inhibiciou
apoptézy, odpovedou na stres, homeostazou Ca*".

Cielom nasho vyskumu bolo porovnat’ fotocytostaticky ucinok proflavinovych derivatov
(17,17 -(akridin-3,6-diyl)-3",3""-dialkylditiomocovin — AkrDTM) na senzitivhu bunkovu liniu
ludského ovaridlneho karcinomu A2780 a jej rezistentn subliniu A2780/CP, nasledne zvysit
pésobenie AkrDTM modulovanim hladiny GSH v bunkach.

Cytotoxické/cytostatické posobenie AkrDTM po oZiareni buniek (1,05 J.cm™) bolo
sledované MTT testom a farbenim buniek trypanovou modrou. GSH bol urovany HPLC
metodou, na inhibiciu syntézy GSH sa pouZil L-butionin sulfoximin (BSO).

Fotocytostaticky efekt propyl-AkrDTM bol na senzitivnu liniu vySSi, jeho 1Csq pre
A2780/CP bola v porovnani s hodnotou ICsq pre senzitivhu liniu 20-krat vy3Sia. Po 6 h
preinkubacii rezistentnej sublinie so 100 uM BSO (hladina GSH klesla 0 90%) bol k bunkam
pridany 0,25 uM propyl-AkrDTM, po naslednom oZiareni klesla viabilita buniek (72 h) na
26 % (v rovnakom pokuse bez BSO bola viabilita 67 %). Po zniZzeni hladiny GSH je mozné

vyuzit AkrDTM ako fotosenzibilizator aj pre rezistentnud subliniu A2780/CP.

Této praca bola podporovana Strukturalnym projektom EU: 26240220071.
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SU ZA ROZDIELY V LIE CEBNEJ ODPOVEDI NA GLUKOKORTIKOIDY U PACIENTOV
S IDIOPATICKYM NEFROTICKYM SYNDROMOM ZODPOVEDNE POL YMORFIZMY
GENU MDR1?

t Cizmarikova M., ? Podracka L, ° Klim&akova L., * Mojzis J.,  Mirossay L.
'Ustav farm@kolégie, Lgekérska fakulta, UPJS Kosice; 21.Klinika dey’ a dorastu, Lekarska
fakulta, UPJS Kosice; *Ustav lekarskej bioldgie, Lekarska fakulta, UPJS KoSice

Gén MDR1 koduje P-glykoprotein (P-gp), ktory je zodpovedny za eflux Sirokého
spektra endogénnych a exogénnych zlacenin. Z lie€iv medzi jeho substraty zaradujeme tiez
glukokortikoidy (GK), ktoré su pouZzivané pri mnohych zapalovych ochoreniach. V literatlre
sa popisuje suvis hladin a funkcie P-gp s niekolkymi jednonukleotidovymi polymorfizmami
(SNP) génu MDR1.

Ciefom Stadie bolo vyhodnotit vztah troch SNP génu MDR1 (C3435T, G2677T a
C1236T) k lieCebnej odpovedi na GK u pediatrickych pacientov s idiopatickym nefrotickym
syndrémom (INS) (32 pacientov s minimalnymi zmenami glomerulov (MCD) a 11 pacientov s
fokalnou segmentalnou glomerulosklerézou (FSGS)).

Na genotypizaciu sa vyuZivala metdda polymerazovej retazovej reakcie s naslednou
analyzou polymorfizmov dizky restrikénych fragmentov (PCR-RFLP). Podla lie¢ebnej
odpovede na inicialnu lie€bu GK boli pacienti rozdeleni na respondérov (kortikosenzitivni
a kortikodependentni jedinci) a nonrespondérov (kortikorezistentni jedinci).

Podla nasich predbeZznych vysledkov nie su jednotlivé polymorfizmy génu MDR1
hlavnym faktorom zodpovednym za zlyhanie inicialnej lie€by kortikoidmi u deti s INS. Pri
porovnavani alelovych a genotypovych distriblcii jednotlivych SNP medzi respondérmi
a nonrespondérmi na GK sme ani v jednom pripade nezaznamenali signifikantny rozdiel (p >
0,05). Na interindividualnych rozdieloch v LO sa nespolupodiefalo ani pohlavie pacientov.
Signifikantné rozdiely v LO na GK v3ak boli zaznamenané pri porovnavani histologickych
typov INS, kedy zlyhanie lieCby bolo signifikantne CastejSie pozorované u pacientov s FSGS
(p=0,004 (OR=18,67; 95% CI=3,44-101,30).

Publikovana praca vznikla za podpory grantu VEGA 1/0805/08, EEA Financial Mechanism
and the Norwegian Financial Mechanism SK0017 a VVGS 5/10-11 a projektu SEPO Il (ITMS
26220120039).



30/  62. Farmakologické dni, KoSice, 25. — 27. juna 2012

VZTAH VYBRANYCH JEDNONUKLEOTIDOVYCI:I POLYMORFIZMOV K LI ECEBNEJ
ODPOVEDI NA NEOADJUVANTNU LIE CBU KARCINOMU PRSNIKA

! Cizmarikova M., ?Wagnerova M., *Habalova V., ! Mirossay L., * Mojzi$ J.

'Ustav farmakoldgie, Lekarska fakulta UPJS, Kosice; 2\v/)'/chodoslovensky onkologicky Ustav,
Kosice; *Ustav lekarskej bioldgie, Lekérska fakulta UPJS, KoSice

Odpoved ludského organizmu na lieCivo mbéZzeme chapat ako fenotypicky znak, ktory
je vysledkom vzajomného poésobenia viacerych Cdinitefov. Vysledky nedavnych Stadii
poukazali, Ze za vyznamnu €ast interindividualnych rozdielov v lie€ebnej odpovedi (LO) na
cytostatika by mohli byt zodpovedné jednonukleotidové polymorfizmy (SNP) v génoch
membranovych transportérov, metabolizujacich enzymov i proteinov zodpovednych za
opravy DNA.

Cielom nasej prace bolo hodnotenie troch potencialnych farmakogenetickych markerov
vo vztahu k neoadjuvantnej lieCbe na baze antracyklinov a alkylacnej latky u pacientok
s karcinomom prsnika. 1Slo o stanovenie SNP v géne pre mnohopocetnu liekovu rezistenciu
(MDR1 C3435T), protein X-Ziarenie reparujucej cross-komplementujucej skupiny 1 (XRCC1
Arg399Gin) a v géne pre glutatién S-transferdzu P1 (GSTP1 lle105Val).

Gendmova DNA bola ziskavana izolaciou z periférnej ven6znej krvi. Na genotypizaciu
sa vyuzivala metdda polymerazovej retazovej reakcie s naslednou analyzou polymorfizmov
dizky restrikénych fragmentov (PCR-RFLP). Liedebna odpoved bola hodnotena klinickym
onkoldégom na zaklade kritérii RECIST (Response Evaluation Criteria in Solid Tumors).

Vysledky naSej prace poukazali na mozny vztah polymorfizmu MDR1 C3435T
k interindividualnym rozdielom v LO. Signifikantne vy3Si vyskyt kompletnych a parcidlnych
odpovedi (RECIST) bol pozorovany u nositeliek genotypu MDR1 CC3435 [CC:TT: p=0,02;
OR=28,60; 95%CI 1,12-732,1; CC:CT+TT: p=0,02; OR=16,70; 95%CI 0,85-327,6 (Fisherov

exaktny test)]. Pri dalSich dvoch SNP sme signifikantny rozdiel v LO nezaznamenali.

Publikovana praca vznikla za podpory grantu MZ SR 2005/46-VOUKE-01 a projektu SEPO
I (ITMS 26220120039).
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VPLYV ELLMANOVHO CINIDLA NA AKTIVITU CHOLINESTERAZ

Dingova D., Hrabovské A.

Katedra farmakoldgie a toxikologie, Farmaceuticka fakulta, Univerzita Komenského,
Bratislava

Ellmanova kolorimetrickda metdéda patri medzi najCastejSie vyuZivané metddy na
stanovovanie aktivity cholinesteraz. V Kklinickej praxi je preferovana najma pre jej
jednoduchost, rychlost ¢i spolahlivost. V snahe o rozSirenie vyuZitia tejto metddy, bolo
navrhnutych niekolko modifikacii, ktoré sa zameriavali najma na minimalizaciu limitujucich
faktorov Ellmanovho ¢&inidla. V priebehu naSich experimentov sme zaznamenali, Ze prave
samotné Ellmanovo cinidlo (DTNB) vykazuje inhibiény efekt na aktivitu cholinesteraz.

Na zaklade tohto objavu sme Studovali inhibiény vplyv DTNB na aktivitu cholinesteraz
a nasledne modifikovali Ellmanovd metédu s cielom vyhnut sa nezelanej inhibicii.

Inhibiény vplyv DTNB (0 - 4 mmol/l) na ludska butyrylcholinesterdzu a mySaciu
acetylcholinesterazu sme vyhodnotili na zaklade fluorescencie (385nm excitatné, 485nm
emisné) v pritomnosti substratu indoxylacetat (1 mmol/l). Reakéna zmes v Ellmanovej
metode pozostavala z ludskej butyrylcholinesterdzy, DTNB (0,5 mmol/l), timivého roztoku
HEPES (5 mmol/l) a substrdtu jodid butyryltiocholinu (1 mmol/l). Na inhibiciu
cholinesterazovej aktivity sme pouZili neostigminom (300 pmol/l).

Potvrdili sme inhibiény vplyv DTNB na aktivitu cholinesteraz. Zaznamenali sme 50% -
nu inhibiciu aktivity pri beZne pouzZivanej koncentrécii €inidla (0,5 mmol/l). V Standardne
vykonanej Ellmanovej metdde, pri ktorej enzymova hydrolyza prebieha v pritomnosti DTNB,
je namerana aktivita vyrazne nizSia ako v pripade sledovania aktivity modifikovanou
metodou, ktorej princip spociva v pridani Cinidla az po zastaveni reakcie. Nami navrhnutd
modifikacia zvySuje presnost a spolahlivost Elmanovej metdédy pri merani malych aktivit

cholinesteraz, ako aj sledovanie aktivity cholinesteraz v biologickych vzorkéach.

Tato praca vznikla za podpory grantu APVV grant SK-CZ-0028-09 a SK-FR-0031-09, SK-
FR-0048-11, VEGA 1/1139/12.
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IMPORTANCE OF CARDIAC MYOSIN ISOFORMS IN HUMAN END- STAGE HEART
FAILURE
'Doéka G., *Kienek P., * Musil, P., *Klimas J., *Goncalvesova E., ! Kyselovi¢ J.
'Comenius University, Faculty of Pharmacy, Departement of Pharmacology and Toxicology,

Bratislava, The National Institute of Cardiovascular Diseases, Bratislava

Heart failure syndrome is a serious health issue that affects 2-3% of population.
Identification of responsible regulatory mechanisms which may contribute to development or
progression of the disease is highly challenging with respect to developments of novel
therapeutic strategies. Myosin is the molecular motor of contraction. In the heart, three
distinct myosin heavy chain isoforms coexist in delicate balance. As has been recently
shown, the shift from one myosin isoform to other may be one of key factors causing heart
failure. In this study we aimed to analyze gene expression of myosin heavy chain isoforms in
failing hearts.

We examined samples from left ventricles of 30 patients with end-stage heart failure
indicated for heart transplantation. We used quantitative RT-PCR to measure mRNA levels
of cardiac myosin heavy chain isoforms (MYH6, MYH7, MYH7B), related transcription factors
(GATA4, SRF, NKX-2.5, YY1) and microRNAs (miR-1, -133a, -208a, -208b, -499, -29h),
based on bioinformatic predictions and databases.

In adult human failing hearts, we found the slow-twitch myosin heavy chain MYH7
(~98%) to be the predominantly expressed isoform whereas fast-twitch MYH6 isoform
constitutes just about 1% of all myosin isoforms. This excessive expression of MYH7 is
regulated by several transcription factors and microRNA, which expression is also altered.
Conclusively, dysregulated gene expression of myosin heavy chains resulting in MYH7
upregulation and MYH6 downregulation might be an adaptation in heart failure and

interesting target for future pharmacotherapy.

Support: VEGA 1/0981/12, VEGA 1/0786/11, BIOMAKRO 2 - ITMS 26240120027, FaF
UK/37/2012
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UCINOK SYNTETICKYCH DERIVATOV PRIRODNYCH POLYFENOLOV
NA AKTIVITU LUDSKYCH NEUTROFILOV

! Drabikova K.,  Pere¢ko T., ' Nosal'R., 2Harmatha J., 3 Smidrkal J., * Janginova V.

'Ustav experimentalnej farmakologie a toxikolégie SAV, Bratislava, SR, ?Ustav organické
chemie a biochemie AVCR,v.v.i., Praha 6, CR, *Ustav technologie mléka a tukd, Vysoka
Skola chemicko-technologicka, Praha 6, CR

Regulacia aktivity neutrofilov predstavuje jeden z dblezitych faktorov v rozvoji resp.
ukonceni zapalovej reakcie. V su€asnosti sa venuje velka pozornost’ polyfenolickym latkam
prirodného pdvodu, nakolko mnohé z nich maju ac€inky, ktoré by sa dali vyuZit' v prevencii a
podpornej lieCbe chronickych z&palovych ochoreni.

Cielom prace bolo otestovat ucinok syntetickych derivatov prirodnych polyfenolov
(resveratrol, pterostilbén, pinosylvin, N-feruloyl-serotonin) z hfadiska ich schopnosti ovplyvnit
aktivitu neutrofilov.

V experimentoch sme pouzivali izolované ludské neutrofily stimulované PMA (phorbol
myristate acetate), testované latky sme pridavali v koncentraciach 0,01-100 umol/l. Ako
parameter aktivity neutrofilov sme sledovali tvorbu reaktivnych foriem kyslika (RFK) -
luminometricky. Metddou elektroforézy, western blotu aimunodetekcie sme sledovali
fosforylaciu jednotlivych izoforiem proteinkindzy C (PKC alfa a beta II), ktoré sa podieflaju na
aktivacii NADPH-oxidazy a tvorbe RFK.

Inhibiény a¢inok na produkciu oxidantov v fudskych neutrofiloch sme pozorovali
u vSetkych testovanych latok, pri¢om pésobili extracelularne (poradie ucinnosti podfa hodnot
ICso: resveratrol > N-feruloylserotonin > pterostilbén > pinosylvin), ako aj intracelularne
(poradie Uc€innosti podfa hodnét 1Csy: pinosylvin > resveratrol > N-feruloylserotonin >
pterostilbén). Dalej sme zistili, Ze pinosylvin, resveratrol a N-feruloyl-serotonin zniZovali
fosforylaciu izoforiem PKC alfa a beta II.

Z vysledkov vyplyva, Ze resveratrol, pterostilbén, pinosylvin a N-feruloyl-serotonin su
acinnymi inhibitormi aktivity neutrofilov. Predpokladame, Ze u testovanych latok (s vynimkou
pterostilbénu) savisi schopnost redukovat produkciu oxidantov v neutrofiloch s inhibiciou

aktivity NADPH oxidazy, zasahom na arovni aktivacie PKC.

Praca vznikla za podpory grantov: VEGA 2/0003/10, APVV-0052-10, APVV-0315-07
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ANTIPROLIFERATIVNY U CINOK SYNTETICKYCH DERIVATOV CHALKONOV

! Drutovié D., * Pilatova M., * Chripkova M.,  Perjési P., * Mikes J., * Mojzi$ J.

'Ustav farmakoldgie, Lekarska fakulta, Univerzita P. J. Safarika v Kosiciach, *Katedra
farmaceutickej chémie, Lekarska fakulta, Univerzita v Pécsi, iUstav biologickych
a ekologickych vied, Prirodovedecka fakulta, Univerzita P. J. Safarika v KoSiciach

Prirodnymi latkami sa v suc¢asnosti lieCia mnohé ochorenia, vratane rakoviny, kedze
tieto latky majua preukdzanu schopnost inhibovat rast nadorovych buniek a indukovat
apoptdézu. Vyuzivaju sa aj v chemoprevencii.

Chalkény su prirodné latky patriace medzi polyfenolové zlG€eniny. SU prekurzormi
v syntéze flavonoidov a esencidlnymi sekundarnymi metabolitmi v mnohych rastlinach.
Chalkény maju antiproliferativne, protinadorové, protizapalové a antiangiogénne Ucinky.
Vdaka ich biologickym uc¢inkom a jednoduchej syntéze su potencidlnym zdrojom novych
protinadorovych lie€iv, vhodné su aj na pouZitie v chemoprevencii.

Ciefom prace bolo Studovat antiproliferativny G&inok novosyntetizovanych derivatov
chalkbnov na nadorovych bunkovych liniach vhodnou skriningovou metédou a
u najucinnejSich latok sledovat schopnost indukovat apoptézu a ovplyvnenie bunkového
cyklu.

Antiproliferativny ~ G¢inok  testovanych  derivitov sme  sledovali  pomocou
kolorimetrického MTT testu, elektroforézou na agéarozovom géli sme analyzovali
fragmentaciu DNA a prietokovou cytometriou zmeny bunkového cyklu buniek po inkub@cii
s testovanymi latkami.

NajucinnejSimi testovanymi derivatmi boli E-2-(4"-metoxybenzylidén)-1-benzosuberon
s hodnotou 1Cs, 0,44 pmol.I" (bunkova linia Caco2) a 0,69 umol.I'* (HCT-116) a E-2-(2",4 -
dimetoxybenzylidén)-1-tetralon s hodnotami 1Cs, 5,03 (Caco2) a 3,44 (HCT-116). Po 24
hodinovej inkubacii oboch bunkovych linii s tymito derivatmi bola pozorovana viditelna
fragmentacia DNA. E-2-(4"-metoxybenzylidén)-1-benzosuberén spbésobil zastavenie
bunkového cyklu, u bunkovej linie Caco2 pri koncentracii 1 umol.I'* sme pozorovali vyrazny

narast poctu buniek v G2/M faze uz po 24-hodinovej inkubacii.

Praca bola podporovana Agentdrou na podporu vyskumu a vyvoja na zaklade zmluvy ¢.
APVV-0325-07, VEGA grantom 1/0302/10, LABMED a SEPO (ITMS kéd: 26220120024).
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NOVEL MATHEMATICAL APPROACHES FOR CALCULATION OF IR ON-CHELATOR
COMPLEX STOICHIOMETRY BY THE USE OF DIRECT UV-VIS
SPECTROPHOTOMETRY

! Filipsky T., ' Riha M., * Mladénka P., >?Macékova K., ' Hrdina R.

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové, Czech Republic,
'Department of Pharmacology and Toxicology, “Department of Pharmaceutical Botany and
Ecology

Iron plays due to its redox properties an essential role in many biochemical processes
in humans. However, its redox abilty may be disadvantageous under certain
pathophysiological circumstances and hence the concentration of free iron is almost
negligible in physiological conditions. Various pathophysiological states disrupt the
physiological pH and may lead to increased release of free iron from the cells. The low pHs
markedly change the chelating properties of iron chelators. Especially, at lower
stoichiometry, iron may not be tightly bound and may catalyse the Fenton reaction.

In our study, we evaluated a stoichiometry of several iron-chelating agents by the use
of the direct UV-VIS spectrophotometry at different pathophysiologically relevant pH
conditions (4.5, 5.5, 6.8 and 7.5). Several mathematical approaches for calculation of the
stoichiometry, including standard Job’s method, were employed.

Considering the different approaches, the Job’s method and methods comparing the
measured absorbance with the theoretical absorption curves calculated by molar absorption
coefficients were shown to be superior over the other methods based on the absorbance at
the maximum absorption of the tested compound/complex or symmetric character of the
absorption maximum. But in several cases, the Job’s method, as well as the other analytical
approaches, failed. Particularly, the absorption lines mimicking the absorption of the tested
compound were more suitable for analysis of higher chelation stoichiometry (3:1) while the
absorption lines mimicking absorption of the complex may assess both lower and higher
chelation ratios (1:1, 2:1, 3:1).

Conclusively, different approaches should be employed in order to obtain the correct

chelation ratio.

This study was supported by grants of the Charles University in Prague (SVV 265 003/2012
and 605712C).
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UTILIZATION OF BIOACTIVE PLANT POLYSACCHARIDES IN T HERAPY OF COUGH
AND INFLUENCING AIRWAYS REACTIVITY

! Fleskova D., *Nosalova G., ?Sinha S., ?Bandyopadhyay S.S., *Ray B., * Jurecek L.

'Department of Pharmacology, Jessenius Faculty of Medicine, Martin
*Natural Products Laboratory, Department of Chemistry, The University of Burdwan, India

Antitussive drugs are amongst the most widely used medications worldwide; however
no new class of drugs has been introduced into the market for many years. Natural
compounds offer interesting pharmacological perspectives for antitussive drug development.
Therefore, the subject of our interest became plant polysaccharides isolated from Adhatoda
vasica, Glycyrrhiza glabra and Withania somnifera.

The experiments were carried out on the conscious male Trik guinea pigs weighing
200-350g. Conscious animals were individually placed in adouble chambers
bodyplethysmograph box for small laboratory animals consisting of head and body
chambers. The plant substances were applied to guinea pigs perorally in the dose of 50
mg.kg™ b.w. The cough reflex was evoked by citric acid in a concentration 0,3M. The citric
acid induced cough and specific airway resistance were registered without any agent
application and after that in 30, 60, 120 and 300 min intervals.

The results of antitussive test showed that peroral administration of our observed
polysaccharides significantly decreased cough reflex. The antitussive effect of all
polysaccharides was the same or even quantitatively higher than that of codeine. The
highest suppressive activity provided application of polymeric fraction from Glycyrrhiza
glabra. All applied polysaccharides did not significantly change the values of specific airway
resistance. We did not reported any signs of toxicity or adverse effects during the
experiments.

Our results supported our previous findings that several naturally occurring
polysaccharides possess antitussive activity. This study represents the first account in vivo
antitussive activity of the water extracted polymeric fractions isolated of all polysacharides

that we selected.

Work supported by Grant LPP-0317-09 and Center of experimental and clinical respirology.
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OVPLYVNENIE ALERGICKEHO ZAPALU DYCHACICH CIEST LATK AMI ZO SKUPINY
POLYFENOLOV

' Franova S., t Joskova M., ! Pavel&ikova D., 2 Pecharova O., * Sutovska M.

'Ustav farmakoldgie JLF UK v Martine, “Ustav normalnej a patologickej fyziologie SAV,
Bratislava

Experimentalne a klinické Studie orientujuce sa na farmakoterapiu astmy neustale
hladaju nové zdroje latok, ktoré by sa vyznaCovali bronchodilataénym a zaroven
protizapalovym ucinkom.

Cielom experimentalnej Stadie bolo sledovanie G¢€innosti zmesi polyfenolickych latok
izolovanych z &erveného vina (Provinol®) na obranné reflexy dychacich ciest a na stupen
zapalu v podmienkach experimentalne vyvolanej alergickej astmy. Uginok Provinolu bol
porovnavany s klinicky pouzivanymi antiastmatikami. Zaroven bola sledovanad moznost
ovplyvnenia ucinku budesonidu a teofylinu kombinaciou s Provinolom.

Zmeny obrannych reflexov dychacich ciest boli vySetrované u morciat
senzibilizovanych ovalbuminom a lie€enych Provinolom (20mg/kg, p.o.), budesonidom
(ImM inhalaéne), teofylinom (10 mg/kg p.o.) a ich kombiné&ciou v polovi¢nej davke, po 7, 14
a 21 dnoch. Kaslovy reflex bol indukovany inhalaciou 0,3 M kyseliny citronovej. Reaktivita
hladkej svaloviny dychacich ciest bola sledovand metdédou in vitro na histamin. Zmena
Specifického odporu dychacich ciest (sRaW) bola vySetrovana po inhalacii histaminu (10°
mol/l). Stupen zapalu bol definovany stanovenim hladin zapalovych cytokinov
v bronchoalveolarnej lavazy (BAL) a vySetrenim expresie NOS v pldcnom homogenate.

Vysledky experimentov preukazali, Ze podavanie Provinolu morCatdm s alergickou
astmou signifikantne znizilo: sRaW po inhalacii histaminu; amplitddu kontrakcie trachealnej
hladkej svaloviny na histamin v podmienkach in vitro; parametre chemicky vyvolaného kasla.
Antitusicky a bronchodilataény a€inok Provinolu bol porovnatelny s a¢inkom budesonidu
a teofylinu. NavySe kombinécia Provinolu s uvedenymi antiastmatikami v polovicnej davke
dosiahla signifikantnejSi ucinok. Protizapalovy uc€inok Provinolu bol potvrdeny zniZzenim
hladin IL-4, IL-5 v BAL a stimulaciou cNOS.

Zéaroven mozno konStatovat, Ze polyfenolické latky predstavuju nové zdroje lieCiv, ktoré

by sa mohli uplatnit’ v lieCbe alergickej astmy.

Praca vznikla za podpory Centra experimentalnej a klinickej respirolégie 1l., financovaného
zo zdrojov EU a grantu VEGA 1//0020/11.
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NEURODEGENERATION INDUCED BY TRIMETHYLTIN IN MALE W ISTAR RAT
HIPPOCAMPUS: ELECTROPHYSIOLOGICAL AND MORPHOLOGICAL ASPECTS

! Gasparova Z., ** Janega P., * Stara V., * Ujhazy E.

!Institute of Experimental Pharmacology and Toxicology, Slovak Academy of Sciences,
’Department of Pathology, Faculty of Medicine, Comenius University, *Institute of Normal
and Pathological Physiology, Slovak Academy of Sciences - Bratislava, Slovakia

Trimethyltin (TMT) is a potent neurotoxicant. Current interest in TMT relates to the
opportunity to use it as important research aid for the study of brain function. TMT elicits
neuronal death in both human and animal limbic system and causes severe damage
particularly in hippocampus. It has been found useful as an experimental model in the study
of Alzheimer-like diseases.

By reason of recently found species-specific and strain-specific differences in TMT
intoxication, the aim of this work was to characterize the TMT model during early (1-3™ day)
and late (22-24™ day) stage of neurodegeneration in the rat hippocampus of the Wistar
strain. One single dose of TMT (7 mg/kg; i.p.) was administered to rats. Neuronal
transmission and long-term potentiation (LTP), induced by a single train (100 Hz, 1s), were
measured extracellularly in hippocampal slices. Morphometrical and immuno-histochemical
parameters were determined in stained hippocampal sections.

Reduced basal neurotransmission at the CA1-CA3 synapse coincidences with the
finding of the reduced neuronal cell number and reduced width of the CA1 pyramidal cell
layer at the late stage of TMT intoxication. The LTP magnitude of excitatory postsynaptic
potential recorded in the striatum radiatum did not differ comparing to control rats obtaining
saline. The activation of the pro-apoptotic caspase-3 during the late stage of TMT action
suggests involvement of apoptosis in neuronal cell death.

In summary, TMT-induced neuronal impairment was characterized by functional,
morphometrical and immuno-histochemical parameters, which may serve as appropriate
indicators of neurodegeneration in this model at the Wistar rat hippocampus, and might be
utilize in further study of the mechanism of action of new prospective neuroprotective
compounds intent on treatment of Alzheimer-like diseases. Induction as well as maintenance
of LTP recorded 1 h after train stimulation was not impaired due to the dose of TMT tested at

the CA3-CALl synapse in the Wistar rat hippocampus.

The study was supported by grants VEGA 2/0048/11 and VEGA 2/0081/11.
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SYNTEZA A ACETYLCHOLINESTERAZOVA INHIBI CNA AKTIVITA NOVYCH
DERIVATOV TAKRINU A TAKRIN-KUMARINOVYCH HETERODIMER OV

!Hamulakova S., ! Janovec L., ?Hrabinova M., ! Kristian P., * Spilovska K., >* Kuga K., * Imrich
J.

!Ustav chemickych vied, Katedra organickej chémie, Prirodovedecké fakulta Univerzity P. J.
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Univerzity obrany,500 01 Hradec Kralové, CR,® Centrum pre biomedicinsky vyskum,
Fakultna nemocnica, 500 01 Hradec Kralové, CR

Alzheimerova choroba (AD) je progresivne, chronické, neurodegenerativne ochorenie
mozgu charakterizované stratou pamate a  kognitivnych  funkcii.  Typickymi
neuropatologickymi zmenami v mozgu je pritomnost senilnych amyloidnych B-peptidov (AB)
plakov, neurofibrilarnych spletencov (NFT), strata synapsii, degeneracia a zanik neurénov.

V naSej praci sme sa zamerali na syntézu novych derivatov takrinu a takrin-
kumarinovych heterodimérov ako potencialnych inhibitorov cholinesteraz. Na stanovenie
terapeutického potencialu tejto novej série ligandov pre lieCbu AD, bola stanovena ich
inhibiéna ac¢innost voci acetylcholinesteraze (AChE) a butyrylcholinesterdze (BuChE)
Elmanovou metddou, pouzitim takrinu (9-amino-1,2,3,4-tetrahydroakridin) a 7-MEOTY (7-
hydroxy-9-amino-1,2,3,4-tetrahydroakridin) ako Standardnych latok. Z hodnét ICsq bol
stanoveny index selektivity (SI) pre AChE, ktory je definovany ako pomer ICso(BChE)/
ICs0(AChE).

Novopripravené derivaty vykazovali anti-AChE a anti-BuChE aktivitu s hodnotami ICx
v—uM koncentréaciach. Takrin-kumarinovy derivat s najvySSou inhibi¢nou G&innostou vodci
AChE (ICs = 0.0154 pM) vykazoval 32x vysSiu uc€innost ako takrin a 974x vySSiu G¢innost
ako 7-MEOTA.

Téato praca vznikla za podpory grantovej agentiry VEGA (1/0672/11 a 1/0179/11), Statného
programu NMR (grant & 2003SP200280203) a Ceskej grantovej agentlry, grant
P303/11/1907.
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SUBSTRATE AFFINITY OF OLOMOUCINE Il AND PURVALANOL A FOR ABCG2 AND
ABCB1 TRANSPORTERS IN VITRO AND IN SITU

YHofman J., ! Cihalova D., ?Kucera R., 2Klimes J.,* Ceckova M., * Staud F.

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralove, Department of
Pharmacology and Toxicology, Hradec Kralove, Czech Republic, ?Charles University in
Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralove, Department of Pharmaceutical Chemistry
and Drug Control, Hradec Kralove, Czech Republic

Inhibition of cyclin-dependent kinases by specific small molecules, purine cyclin-
dependent kinase inhibitors (CDKi), has become a promising strategy for cancer treatment.
While pharmacodynamic properties of purine CDKi are well understood, their
pharmacokinetic behavior, especially interactions with ABC transporters, have not been
addressed in detail. Breast cancer resistance protein (ABCG2) and P-glycoprotein (ABCB1)
are drug efflux transporters that pump lipophilic substrates out of the cells and thereby play
an important role in drug disposition, drug-drug interactions and multidrug resistance.
Recently, we have reported the inhibitory effect of two purine CDKi olomoucine Il and
purvalanol A on the efflux activity of ABCG2 transporter. In our current study we investigated
ABCG2 and ABCBL1 substrate properties of olomoucine Il and purvalanol A using in vitro and
in situ methods.

Using in vitro transport studies across cell monolayer of MDCKII cell lines transduced
with human ABCG2 or ABCB1, we demonstrated that olomoucine 1l is a low-affinity substrate
of ABCG2 and high-affinity substrate of ABCB1. Purvalanol A was shown to be very low-
affinity substrate for both transporters. Furthermore, we employed dual perfusions of the rat
term placenta to confirm our in vitro results at organ level. Similarly to in vitro experiments,
we demonstrated olomoucine Il to be a low-affinity substrate of Abcg2 and high-affinity
substrate of Abcbl. Purvalanol A was found to be actively transported through the placental
barrier but neither Abcg2 nor Abcbl play significant roles in its transport and its transporter
specificity remains to be elucidated. All interactions described above should be kept in mind
when introducing these prospective compounds into the clinical area since they might give

rise to drug-drug interactions.

This work was supported by grants GAUK 700912/C/2012 and SVV 265 003.
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POROVNANI UCINNOSTI LOKALNICH HEMOSTATIK NA MODELU PARCIALNI
NEFREKTOMIE LABORATORNIHO POTKANA

! Chalupova M., * Prazanova G., Kollar P., >Sopuch T., * Suchy P.

Ustav humanni farmakologie a toxikologie, Farmaceuticka fakulta, Veterinarni a
farmaceutick& univerzita Brno, Holzbecher spol. s.r.o. ZIi¢

Nové chirurgické techniky vyZaduji rychlou a u€innou hemostazu, jiz nelze vzdy
dosdhnout fyzikalnimi metodami, proto jsou pouzivana lokdlni hemostatika, ktera
napomahaji zastavé krvaceni, a tim tak zlepSuji regeneraci poskozené tkané. Pro své
vlastnosti v8ak nemaji vzdy univerzalni pouZiti, a jsou tedy vyvijeny nové derivaty, které je
nutno pred zavedenim do klinické praxe otestovat na animalnich modelech.

Ke srovnani byly pouzity tfi nové formy modifikované celulézy, komeréné oznacené
jako Hcel (pH 4,6), Hcel NaT (neutralni) a Hcel ZnT (1 % Zn) (Holzbecher spol. s.r.o. ZIi¢).
Do experimentu bylo zafazeno 30 laboratornich potkanid kmene Wistar. Zvifata byla
rozdélena do 3 skupin po 10 kusech, byla provedena parcialni nefrektomie kaudalniho polu
levé ledviny (cca 10 % objemu) a pfimo na krvacejici rdnu aplikovana testovana
hemostatika. Byl sledovan ¢as do uplné hemostazy (s) a mnoZstvi spotfebovaného
hemostatika (cm?). Po 72 hodinach od provedeni zakroku byla polovina experimentélnich
zvifat utracena, druha polovina pak po 30 dnech od zahdjeni pokusu. Pfi nasledné nekropsii
byl aspekci hodnocen stav dutiny bfiSni a byl proveden odbér levé ledviny pro
patohistologickd vySetfeni. Histopatologické zmeény renalni tkadné byly hodnoceny
semikvantitativné, na stupnici od 0 (Zadné zmeény) do 5 (maximum zmén). Celkové
poskozeni udavalo destruction score.

Cas do zastavy krvaceni byl u Hcel 64 +26,9 s, u Hcel NaT 47 + 16,3 s a u Hcel ZnT
49 + 16,4 s, spotfeba hemostatika pak byla u Hcel 13,6 + 3,67 cm?, u Hcel NaT 5,6 + 1,69
cm?a u Hcel ZnT 6,9 6,43 cm’

Hemostaticka ucinnost latek Hcel a Hcel NaT byla srovnatelna, u latky Hcel ZnT byly
zaznamenany horsi vysledky, a to zejména v parametru spotieby latky, ktera byla statisticky
vysoce signifikantné vysSi oproti ostatnim latkam. Stupen poSkozeni rendlni tkané na
zakladé destruction score se u v3ech testovanych latek pohyboval ve tfetiné zvoleného
rozmezi. U Zadné z testovanych latek nelze na zékladé provedeného experimentu po 30

dnech prfedpokladat vyznamnou biodegradaci.

Projekt byl podpofen grantem TA CR &. TA01010244.
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SYNTETICKE DERIVATY BRASININU A ICH ANTIPROLIFERATI VNY UCINOK

! Chripkova M., ! Pilatova M., * Drutovié D., 2 Kutschy P., * Mirossay L., * Mojzi$ J.

1Ustav farmakoldgie, Lekarska fakulta, Univerzita P. J. Safarika v KoSiciach
’Katedra organickej chémie Prirodovedeckej fakulty Univerzity P. J. Saférika, KoSice

Napriek velkym pokrokom v diagnostikovani a lieCbe zhubnych nadorov, stale
neexistuje optimalny spbésob terapie tychto ochoreni. Pri vyskume protinddorovych lieCiv je
v st¢asnosti zna¢né pozornost venovana prirodnym latkam, ktoré by mohli mat potencialne
chemopreventivne a chemoterapeutické ucinky.

Indolové fytoalexiny, ktoré maju vyznamnu ulohu pri obrane kapustovitych rastlin pred
vonkajSimi  fytopatogénnymi  vplyvmi, vykazuju antimikrobialne, antifungalne
a antiproliferativne G€inky. Brasinin patri medzi najvyznamnejSie a prvé izolované indolové
fytoalexiny.

Cielom prace bolo zistit mozny antiproliferativny Gcinok testovanych derivatov
brasininu na nadorovych bunkovych linihAch a zaoberat sa Studiom potencialneho
mechanizmu u¢inku najucinnejSej latky.

Pomocou kolorimetrického MTT testu sme stanovili antiproliferativny efekt Studovanych
latok, na zistenie potencidlneho mechanizmu Gcinku najefektivnejSej latky sme analyzovali
fragmentaciu DNA pomocou gélovej elektroforézy a sledovali zmeny expresie proteinov,
ktoré su kla€¢ovymi komponentmi mitotického vretienka, pomocou real-time gRT-PCR.

Spomedzi testovanych derivatov brasininu vykazoval najvy3Siu antiproliferativnu
aktivitu 1-metoxybrasinin na nadorovych bunkovych liniach Caco-2 (ICso 5,1 pmol.I)
a HepG2 (ICso 5,5 umol.I"). Po 24 h inkub&cii nadorovych buniek s 1-metoxybrasininom
doSlo kviditelnej fragmentacii DNA a zniZzenej expresii a- a aj-tubulinov, Bs-tubulinu
a MTRP.

Praca bola podporovana Agenturou na podporu vyskumu a vyvoja na zaklade zmluvy ¢.
APVV-0325-07, VEGA grantom 1/0302/10; 1/0304/10 SEPO II (ITMS kdd: 26220120039)
a SEPO (ITMS kod: 26220120024).
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ANTIPROLIFERATIVE EFFECT OF NEWLY SYNTHESIZED CYCLI C CHALCONE
ANALOGUE KRP6: AN IN VITRO STUDY IN HUVECS
!lvanova L., ' Varinska ., * Pilatova M., >** Gal P., ° Solar P., ® Perjesi P., " Smetana K. Jr.,
Mojzis J.
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Republic, “Institute of Histology and Embryology, 1% Faculty of Medicine, Charles University,
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Chalcones are naturally occurring compounds acting as intermediates in the
biosynthesis of flavonoids, which are of high interest due to their wide range of biological
activities.

In this in vitro study, we investigated the antiproliferative properties of newly-
synthesized chemical analogues of naturally occurring chalcones.

Among 14 tested compounds, chalcone KRP6 exhibited the most potent activity with
ICs0 19 pM in human umbilical vein endothelial cells (HUVECs). Moreover, HUVECs
exhibited divergent, even opposing concentration-dependent responses to KRP6. KRP6
stimulated proliferation activity of HUVECs including extracellular matrix (ECM) formation
(fibronectin and collagen 1V) at low concentrations (1-10 pM). In contrast, KRP6 was the
most potent inhibitor of cell proliferation and ECM formation at higher concentration (20-50
pM). KRP6 was able to modulate vascular endothelial growth factor (VEGF)-induced
phosphorylation of extracellular signal-regulated kinase ERK1/2, suggesting a role of this
pathway in cell proliferation.

Accordingly, further in vitro research should be performed to elucidate the detailed

mechanism of action.

This work was supported by the Slovak Research and Development Agency under the
contract No. APVV-0325-07, SEPO Il (ITMS 26220120039) and VVGS 31/10-11.
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FARMAKOLOGICKA INHIBICIA PROZAPALOVEJ AKTIVITY NEUT ROFILOV

! Janginova V., ! Drabikova K., * Pere¢ko T., * Nosal R., % Svitekova K.

'Ustav experimentéalnej farmakoldgie a toxikologie SAV, Bratislava, “Narodné transfizna
sluzba SR, Bratislava

Neutrofily (neutrofilné polymorfonuklearne leukocyty) su nielen délezitymi bunkami
imunitného systému, ale aj aktivnymi Gcastnikmi pri vzniku a rozvoji viacerych patologickych
stavov ako artritida, nadorové ochorenia alebo alergie. Tieto stavy sU spojené
s pretrvavajucou nadmernou aktivaciou a oneskorenou apoptézou neutrofilov, ktoré vedu
k poskodeniu tkaniv a brania resollcii — prirodzenému ukondeniu zapalu. Farmakologicky
zasah zamerany na eliminaciu zapalovej reakcie spdsobenej neutrofilmi by mohol vyznamne
potencovat uc€innost aredukovat neZiaduce 0c&inky terapie chronickych zapalovych
ochoreni.

Cielom tejto prace bolo analyzovat prirodné polyfenoly piceatannol a kurkumin
z hladiska ich schopnosti inhibovat aktivitu a urychlovat spontdnnu apoptézu fudskych
neutrofilov.

Aktivitu neutrofilov sme sledovali na zaklade produkcie reaktivnych foriem kyslika
chemiluminiscenénou metodou; podiel neutrofilov v Stadiu skorej a neskorej apoptézy sme
stanovili prietokovou cytometriou, na zaklade externalizacie fosfatidylserinu a interkalacie
propidium jodidu.

Piceatannol a kurkumin (0,1 — 10 pumol/l) zniZovali mnoZstvo oxidantov produkovanych
neutrofilmi tak do extracelularneho prostredia, ako aj intracelularne, pricom oxidanty
uvofnené z neutrofilov (t.j. potencialne nebezpecné pre okolité tkanivd) boli znizené
vyraznejSie. Podiel apoptickych neutrofilov vzrastol v pritomnosti kurkuminu (10 a 100
pmol/l) z kontrolnych 12% na 26% a 36%; piceatannol pbsobil v koncentracii 100 umol/l a
vyvolal apoptézu u 30% buniek.

Vysledky naznacuju, Ze piceatannol a kurkumin su schopné, okrem inhibicie procesov
vzniku arozvoja zapalu, aj podporovat ukoncenie zapalovej reakcie ato prostrednictvom

zniZzenej aktivity a zvySenej apoptozy neutrofilov.

Podporené projektmi APVV- 0052-10, APVV-0315-07 a VEGA 2/0003/10.
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VAZBOVE VLASTNOSTI PYRIDINOVYCH OXIMOV S DNA A ICH TOPOIZOMERAZOVA
INHIBICIA

! Jano¢kova J., L PISikova J., * Gulasova Z., > Musilek K., *Kuéa K., * Kozurkova M.

VlKatedra biochémie, Ustav chemickych vied, Prirodovedecka fakulta, Univerzita P. J.
Safarika, Kosice, *’Katedra chémie, Prirodovedecka fakulta, Univerzita Hradec Kralové
3Centrum pokrocdilych $tadii, Fakulta vojenského zdravotnictva, Univerzita obrany, Hradec
Kralové

Oximové derivaty maju rézne uplatnenie vo farmaceutickom priemysle. Zaradujeme k
nim derivaty pyridinovych a cholinovych oximov, ktoré vystupuju ako latky s vysokym
pozitivnym a€inkom na kardiovaskularny systém. Su charakterizované aj protizapalovou,
antivirdlnou a bakteriocidnou aktivitou. Ich uplatnenie je aj v pofnohospodérstve, kde sa
pouzivaju ako herbicidy, pesticidy a fungicidy.

Tato praca sa zaobera Studiom véazbovych vlastnosti novosyntetizovanych derivatov
pyridinovych oximov s DNA (1-5). Nukleové kyseliny vystupuju ¢asto ako cielové miesta pre
rozne liediva. Struktira tychto oximovych derivatov umoZfiuje ich viazanie do molekuly DNA.
LieCivo s DNA interaguje bud interkalaChe alebo sa viaZze do Zliabku DNA. Proces
interkalacie sa Casto spaja s topoizomerazovou inhibiciou. Topoizomerazy sa podielaju na
tvorbe superhelixov molekdl DNA, reguluji konformaéné zmeny v topolégii DNA a zohravaju
doélezitu ulohu pri procesoch replikdcie a transkripcie DNA. LieCivA dokdZzu s
topoizomerdzami bud priamo interagovat a cielene ich inhibovat alebo s nimi vytvaraju
prechodné ternarne komplexy, ktoré brania spatnej religécii.

Véazbové vlastnosti derivatov pyridinovych oximov boli Studované pouZitim
spektradlnych  (UV-Vis, fluorescenéna  spektroskopia, kruhovy dichroizmus) a
elektroforetickych metdd. Z UV-Vis titracii boli vypocitané vazbové konStanty komplexov
ligandov s DNA (K = 3,5.104 — 2,9.105 M-1). Metédou kruhového dichroizmu bol stanoveny
typ spdsobu viazania sa latok do molekuly DNA. Elektroforetickou metédou sme sledovali

vplyv derivatov pyridinovych oximov na topoizomerazovu aktivitu.

Tato praca bola podporovana grantami VVGS 40/12-13, VVGS-PF-2012-16.
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KARDIOPROTEKTIVNI U CINEK DEXRAZOXANU NA EXPERIMENTALNIM MODELU
CHRONICKE ANTRACYKLINOVE KARDIOTOXICITY — VYZNAM SC HEMATU PODANI

! Jirkovsky E., ' Popelova O.,  Hroch M., > Adamcova M., * Miéuda S., * Ger3l V., * Stérba M.
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NejzavaznéjSi limitaci pouZiti antracyklind (ANT) v terapii malignit je riziko rozvoje
chronické ANT kardiotoxicity. Dexrazoxan (DEX) je jedinym kardioprotektivem schvalenym
pfed ANT kardiotoxicitou v klinické praxi. V soucasnosti je ovSem doporu¢eno podavat DEX
pouze pacientdim, u kterych je pfekroéena kumulativni davka ANT 300 mg/m?>.

V této studii jsme se proto zaméfili na porovnani kardioprotektivnino u€inku DEX na
zavedeném modelu ANT kardiotoxicity u kralika pfi jeho podani spolu s kazdou davkou ANT,
nebo aZ od doporu¢ené kumulativni davky ANT.

Chronick&d ANT kardiotoxicita byla navozena podavanim daunorubicinu u kralika (DAU,
3 mg/kg tydné, i.v., po 10 tydnt). DEX (60 mg/kg, 30 min pfed DAU) byl podavan od 1. davky
DAU (DD;,) nebo od 7. davky (DAU [BOO mg/m?, DD;). Tyden po posledni davce DAU byla
¢ast zvifat ukonéena a zhyla ¢ast sledovana dalSich 11 tydn( (,follow up“ — FU).

Podavani DAU vedlo k 20% mortalité v prabéhu podavani a béhem FU muselo byt az
80 % zvifat predCasné ukonceno dle protokolu studie. VSechna zvifata dostavajici DEX
v kombinaci s DAU prezila do konce experimentu. Podani DEX od prvni davky DAU také
kompletné zabranilo signifikantnimu poklesu systolické srde¢ni funkce levé komory (LK), a to
i v obdobi FU. Ve skupiné DD, byl vSak zaznamenén signifikantni pokles systolické srdecni
funkce a narast srde€niho troponinu T v plazmé. Podavani DEX nevedlo k vyznamnému
snizeni hodnot markeru lipoperoxidace v LK na konci podavani DAU, nicméné vyznamny
rozdil byl zjistén ve FU u skupiny DD;. Studovana schémata podavani DEX spolu s DAU se
také vyznamné liSila v protekci pfed DAU navozenymi zménami exprese MnSOD, HO-1,
mtCK a marker morfologickych zmén (desmin, kolagen | a lll) v myokardu LK.

Pozorované zmény naznacduji, Zze ackoli podavani DEX od doporuéené kumulativni
davky DAU 300 mg/m? je schopno poskytnout vyznamny kardioprotektivni Gginek, Gspé&snost
této kardioprotektivni intervence je vSak vyznamné niz8i nez pfi podavani DEX od prvni
davky DAU.

Prace byla podporena granty GACR 305/09/0416, SVV-2012-264901 a UNCE 33/2012.
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ANALYZA FREKVENCIE KMITANIA CiLIl RESPIRA CNEHO TRAKTU V
EXPERIMENTALNYCH PODMIENKACH
! Joskova M., * Sadlofova V., >Koniar D., ?Hargas L., 2 Stofan S., ?Hrianka M., ! Frafova S.
Ustav farmakologie, Jesseniova Iekéfska fakulta UK, M@rtin, ’Katedra mechatroniky
a elektroniky, Zilinska univerzita, Zilina

Mukocilidrny transport, ktory patri k obrannym mechanizmom dychacich ciest, sa meni
v priebehu respiranych ochoreni. MézZe ist o abnormality tykajuce sa nielen tvorby
a sekrécie hlienu, ale aj o poSkodenie funkcie cilii, ktoré ulah€uju odstrafiovanie hlienu
z dychacich ciest.

Cielom experimentalnej Studie bolo zistit' rozdiely medzi kinematikou cilii respiracného
traktu u zdravych morciat (kontrola) a morciat s alergickym zapalom dychacich ciest
a pokusit sa o farmakologickl moduléciu frekvencie kmitania cilii antitusickou terapiou
(kodein) v skupine zdravych zvierat, ako aj polyfenolmi (Provinol) v skupine alergénom
senzibilizovanych morciat.

Experiment bol realizovany v in vitro podmienkach ,brushingovou“ metodikou. Zo
ziskaného epitelu trachey morc€iat bol pripraveny mikroskopicky preparat. Svetelny
mikroskop napojeny na Basler 504KC kameru bol pouzity na zaznamenanie 10 sekundovych
videosekvencii funkénych cilii. Pomocou pocitaového softvéru Ciliary analysis bola
analyzovana frekvencia kmitania cilii (Hz).

V patologickych podmienkach alergického zapalu dychacich ciest doSlo k
signifikantnému zvySeniu frekvencie kmitania riasiniek oproti kontrole. Polyfenoly redukovali
pohyb cilii v porovnani so senzibilizovanu skupinou. Kodein nesignifikantne zvysil kinematiku
cilii v porovnani s kontrolou.

Patologické zvySenie frekvencie kmitania cilii v experimentalnych podmienkach
alergickej astmy bolo giastoéne normalizované podavanim polyfenolov Provinolu. Utlm

pohybu riasiniek nebol pozorovany po podani kodeinu.

Praca bola podporena nasledovnymi projektami: ,Dobudovanie centra experimentalnej

a klinickej respiroldgie II*, ,Meranie kinetiky cilii respiracného traktu“ a ,Podpora rozvoja
fudskych zdrojov s vyuZitim najmodernejSich postupov a foriem vzdelavania na JLF UK v
Martine* podporené EU a ESF.
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BIOLOGICKE PARADOXY VO LNO-RADIKALOVYCH PROCESOV: JE MOZNE
OVPLYVNIT OXIDACNY STRES EXOGENNYMI ANTIOXIDANTAMI?

Juranek |I.

Department of Biochemical Pharmacology, Institute of Experimental Pharmacology and
Toxicology, Slovak Academy of Sciences, Bratislava

Problematika volnych kyslikovych radikédlov je mimoriadne atraktivnou témou sucasnej
biomediciny. Udaje 0 moznej Gcasti reaktivnych foriem kyslika (RFK) nielen v obrannych, ale
aj v patologickych procesoch v fudskom, zvieracom aj rastlinnom organizme vyvolavaju
diskusie oich Ulohe v etiolégii a patogenéze rbéznych ochoreni. AkG skutoénu Ulohu
zohravaju RFK v poSkodeni tkaniv, €i su pri€inou pocetnych, Casto diametralne odliSnych
ochoreni, alebo je ich tvorba iba prejavom pochodov typickych pre bunkové a tkanivové
po3kodenia, su doteraz nevyjasnené otazky. Podla klasickej predstavy zohravaju RFK
vyznamnu ulohu v etio-patogenéze tzv. volhoradikalovych ochoreni. Od polovice 70. rokov
minulého storocCia rastie pocet publikacii naznacujacich, Ze peroxidacia lipidov, oxidacia
proteinov a nukleovych kyselin in vivo, méZu byt zodpovedné za poskodenie tkaniv. AvSak
latky s antioxidacnymi Uc¢inkami, ktoré efektivne ochrafnuju tieto makromolekuly pred
oxidativnou degradéciou in vitro, ¢asto zlyhavaju v podmienkach in vivo, tj. pri prevencii
a lieCbe volnoradikalovych ochoreni. Ato aj v pripadoch, ked sa primarne predpokladala
kauzélna uloha RFK. Na druhej strane, od konca 90. rokov vyznamne narasta pocet
publikéacii poukazujacich na dblezita fyziologickl ulohu RFK. Na rozdiel od klasickej
volnoradikélovej teorie, ktora povaZzuje zvySenu tvorbu RFK pocas poSkodeni tkaniv za
dokaz kauzélnej ulohy RFK vtychto poSkodeniach, tato praca prezentuje hypotézu, Ze
podobne ako iné tkanivové mediatory mézu RFK zohravat dblezita tlohu vo vnutrobunkovej
a medzibunkovej signalizacii. Tento novy koncept je v8ak v zjavhom nesulade s klasickou
predstavou o RFK ako poskodzujucich agens povaZzovanych za pricinu vof/horadikalovych
ochoreni; RFK by mohli zohravat délezitd ulohu nie v procese poskodenia ale hojenia.
Skuto¢ne, v mnoha pripadoch nemusia byt RFK pri¢inou poSkodeni, ale sa generuju
sekundarne, tj. ako désledok tychto poSkodeni. Signalnu Ulohu RFK mbéZzeme povazovat
primarne za fyziologicku, nakolko slizi k udrzaniu bunkovej homeostazy, av3ak v situaciach,
ked dochadza k zlyhaniu mechanizmov autoregulacie, mézu RFK zohravat negativnu tlohu,

tj. zhorSovat poskodenie.

Supported in part by the VEGA (2/0048/11 and 2/0149/12).
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REMOVAL OF LIPOPOLYSACCHARIDE AND OTHER BACTERIAL C ONTAMINANTS
FROM SAMPLES OF PHARMACOLOGICAL INTEREST

Kmonickova E., Zidek Z.

Institute of Experimental Medicine, Department of Pharmacology, Academy of Sciences of
the Czech Republic, Prague 4, Czech Republic

Bacteria and/or their products may be a significant source of impurities of test samples.
The best recognized of the complex molecules of Gram-negative bacteria is
lipopolysaccharide (LPS). The major biologically active molecules of Gram-positive bacteria
are peptidoglycans (PGN) and lipoteichoic acid (LTA).

While the control of LPS contamination is usually respected in pharmacological and
immunological experiments, possible consequences of contamination with products of Gram-
positive bacteria are only scarcely taken in account in interpreting the experimental data. All
of them activate distinct receptor systems and signaling pathways determining their
pleiotropic biological properties. Evaluation of pharmacological and toxicological experiments
may thus be seriously biased if the presence of bacterial contaminants is not ruled out.

A commonly used method to eliminate effects of LPS is its neutralization by polymyxin B
(PMX). The aim of our experiments was to establish a universal method removing not only
LPS but also PGN and LTA. For this purpose, the Amicon® Ultra 0.5 mL centrifugal devices
with the 3 kDa to 100 kDa cutoff filter membranes were used. The decontamination efficacy
was monitored by the kinetic chromogenic Limulus amebocyte lysate (LAL) and functional in
vitro nitric oxide (NO) assays. Concentration of nitrite in supernatants of rat peritoneal cells (2
x 10%/mL) was determined by Griess reagent at the interval of 24 h of culture. If required, the
samples were incubated with PMX at RT for 2 h, the concentration ratio of PMX:bacterial
products being 10,000:1.

Our results prove that all LPS, PGN and LTA are potent activators of the high output NO
production. Besides, all of them are positive in the LAL assay. PMX completely abrogates
both the LAL and NO responses of LPS. In sharp contrast, neither the NO production nor the
positive LAL response of PGN and LTA can be suppressed by the PMX treatment. We have
found that the centrifugal microfiltration completely removes even high amounts of all LPS,
LTA and PGN. It has been proved by the negative LAL response of the samples and by their
failure to stimulate NO production. The 100 kDa cutoff filters are fully effective.

In summary, the centrifugal cutoff microfiltration may be suggested a highly advantageous

alternative to the hitherto broadly used PMX method, which is selective for LPS solely.

Acknowledgements. The research was supported by grant no. CZ:GA CR:303/12/0535 from
the Grant Agency of the Czech Republic.
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INVOLVMENT OF POTASSIUM ION CHANNELS IN ALLERGIC Al RWAYS
INFLAMMATION IN GUINEA PIGS

! Kocmalova M., >Marcinek J., >Kalman M., * Frariova S., * Sutovska M.

lDepartment of Pharmacology, JLF UK, Matrtin, ?|Institute of Pathological Anatomy, JLF UK,
Martin

lon channels have been the centre of many studies aiming to understand asthma
pathophysiological mechanisms to indentify therapeutic target for better control of the
disease. lon channels regulate many key functions of the cells implicated in asthma
pathophysiology. It is generally accepted that potassium ion channel activation prevents the
development of action potentials in smooth muscles. Several types of potassium channels
have been reported to produce smooth muscle relaxation and relieve the cough.

The aim of presented studies was to prove whether openers of potassium ion
channels, Katp - pinacidil and BKc, — NS 1619, inhibit the cough reflex and modulate the
airway smooth muscle (ASM) reactivity in conditions of experimental allergic inflammation of
the airways in guinea pigs.

Presented studies were carried out in 4 partial experimental procedures with
unsensitized guinea pigs and animal on 7", 14"™ and 21% day of sensitization. Allergic
inflammation of airways was induced by repetitive exposure of guinea pigs to ovalbumine
and the degree of allergic inflammation was determined by histological analysis of tracheal
and pulmonary samples. The cough reflex was induced by 0.3 M citric acid aerosol for 3 min
interval, in which total number of coughs was counted. ASM reactivity in vivo was expressed
as values of specific airway resistance (sRaw) calculated by Pennock.

Pinacidil suppressed sRaw values of both, unsensitized as well as sensitized animals,
more significantly than salbutamol. In unsensitized guinea pigs, NS 1619 significantly
reduced sRaw values, but allergic inflammation attenuated its bronchodilatory activity on 7"
and 14" days. Histological analysis of specimens showed increasing signs of allergic
inflammation during sensitization procedure as well as significant proinflammatory effect of
pinacidil and NS 1619.

This work was supported partly by grant VEGA 1/0020/11, VEGA 1/0062/11, Grant
UK/231/2012 and Center of Experimental and Clinical Respirology Il co-financed from EU
sources.
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VLIV ZMENY V CHEMICKE STRUKTURE NOVE SYNTLETIZOVANYCH BETALYTIK NA
JEJI FARMAKOLOGICKY U CINEK

) Kolmanova E., BartoSova L., Praskova V., Vesela M., Suchy P.
Ustav humanni farmakologie a toxikologie, Farmaceuticka fakulta, VFU Brno

Vztah mezi chemickou strukturou latky a jejim biologickym Gcinkem je v popredi zajmu
farmaceutickych chemikl i farmakologli fadu let. NaSe pracovisté se dlouhodobé zabyva
pfipravou a preklinickym testovanim latek s betalytickym tcinkem.

Cilem predloZzené prace bylo ovéfit ucinek latky s pracovnim nazvem BL4412 na
srdec¢ni frekvenci laboratorniho potkana a porovnat jej s jiz dfive testovanou latkou 44Bu.
Obé latky se liSi pouze povahou chemické vazby ve spojovacim fetézci molekuly. Latka
44Bu obsahuje esterovou funkéni skupinu, latka BL4412 skupinu etherovou. Sledovali jsme,
nakolik se tato zadmeéna projevi na nastupu, délce a velikosti bradykardického Gcinku.
Porovnavan byl rovnéz ucinek stereoizomert a racematt danych latek. Testovani probihalo
in vivo na laboratornich potkanech kmene Wistar, u nichZz byla vyvolana tachykardie
subkutanné podanym isoprenalinem. Latka BL4412 byla aplikovana intraven6zné v davce
1,5mg/kg. Srdecni frekvence byla odecitana ze zdznami EKG ve stanovenych €asovych
intervalech. Ke statistické analyze byly pouzity neparametrické testy (Wilcoxoniv a Mann-
Whitney test).

Nejvétsi rozdil ve vlivu obou latek na srdecéni frekvenci byl sledovan u racematu, a to v
priiméru o 7 %. Rozdily mezi R- izomery a S- izomery obou latek byly mensi - &inily 1,6 %.
Celkové lze fFici, Ze bradykardicky 0c¢inek v3ech variant latky 44Bu byl vySSi nez
bradykardicky Gcinek vSech variant latky BL4412, zjisténé rozdily vSak nebyly statisticky
vyznamné. U latky 44Bu pusobi na sniZzeni srde¢ni frekvence nejefektivnéji racemat. U latky
BL4412 byl na pocatku experimentu nejuc¢innéjsi R-izomer, od 15. minuty po podani
vykazoval nejvétsi bradykardicky efekt racemat.

Zavérem lIze Fici, Ze latka BL4412 ma v porovnani s latkou 44Bu nizSi velikost
bradykardického G¢€inku, zpomaleny nastup tohoto ucinku a jeho prodlouzené trvani.

Zatimco zpomaleny nastup a prolongaci bradykardického ucinku lze vysvétlit zménou
charakteru vazby, sniZeni velikosti tohoto uc€inku nikoliv, nebot existuje fada betalytik
s obdobnou etherovou funkéni skupinou. Lze se domnivat, Ze ztratou esterové vazby pfiSla
latka o schopnost inhibovat iontové membranové proudy, coZz mohlo vést ke sniZzeni jejiho

bradykardického vlivu.



52/  62. Farmakologické dni, KoSice, 25. — 27. juna 2012

NOVY PRISTUP K DETEKCI KLINICKY VYZNAMNYCH VARIANTNICH ALE L TPMT
METODOU ZALOZENOU NA REAL-TIME PCR.

! Kolorz M, *Wréblova K, ?Uligny B, * BartoSova L, ° Bartos M.
'Ustav humanni farmakologie a toxikologie, Farmaceuticka fakulta, VFU Brno, CR, *YBUX
Ltd., Brno, CR, *Ustav prirodnich léciv, Farmaceuticka fakulta, VFU Brno, CR

Metody molekularni biologie nachazeji stale ¢astéji své uplatnéni na poli diagnostiky a
optimalizace farmakoterapie. Byla prokadzana fada genetickych marker(, které umoZziuji
predikovat vyskyt nezadoucich ac€inku, efektivitu terapie i optimalni davkovani. Vztahy mezi
genotypem a farmakoterapii se zabyva védni obor farmakogenomika. Pfikladem aplikace
vysledk( vyzkumu do klinické praxe je vySetfovani variantnich alel genu pro thiopurin
S-methyltransferazu (TPMT) v souvislosti s terapii azathioprinem. Ackoliv je tato 1é¢ba velmi
ktery se vyskytuje u 2-5 % pacientl je leukopenie, souvisejici s nedostate¢nou schopnosti
organismu biotransformovat aktivni derivaty azathioprinu. Majoritni cestou metabolizace
tohoto IéCiva je metylace, ktera je katalyzovana enzymem TPMT. Gen, ktery koduje tento
enzym, se vyskytuje v nékolika alelovych variantach, znichZz nékteré uzce koreluji
s vyskytem leukopenie. U nositell téchto alel je katalyticka aktivita TPMT snizena a dochazi
tak ke kumulaci aktivnich metabolitd. Z hlediska klinického dopadu jsou v kavkazské
substituci 460G>A a 719A>G), TPMT*3B (460G>A), TPMT*3C (719A>G), a TPMT*2
(238G>C). Na zakladé genotypu pacienta je mozné urcit rizikové jedince, u kterych je
potfeba zvolit niZ8i davku Ié€iva a zaroven mnohem peclivéji monitorovat krevni obraz.

Cilem této prace bylo vyvinout jednoduchou metodiku genotypizace pacientl na

pfitomnost variantnich alel TPMT (*3A, *3B, *3C a TPMT*2) vyuZivajici metodu real time
PCR a validovat ji porovnanim s jinymi metodickymi postupy genotypizace.
Na zéakladé sekvenci genu pro TPMT v oblasti vyskytu sledovanych polymorfizma byly
navrzeny specifické primery a sekvence dualné znaCenych sond. Reakéni podminky byly
navrzeny a optimalizovany tak, aby detekce vSech polymorfizmd mohla probihat ve stejném
¢ase, vrezimu paralelni reakce. Syntézou plasmidd byl také vytvofen systém pozitivnich
kontrol umoznujici jednoznacnou interpretaci vysledkl. Cela souprava pak byla testovana na
vzorcich DNA od 188 pacientu Ié¢enych azathioprinem.

Nami navrZzeny metodicky postup pfredstavuje rychly, manipulacné jednoduchy
zpUsob detekce klinicky vyznamnych alel genu pro TPMT. Ziskané vysledky jsou jednoduSe
interpretovatelné a nezaménitelné diky systému pozitivnich kontrol. Validita metody byla
ovéfena 100% shodou s vysledky genotypizacel88 vzork(h DNA, u nichZ bylo stanoveni alel
TPMT provedeno i jinou metodou.

Tato prace je podporovana grantovym projektem FR-TI2/075 — Ministerstva pramyslu
a obchodu CR.
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RELATIVE BIOAVAILABILITY OF TWO ENALAPRIL FORMULATI
VOLUNTEERS

ONS IN HEALTHY

Kopecky J., Kholova D., Vybiralova Z., Zoulova J., Chladek J., *Macek K., Kvétina J.

Institute of Experimental Biopharmaceutics, Joint Research Centre of PRO.MED.CS Praha
a.s. and Academy of Sciences of the Czech Republic, Hradec Krélové, Czech Republic
*2" Department of Internal Medicine, University Hospital, Hradec Kralové, Czech Republic

The aim of the open-label, single dose, randomized, crossover (2-sequence, 2-period),
clinical study was to compare bioavailability of two oral tablet enalapril formulations (A and
B).

Thirty healthy male volunteers (18-48 years, body mass index 21.1-24.9 kg/m?)
received twice a single 20 mg oral dose of enalapril with a washout period of 14-21 days.
Blood samples (9 ml) were taken 0-72 hours after drug administration for the measurement
of serum concentrations of enalapril and its active metabolite enalaprilat (using LC-MS/MS
method). Pharmacokinetic parameters were estimated using non-compartmental methods.
For their statistical evaluation, ANOVA, two one-sided tests procedure and estimations of
90% confidence intervals (90% CI) were used.

The results of the study are presented in the following Table:

Parameter Formulation Formulation Point 90% CI

A B estimate
enalapril
AUC,, [pmol.h/ml] 613 +£133 602 +£118 101.6 % 95.8 -107.9 %
AUC.ins [pmol.h/ml] 616 + 133 605 + 118 101.6 % 95.9-107.8%
Crax [pmol/ml] 423 +104 395 + 103 107.3 % 100.1 - 115.0%
trmax [h] 0.89£0.29 0.84+0.21 Oh 0.0to +0.125h
ti [h] 4.18 +5.30 3.83+5.45 - -
enalaprilat
AUC [pmol.h/ml] 1792 + 447 1798 +413 99.4 % 94.0 - 105.1 %
AUC.ins [pmol.h/ml] 1884 + 457 1889 +416 99.4 % 94.1 - 105.1 %
Crnax [pmol/ml] 203+ 71 200 +59 99.9 % 91.8-108.9%
tmax [h] 3.38£0.65 3.37+£0.73 Oh -0.25t0 +0.25 h
ti [h] 31.2+10.5 29.5+12.2 - -

Pharmacokinetic parameters are expressed as arithmetic mean *s.d.

Bioequivalence of the two compared enalapril formulations was proven for all

bioavailability parameters (in the acceptance range 80-125 %).
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SYNTHESIS, BIOLOGICAL ASSESSMENT AND MOLECULAR MODE LING OF NOVEL
TACRINE-7-METHOXYTACRINE HETERODIMERS FOR ALZHEIMER DISEASE
TREATMENT

12Korabecny J., *Hamulakova S., * Gazova Z., * Siposova K., Kassa J., >Kuca K.

'Department of Pharmaceutical Chemistry and Drug Control, Charles University in Prague,
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralove, Czech Republic, 2Department of Toxicology, Faculty
of Military Health Sciences, University of Defence, Hradec Kralove, Czech Republic,
*Department of Organic Chemistry, Institute of Chemistry, Faculty of Science, P.J. Safarik
University, Kosice, Slovak Republic, “Institute of Experimental Physics, Slovak Academy of
Sciences, Slovak Republic, *Centre of Advanced Studies, Faculty of Military Health
Sciences, Hradec Kralove, Czech Republic

Alzheimer disease (AD) is an irreversible, progressive neurodegenerative disorder
associated with a global impairment of higher mental function that represents a deterioration
of memory as the cardinal symptom. Early studies based on pharmacologic interference with
cholinergic function suggested close relationship between acetylcholine-mediated
neurotransmission and cognitive function. Acetylcholinesterase (AChE; EC 3.1.1.7) is an
enzyme decomposing acetylcholine neurotransmitter to acetate group and choline. Inhibition
of AChE by reversibly acting AChE inhibitors (AChEIs) is leading therapeutic approach in AD
treatment leading to improvement of cognitive functions. Within our contribution we are
presenting synthesis, biological evaluation and molecular modeling in the novel series of
tacrine-7-methoxytacrine heterodimers as possible anti-AD agents. As resulted several
candidates reached promising results comparable with those obtained for standard AD drug
tacrine. Selected chemical structures will be in the future leading structures for in vivo toxicity

studies.

Authors appreciate the support of the Grant Agency of the Czech Republic (No.
P303/11/1907), grant of Ministry of Defense — A long-term organization development plan
1011 and the Ministry of Education, Youth and Sports of the Czech Republic (No. SVV 265
001). Financial support from the Slovak Grant Agency VEGA (No. 1/0672/11) is also
gratefully acknowledged.
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LIECBA AKUTNEJ BOLESTI NA ODDELENI TRAUMATOLOGIE

!Kovagova B., ' Foltanova T., 2Kénya S., ® DuriSova A.

lUniverzita Komenského v Bratislave, Farmaceuticka fakulta, Katedra farmakologie
a toxikologie, *Klinika Grazovej chirurgie a ortopédie Fakultnej nemocnice, Nitra, *Klinika
novorodencov, deti a dorastu Fakultnej nemocnice, Nitra

Polyfarmécia je <&astou charakteristikou hospitalizovanych pacientov, pri€inou
zhorSovania zdravotného stavu pacienta, pripadne pri¢inou samotnej hospitalizacie. LieCba
bolesti akutnej aj chronickej je kombinovana. Kombinacia lie€iv zvySuje riziko liekovych
interakcii a neziaducich acinkov, na druhej strane je nizka kontrola bolesti v populé&cii. Vyber
vhodného analgetika je vyrazne staZzeny v pripade polymorbidného alebo geriatrického
pacienta a situacia je komplikovana aj rozlicnou subjektivnou vnimavostou voci algickym
podnetom a odozve na terapiu.

Ciefom prace je poukézat na suasné moznosti v liecbe bolesti u hospitalizovanych
pacientov na oddeleni traumatolégie a prinos farmaceuta pri identifikovani neZiaducich
reakcii a interakcii.

Retrospektivha analyza farmakoterapie u hospitalizovanych pacientov na oddeleni
traumatolégie vo Fakultnej nemocnici v Nitre. Informacie o farmakoterapii pacientov sme
ziskali z elektronickej databazy a chorobopisov pacientov hospitalizovanych na tomto
oddeleni. Zdrojom informécii o liekoch bolo aktuélne platné SPC, zoznam liekovych interakcii
v publikécii Drug Interaction Facts 2012 a odborné ¢lanky.

Sledovali sme diagnézu, farmakoterapiu bolesti, mozné klinické interakcie a kontrolu
bolesti. NaSe vysledky prispeju k identifikacii rizikovych faktorov v lie€be bolesti a pripadnej

Uprave analgetickej terapie na oddeleni traumatoldgie.
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VPLYV METFORMINU A KARVEDILOLU NA DISPERZIU QT a Q Tc INTERVALU
U DIABETICKYCH A HYPERTENZNO-DIABETICKYCH POTKANOV
Kralova, E., Jankyov4, S., GreSakov4, E., Stankovi¢ova, T.

Katedra farmakoldgie a toxikologie, Farmaceuticka fakulta, Univerzita Komenského
v Bratislave

Diabetes mellitus (DM) je ochorenie Casto sa vyskytujuce v kombinacii s hypertenziou.
Kombinacia tychto ochoreni vedie nielen k porucham c¢&erpacej funkcia srdca, ale aj
k zmenenej elektrickej aktivite, ktora sa mdZe prejavit’ predizenim QT intervalu. Aktualne sa
uvazuje odisperzii QT (QTd) aQTc (QTcd) intervalu ako o neinvazivhom markere
nehomogénnej repolarizacie myokardu.

Sledovali sme teda vplyv DM (vyvolanom streptozotocinom v davke 3 x 25 mg i.p.) na
disperziu QTd aj QTcd intervalu na 12 zvodovom EKG a vyskyt dysrytmii na izolovanom
srdci u SHR zvierat (HD). U diabetickych nelie€enych potkanov (D) sme zaznamenali vy3Siu
frekvenciu srdca, zvySenie QTd a QTcd a zvySeny vyskyt dysrytmii, v porovnani s kontrolou
(vehikulum, 0,5ml/kg, n=6, p.o.). Podobné zmeny len vo vy33ej intenzite sme pozorovali
v skupine HD.

Karvedilol je B — blokator s antioxidaénym a vazodilatatnym ac€inkom, ktory
v davkovani 0,09 mg/kg p.o. (DK, HDK n=6) spomalil frekvenciu srdca, potlacil disperziu QT
aj QTc intervalu a zniZil poCet dysrytmii v porovnani s D a HD zvieratami. Metformin je
najCastejSie pouzivané antidiabetikum, ktoré v davke 12,1 mg/kg, p.o. malo tendenciu
k predizeniu QT intervalu, disperzie QT aj QTc intervalu avy3Sej incidencii dysrytmii
v porovnani s D aj HD skupinou (DM n=5, HDM n=6).

Zda sateda, Ze analyza disperzie intervalu QT a QTc je vhodnym prediktorom
zvySenej nachylnosti myokardu voci elektrickej nestabilite a tendencii k zvy3enej incidencii
dysrytmii. Karvedilol je Gc&innejSi v Uprave elektrickej aktivity srdca v porovnani

s metforminom.

Praca bola podporena grantami VEGA SR 1/1342/12 a FaFUK13/2011.
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BISQUATERNARY CHOLINESTERASE INHIBITORS AS PROPHYLA XIS AGAINST
NERVE AGENTS

2Kuca K., ®*Musilek K., * Komloova M., * Horova A., ? Soukup O., ** Zdarova-Karasova J.,
'Kassa J.

'University of Defence, Faculty of Military Health Sciences, Department of Toxicology, Centre
of Advanced Studies and Department of Public Health, Hradec Kralove, Czech Republic,
“Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralove, Department of
Pharmaceutical Chemistry and Drug Control, Hradec Kralove, Czech Republic, *University of
Hradec Kralove, Faculty of Science, Department of Chemistry, Hradec Kralove, Czech
Republic, “University Hospital, Hradec Kralove, Czech Republic

Cholinesterase inhibitors are currently considered as promising prophylaxis against
nerve agents (huperzine, galantamine, SAD-128, etc.). Among them, quaternary
cholinesterase inhibitors are well investigated because of their “only” peripheral action.

Recently, novel (bispyridinium, bisquinolinium and bisisoquinolinium) analogues were
synthesized by our group. They showed non-competitive inhibitory ability towards hAChE in
vitro that was further rationalized by molecular modeling studies. Furthermore, acute toxicity
(LDso) of selected candidates was tested. For several less toxic compounds, protective ratio
against soman induced toxicity was determined.

All results obtained during the development of these prophylactic means based on
guaternary cholinesterase inhibitors indicate that this approach should be more thoroughly
investigated to reach the most promising drug candidates able to replace current prophylactic

treatment.
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VPLYV ABSENCIE VYBRAN)’(CH MOLEKULOVYCH FORIEM CHOLIN ESTERAZ NA
HLADINY MUSKARINOVYCH A B-ADRENERGNYCH RECEPTOROQV V SRDCI
' Kugera M., ?Faréar V., *Myslivedek J.,  Hrabovska A.
'Katedra farmakoldgie a toxikolégie, Farmaceuticka fakulta Univerzity Komenského,
Bratislava, SR, *Fyziologicky Ustav, 1. Lekarskej fakulty, Karlovej Univerzity, Praha, CR

Neuronélna regulacia srdcovej Cinnosti je zabezpe€ovana vegetativnym nervovym
systémom. Sympatikus pdsobi na srdce prostrednictvom B-adrenergnych receptorov (B-AR)
zatial ¢o parasympatikus prostrednictvom muskarinovych receptorov (MR).

U mysi s absenciou acetylycholinesterdzy (AChE) dochéadza v pfiucach k poklesu
hladin MR a B-AR. Pricom tento pokles je pripisovany adaptacnym zmenam organizmu na
vysoké hladiny acetylcholinu v tkanive. O cholinesterazach v srdci a o vplyve absencie ich
molekulovych foriem na hladiny receptorov v srdci nie st zname takmer Ziadne informacie.

Ciefom tejto prace bolo sledovat hladiny celkovych MR a 3-AR v srdciach mysi
s absenciou jednotlivych molekulovych foriem cholinesteraz.

Priamymi radioligandovymi vazbovymi Studiami sme stanovili hladiny celkovych MR
a celkovych B-AR v lavej komore, pravej komore av medzikomorovom septe u réznych
genotypov mysi. Konkrétne sa jednalo o mySi s absenciou cholinesterdz kotvenych
proteinom ColQ (ColQ-/-) a PRIMA (PRiMA-/-), s absenciou butyrylcholinesterazy (BChE-/-),
s absenciou v3etkych kotvenych molekulovych foriem AChE (Del E 5+6-/-), s absenciou
AChE v kostrovom svale (Del i1RR-/-) a u divokého kmena.

Pozorovali sme signifikantne vySSie hladiny MR v lavej komore samic PRiIMA-/-, Del
E5+6-/-, a BChE-/- mysSi, v pravej komore samic BChE-/- mySi a v septe samic BChE-/- a Del
E5+6-/- mySi v porovnani s divokym kmefiom. U samcov sme nepozorovali Ziadne rozdiely
medzi jednotlivymi genotypmi. Hladiny B-AR nevykazovali Ziadne vyrazné rozdiely medzi
jednotlivymi genotypmi u Ziadneho z pohlavi.

MbZeme konStatovat, Ze adaptacné zmeny na chybanie r6znych molekulovych foriem
cholinesterdz sa liSia na urovni pohlavia. NaSe vysledky dokladuju vySSiu adaptacnu
schopnost samic na zmeny v organizme. To je koniec koncov v sulade so sucasnymi
poznatkami uvadzanymi v literatire, ktoré poukazuju na rozdiely v cholinergnej inervacii

medzi pohlaviami.

Praca bola podporend grantami: FaF UK/49/2012, APVV SK-FR-0031-09, SK-FR-
0048-11, SK-CZ-0028-09 and VEGA 1/1139/12 2012-2014
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PROBIOTIC STRAIN ESCHERICHIA COLI NISSLE 1917 AND ITS EFFECT ON
BACTERIOCINOGENY AND MORPHOMETRIC PARAMETERS OF GAS TROINTESTINAL
WALL IN EXPERIMENTAL PIGS

L2Kunes M., *Bures J., *Smajs J., ° Pejchal J., *Smarda J., ° Forstl M., ®Lesna J.,
"Tlaskalova-Hogenova H., 2 Kvétina J.

!Institute of Experimental Biopharmaceutics, Joint Research Centre of PRO.MED.CS Praha
a.s. and the Czech Academy of Sciences, Hradec Kralové, 2Department of Human
Pharmacology and Toxicology, Faculty of Pharmacy, University of Veterinary and
Pharmaceutical Sciences Brno, *2nd Department of Medicine, University Teaching Hospital,
Hradec Kralové, “Department of Biology, Faculty of Medicine, Masaryk University Brno
°Centre of Advenced Studies, Faculty of Military Health Sciences in Hradec Kralové,
University of Defence Brno, °Institute of Clinical Microbiology, Faculty of Medicine at Hradec
Kralové, Carles University in Prague, ‘Institute of Microbiology, the Czech Academy of
Sciences, Prague

The bacteriocinogenic strain Escherichia coli Nissle 1917 (EcN) is widely used as an
efficient probiotic in therapy and prevention of human gastrointestinal disorders and
infectious diseases.

Aim of this study (as part of experiments examining the impact of probiotics on
intestinal drug absorption) was to evaluate bacteriocins production (as one of probiotic’s
mode of action) and morphometric parameters of gastrointestinal (GIT) wall in short-term
high-dose indomethacin (as an inducer of GIT lesions) administration with or without
probiotic bacteria EcN in an experimental porcine model.

Twenty-four pigs entered the study: Group A (controls), Goup B (probiotics alone),
Group C (indomethacin alone), Group D (probiotics and indomethacin). EcN (3.5x10"
CFUs/day for 14 days) and/or indomethacin (15 mg/kg per day for 10 days) were
administrated orally. Anal smears and smears from small and large intestine were taken
during autopsy from all animals. Bacteriocin production was determined with 6 different
indicator strains; all strains were PCR tested for the presence of 29 bacteriocin-encoding
determinants. There was a difference in bacteriocinogeny between control group A (52/149,
35%) and groups with treatment at the end of the study: B: 31/122 (25%, P=0.120); C:
43/155 (28%, P=0.222); D: 29/134 (22%, P=0.020). Specimens of the stomach, small and
large bowel were routinely processed for microscopic examination. Three basic parameters
were evaluated: the height of glandular mucosa, the height and width of interfoveolar spaces,
villi and basement size of epithelial cells. Altogether 18,240 morphometric measurements
were accomplished. The indomethacin & probiotics group demonstrated a significantly lower
height of cryptal mucosa and colonocytes and widening of the basement size of colonocytes
compared to controls (p=0.004;p<0.001; p=0.025). The height of cryptal mucosa was
significantly higher in the EcN group compared to controls (p=0.001). Indomethacin alone
decreased values of all measured parameters of the gastric mucosa. EcN alone provided a
significant favourable trophic effect on the colonic mucosa. However, indomethacin &
probiotics administered together comprise the worst impact on all porcine stomach, small
and large bowel and also an impact on bacteriocin production.

Supported by research project MZO00179906 from the Ministry of Health of the Czech
Republic, by institutional support from the Czech Republic (MSM0021622415) and by
research grants GACR 305/08/0535 and NS9665-4/2008 (Ministry of Health of the Czech
Republic)
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INTERACTION OF ANTIVIRAL AGENT PMEG WITH SLC TRANSPORTERS

! Mandikova J., * Volkova M., * Novy Z., * Pavek P., ?Janeba Z.,  Trejtnar F.

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Krélové, Department of
Pharmacology and Toxicology, Czech Republic, “Institute of Organic Chemistry and
Biochemistry AS CR, v.v.i., Prague, Czech Republic

Acyclic nucleoside phosphonate 9-[(2-phosphonomethoxy)ethyllguanine (PMEG)
shows significant antiviral and antitumor activities. The agent is eliminated predominantly by
the kidney. Although acyclic nucleoside phosphonates are known to be substrates for the
human organic anion transporter 1 (hOAT1), there is no information regarding other SLC
transporters abundantly expressed in the kidney such as organic cation transporters (OCTSs)
or nucleoside transporters (NTs).

The purpose of our study was to investigate the affinity of PMEG to selected human
SLC transporters (hOAT1, hOCT2, hCNT2 and hCNT3) in an appropriate cellular in vitro
model. Human cervical cancer cell line (HelLa) transiently transfected with hOAT1 and
Madin-Darby Canine Kidney Il cells (MDCKII) transiently transfected with hOCT2, hCNT2 or
hCNT3 were used for the experiments.

In functional accumulation studies, all used cellular models (HeLa"**™, MDCKII"9¢™,
MDCKII"N™ or MDCKII"*N™) showed a strong uptake of specific substrates compared with
control cells transiently transfected with empty vector. These findings confirmed proper
function of our cellular models. In the affinity transport studies, the rate of inhibition of
intracellular accumulation of [*H]-labeled prototypical substrate was induced by gradually
increasing concentration of the tested compound.

The performed affinity transport studies confirmed the interaction of PMEG with
hOAT1. We did not observe any significant interaction of PMEG with hOCT2, hCNT2 and
hCNT3 transporters in the used cellular models. The results suggested that PMEG is
transported in the renal tubules only by OAT1 and the other tested SLC transporters seem to

play insignificant role in its renal excretion.

The study was supported by Charles University in Prague (Project SVV 265003), grant
GAUK No. 360811/FaF/C-LEK and grant IGA MZ No. NT12398-4/2011.
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CHOLINERGNY SYSTEM V ROZVOJI SRDCOVEHO ZLYHANIA

Matus M., Pivackova L., Cernecka H., Gajdacova B., Klimas J., Hrabovska A., Kyselovi¢ J.,
Kfenek P.
Katedra farmakologie a toxikolégie, Farmaceuticka fakulta, Univerzita Komenského,
Bratislava

Srdcové zlyhanie (SZ) patri medzi zavazné ochorenia sucastnej spolo¢nosti a hapriek
intenzivnemu vyskumu je jeho terapia nedostatoCna a mortalita pacientov stale vysoka. Za
zakladny patogeneticky faktor sa povaZzuje chronicka aktivacia fyziologickych regula¢nych
mechanizmov, predovSetkym sympatiku a renin-angiotenzin-aldosteronového systému. Az v
poslednej dobe sa prisudzuje stale vysSia dolezitost parasympatikovej Casti vegetativneho
systému (PAS), i ked zmeny jej funkcie a Uloha v rozvoji srdcového zlyhania je nedostato¢ne
charakterizovana. Aktivita PAS je v pokroCilych Stadiach SZ popisovana ako abnormaélne
zniZzen&. Ako hlavna zmena na molekularnej rovni sa Udava nizka aktivacia nikotinového Ny
receptoru, spOsobend nefyziologickou kombinaciou jeho podjednotiek. Regulécia
cholinergného prenosu pritom méze prebiehat na dalSich drovniach: ovplyvnenim syntézy
alebo metabolizmu acetylcholinu (ACh). Hlavnymi enzymami zodpovednymi za syntézu ACh
sU cholinacetyltransferaza (ChAT) a karnitinacetyltransferdza (CarAT). Degradacia ACh je
katalyzovana acetylcholinesterdzou. Tento enzym je v myokarde lokalizovany predovsSetkym
prostrednictvom Specifickej kolagénovej kotvy ColQ.

V naSej praci sme sledovali expresiu ChAT, CarAT a ColQ v priebehu rozvoja srdcového
zlyhania vyvolaného chronickou B-adrenergnou stimuldciou. Potkanom Wistar bol aplikovany
kazdych 24 hodin izoprenalin (i.p., 5mg/kg). Zvierata boli usmrtené v roéznych €asovych
intervaloch po aplikacii prvej davky: 30 minat, 1, 2, 4 a8 hodin, 1, 2, 4 a8 dni (n=6).
Z myokardu bola izolovana celkova RNA a pouZitd na meranie relativnej expresie uvedenych
génov. Ako kontrolné skupina sluZzili potkany neovplyvnené izoprenalinom.

V priebehu rozvoja SZ sme v myokarde zaznamenali postupné zniZenie expresie ChAT,
od 4 hodin po aplikacii az do konca sledovaného obdobia signifikantné na priblizne 19%
(p<0,05). Toto zniZenie bolo sprevadzané prechodnym narastom expresie CarAT so
signifikantnym maximom 202% po 1 hodine. Expresia CarAT nasledne klesala aZz na
signifikantne znizené hodnoty v4 a8 dnoch. Hladina mRNA pre ColQ postupne klesala
avrozmedzi 2 az 24 hodin bola znizenad. NaSe vysledky naznacuju, Ze v uZ v prvych
stadiach SZ dochadza zmendm v syntéze a metabolizme ACh, ktoré pravdepodobne

prispievaju k popisanym poruchdm cholinergnej transmisie.

Grantova podpora: VEGA 1/0923/12; VEGA 1/0981/12; UK/449/2012
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APLIKACIA FARMAKOLOGICKY OVPLYVNENYCH HUMANNYCH
HEMATOPOETICKYCH KME NOVYCH BUNIEK DO SRDCA WISTAR POTKANA IN VIVO

! Mensikova L., * Musil P., * Stahlova K., * Mlynarova J., > Gazova A., * Kyselovié J.

lUniverzita Komenského v Bratislave, Farmaceuticka fakulta, Katedra farmakologie
a toxikologie, 2 Univerzita Komenského v Bratislave, Lekarska fakulta

Kmenové bunky ako potencialny terapeuticky prostriedok regenerativnej mediciny sa
vyuZivaju aj v kardiologii, kde sa tieto bunky v réamci dopliujucej lieCby ochoreni ako
koronarna chobora, infarkt myokardu, aplikuju pacientom do myokardialnej svaloviny.

Ciefom préace bolo zistit' zapalovu odpoved potkana na intramyokardialne aplikované
fudské hematopoetické kmenové bunky a jej farmakologické ovplyvnenie kyselinou
acetylsalicylovou.

Potkanom kmena Wistar sme intramyokardialne aplikovali humanne hematopoetické
kmerové bunky kostnej drene (4.3 x 10* buniek v aplikovanom objeme 0,4 ml) inkubované v
roztoku aspirinu, resp. aspirinovy roztok. Potkany sme utratili v CO, sedem dni po aplikacii
buniek, pricom sme odobrali orgdny na histologickl analyzu a na Western Blot a PCR
analyzu a krv, z ktorej sme centrifugaciou ziskali plazmu na uréenie zapalovych markerov.

Nizka hladina C reaktivneho proteinu indikuje, Ze aplikacia [udskych
hematopoetickych kmerfiovych buniek inkubovanych v roztoku aspirinu alebo aspirinového
roztoku do srdca potkana nevedie k zapalu. Nepritomnost zépalu alebo jeho moZzné
potlacenie kyselinou acetylsalicylovou vyZaduje dalSie analyzy.

Transplantacia kmenovych buniek mdZe indukovat zapalovi odpoved organizmu
expresiou prozapalovych cytokinov a prostaglandinov. Kyselina acetylsalicylova inhibuje
aktivitu cyklooxygenazy, ¢im zniZzuje produkciu prostaglandinov a taktieZ je schopna znizit
aktivitu transkripéného faktora NF-kB, ¢o mdzZe prispievat’ Kk jej protizapalovému pdsobeniu

a aj preto moze byt kyselina acetylsalicylova uc¢inna v protizapalovej terapii.

Praca bola podporenid BIOMAKRO 2, ITMS 26240120027, VEGA 1/0786/11 a Grantom FaF
UK/35/2012.
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SKRINING GENOV PODIELAJUCICH SA NA PROCESOCH ANGIOGENEZY
SVETLOBUNKOVEHO KARCINOMU OBLI CIEK.

! Mésarosova L., *Frarova S., > Svihra J., ®Kyselovié J., *Kfenek P., *Klimas J., *
Ochodnicky P.

!Ustav farmakolégie, Jesseniova lekarska fakulta UK, Martin, 2Urologicka klinika, Jesseniova
lekarska fakulta UK, Martin, *Katedra farmakologie a toxikolégie, Farmaceuticka fakulta UK,
Bratislava

Adenokarcindbm obliCiek patri medzi velmi zavazné nadorové ochorenie, ktorého
biologicka aktivita sa liSi od ostatnych malignych ochoreni. Jednou z vlastnosti je, Ze sa
prejavuje velkou rezistentnostou na radioterapiu a imunoterapiu. Praca je zamerana na
sledovanie expresie génov podielajucich sa na procesoch angiogenézy, ktoré by mohli
prispiet k zlepSeniu diagnostiky a k zefektivneniu lieCby pacientov s diagnostikovanym
svetlobunkovym RCC.

Pacienti s diagndézou adenokarcindbmu obli¢iek podstapili radikalnu vo Fakultnej
nemocnici JLF UK v Martine na Urologickej klinike. PoCas chirurgického zakroku boli odbraté
tumoroveé a kontrolné tkaniva (zdravo sa javiace tkaniva), ktoré boli uskladnené pri teplote -
80°C. Metddou RT-PCR, v ktorej bola pouzith komeréne pripravena platni¢ka, sme sledovali
zmeny v expresii génov podielajucich sa na procesoch angiogenézy.

Z celkového poctu génov (n = 84) sme v pripade 17 génov zaznamenali signifikantne
vySSiu expresiu, v pripade 13 génov pokles expresie au 59 génov sme nezaznamenali
Ziadne zmeny v expresii. Na zaklade rozptylu CT hodn6t sme z pdvodnych sedemnéstich
génov, v ktorych bola sledovana vysok& expresia vyselektovali sedem (ANGPTL4, CXCL10,
CXCL9, CDH5, S1PR1, VEGFA, PTGS1) a z poévodnych trindstich génov, u ktorych bola
expresia znizend sme vyselektovali Styri gény, ktoré boli signifikatne down-regulované
(ANGPTL3, COL4A3, EGF, PLG).

Na zaver mdéZzeme konstatovat, Ze naSa praca ponuka prehlad génov, ktoré sa podielaju
na regulacii angiogenézy. Zaroven podava informécie o dalSich moznych biologickych
markeroch nadorového ochorenia obli¢iek, ako aj ich mozné vyuZitie vo farmakoterapii

svetlobunkového RCC.

Tato praca vznikla za podpory grantu VEGA 1/0103/09, VEGA 1/0707/09 a OPV -
26110230031/07/D/2010.
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HODNOTENIE LATOK S ANTIOXIDA CNYMI VLASTNOSTAMI A ANTIREUMATIKA -
METOTREXATU STUDOVANA NA MODELI ADJUVANTNEJ ART RITIDY

! Mihalova D., ! Bauerova K., 1 Dréfi F., * Kuncirova V., * Ponist S., 2 Fedorova T., *Harmatha
J., 'Nosél R.
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organické chemie a biochemie AV, Praha, CR

Reumatoidna artritida (RA) je c&asto sa vyskytujucim zavaznym civilizatnym
ochorenim kibov. ZniZenie oxidaéného stresu, ktory je déleZitym faktorom patogenézy RA,
moéZe byt novou vyznamnou stratégiou v lieCbe chronickych zapalovych ochoreni, ku ktorym
patri aj RA.

Ciefom tejto Studie bolo zistit' efekt: (a) podavania pinosylvinu (PIN) a karnozinu
(KARN) v monoterapii a (b) kombinacie KARN s metotrexatom (MTX) na adjuvantna artritidu
(AA) potkanov.

AA bola indukovana intradermdlnou injekciou suspenzie inaktivovanych
Mycobacterium butyricum v nekomplethom Freundovom adjuvans potkanom kmerfa Lewis.
Experiment zahffial zdravé kontrolné zvierata, artritické zvierata bez lie€by, artritické zvierata
lieCené PIN v dennej p.o. davke 30 mg/kg hmotnosti, artritické zvieratd lieCené KARN
v dennej p.o. davke 150 mg/kg hmotnosti, artritické zvierata lieCené MTX 2-krat tyZzdenne
p.o. davkou 0.3 mg/kg hmotnosti a artritické zvierata lie¢ené kombinaciou KARN+MTX.
Stanovili sa nasledovné parametre: zmena objemu zadnej kon€atiny, artritické skore
pomocou artrogramu, aktivita bunkovej y-glutamyltransferazy v slezine a kibe, &asovy
interval nastupu Fe?-indukovanej oxidacie lipidov v plazme ahomogenate mozgu,
plazmatické hladiny CRP a TBARS.

Podavanie KARN bolo u€innejSie ako podavanie PIN v redukcii vaésiny sledovanych
ukazovatelov ochorenia. OsvedcCila sa aj kombinacia KARN s MTX, ktora bola ucinnejSia
v terapeutickom ovplyvneni priebehu AA ako MTX v monoterapii. Podavanie KARN méze

zvysit a€innost terapie zaloZzenej na pouZiti chorobu modifikujucich antireumatik.

Podakovanie: VEGA 2/0045/11, APVV-0315-07, APVV-0052-10 a bilateralny projekt SAS-
RAMS 2010-2012: “Regulation of cytokine synthesis during inflammation development in
brain and other tissues.”
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HODNOTENIE UCINKU DIMETYLSULFOXIDU NA ZAPALOVE A OXIDA CNE
PARAMETRE PRI EXPERIMENTALNOM MODELE ALERGICKEJ AST MY

! Mikolka P., * Mokra D., > Drgové A., ? Petra3 M., * Mokry J.

'Ustav fyzioldgie, Ustav lekarskej biochémie, *Ustav farmakoldgie, Jesseniova lekarska
fakulta Univerzity Komenského, Martin

PouZitie protizapalovych latok v lieCbe astmy je €asto limitované ich nerozpustnostou
vo vode, preto sa pri testovani ich Gc€innosti pouzivaju rozpastadl4, ako napr. dimetylsulfoxid
(DMSO). Nakolko sa nedavno zistilo, Ze DMSO méZe vykazovat aj antioxidacné vlastnosti,
cielom nasej Studie bolo overit, &i u morciat senzibilizovanych ovalbuminom (OVA) DMSO v
10 % koncentracii ovplyvni mobilizaciu leukocytov do pfuc, ich aktivaciu a tvorbu volnych
radikalov.

MorCatd sme rozdelili na OVA-senzibilizované a nesenzibilizované. Jednej skupine
OVA-senzibilizovanych a jednej skupine nesenzibilizovanych morc&iat sme podali 10 %
DMSO, ostatnym dvom skupindm sme podali fyziologicky roztok. Po usmrteni zvierat sme
odobrali vzorky krvi a stanovili celkovy antioxidacny stav (TAS) v plazme. Lavé plica sme
lavaZovali fyziologickym roztokom a stanovili celkovy a diferencialny poc¢et leukocytov. Pravé
pldca sme homogenizovali a stanovili koncentracie TAS a markerov oxidacie lipidov a
proteinov v homogenate a v izolovanej mitochondriélnej frakcii.

OVA-senzibilizacia zvysila celkovy poc€et buniek a zastupenie eozinofilov a neutrofilov v
lavaznej tekutine, zvySila oxidaciu lipidov a proteinov v pldcnom homogenate i v
mitochondridch a zniZila TAS v pfucach i v plazme v porovnani s nesenzibilizovanymi
kontrolami. Podanie 10% DMSO neviedlo k Statisticky vyznamnym zmenam zépalovych a
oxida¢nych parametrov v porovnani s kontrolnou skupinou.

Senzibilizacia ovalbuminom zvySuje mobilizaciu leukocytov do plac a tvorbu volnych
radikalov u morciat. 10% DMSO nemalo vplyv na z4palové a oxidacné parametre a jeho
pouZitie ako rozpusStadla neskresfuje protizapalové a antioxidacné UCinky lieCiva v Aom

rozpusteného.

Podporené projektom “Dobudovanie Centra centra experimentalnej a klinickej respiroldgie
CEKR II” a Grantom VEGA ¢. 1/0030/11.
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2-CHLQRO-1,4-NAFTOCHINONOVY DERIVAT KVERCETINU AKO POTENCIALNE
LIECIVO DIABETICKYCH KOMPLIKACIi: PREDKLINICKE TESTY IN VITRO

! Milagkova ., * Prnova M.,  Kovagikova L.,  Majekova M., * Veverka M., * Stefek M.
!Ustav experimentalnej farmakolégie a toxikologie, SAV, Bratislava, “Bel/Novamann Intc.
Ltd., Bratislava

Na patogenéze diabetickych komplikacii sa podiefaja viaceré biochemické
mechanizmy, z ktorych klG€ova uUloha sa prisudzuje oxidanému stresu a polyolovej drahe
odburavania nadbytoénej glukézy na osmoticky aktivny sorbitol, pomocou enzymu
aldézareduktaza (ALR2). Pri prevencii diabetickych komplikacii je Ziaduce ovplyvnit oba
mechanizmy. Firmou Bel/Novamann bol nasyntetizovany novy derivat kvercetinu: 3,7-bis-
hydroxy-2-(3"-hydroxy-4"-(2-chloro-1,4-naftochindn-3-oxy)fenyl)-5-hydroxy-chromén-4-6n.

Ciefom tejto prace bolo charakterizovat novy derivat z hladiska jeho antioxidacnej
aktivity (AA) a inhibi¢nej a€innosti na enzym ALR2 v podmienkach in vitro.

AA derivatu sme Studovali pomocou chemického DPPH testu. Merali sme pociato¢nu
rychlost’ reakcie vychytavania volného radikalu DPPH v etanolovom roztoku. Stechiometriu
tejto reakcie sme stanovili spektrofotometrickou titraciou konStantnej koncentracie DPPH
rastucimi koncentraciami Studovaného derivatu. Pri stanoveni inhibi¢nej Gcinnosti derivatu
sme pouzili enzym ALR2 izolovany z o¢nych SoSoviek potkana. Selektivita inhibicie sa
stanovila vzhfadom k aldehydreduktdze (ALR1) izolovanej z obliiek potkana. Enzymoveé
reakcie sme sledovali spektrofotometricky prostrednictvom poklesu kofaktora NADPH.

Zistili sme, Ze AA nového derivatu je porovnatelna s ucinkom Standardu troloxu.
Inhibicia enzymu ALR2 bola charakterizovana hodnotou IC(50) = 2,09 + 0,57 pM. Kinetick&
analyza enzymovej reakcie preukazala nekompetitivny typ inhibicie. Metédou molekulového
modelovania sa identifikovali kfi€ové interakcie inhibitora so Specifickymi aminokyselinami
inhibicného vazobného miesta enzymu. Afinita derivatu k pribuznej reduktaze ALR1 bola
charakterizovana hodnotou IC(50) = 11,1 +1,1 uM, ¢omu zodpoveda faktor selektivity ~5.

Ziskané vysledky a subor fyzikalno-chemickych vlastnosti, ktoré vyhovuju Lipinského
kritériam, preduréuju Studovany derivat na dalsi vyskum ako potencialneho lieCiva

diabetickych komplikacii.

Tato praca vznikla za podpory Agentary Ministerstva Skolstva, vedy, vyskumu a Sportu SR
pre S$trukturalne fondy EU, opera¢ného programu Vyskum avyvoj financovaného
z Eurdpskeho fondu regionalneho rozvoja realizovanim projektu ,Hodnotenie prirodnych
latok a ich vyber pre prevenciu a liecbu civilizacnych ochoreni* (ITMS 26240220040).
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DIASTOLIC DYSFUNCTION IS THE INITIAL PATHOPHYSIOLOG ICAL FEATURE OF THE
ISOPRENALINE CARDIOTOXICITY

Mladénka P., Filipsky T., Hrdina, R.

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Krélové, Department of
Pharmacology and Toxicology, Czech Republic

Although a synthetic catecholamine isoprenaline (ISO) has been often used for the
induction of experimental acute myocardial infarction in rodents, the early haemodynamic
changes have not been examined in detail yet. The main aim of this work was to study
continuously the acute haemodynamic changes after administration of a necrogenic dose of
ISO.

Male Wistar:Han rats received 1SO (100 mg/kg, s.c.) or water for inj (s.c.). In order to
elucidate the involvement of (3,-adrenoreceptores, salbutamol (an equimolar dose to 1SO, i.e.
116 mg/kg.s.c.) was administered to additional rats. Various haemodynamic parameters
were measured continuously for 2 hours using PowerLab apparatus (Adinstuments,
Australia) equipped with Millar catheters (Millar Instruments, USA.)

The administration of ISO caused within 30 seconds decreases in arterial blood
pressures and stroke volume and an increase in heart rate. Ejection fraction did not reduce,
rather a tendency for an increase was observed. Indeed, analysis of contractility showed a
peaked increase within the first 30 seconds which was followed by a decrease but the
contractility appeared to remain elevated within the whole 2 hours period. In contrast,
relaxation expressed as dP/dt., was apparently impaired after 1ISO administration and
remained depressed within the whole experiment. Salbutamol caused a rapid drop in arterial
blood pressures but its influence on the other mentioned parameters was transient, slow or
insignificant.

Diastolic dysfunction seems to be the initial feature of isoprenaline cardiotoxicity and is

not primarily dependent on 3,-adrenoreceptors stimulation.

This work was supported by the Charles University in Prague (grant No. 605712 C and
project No. 265 003/2012).
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EXPRESIA TRANSKRIP CNYCH FAKTOROV V EPIKARDIALNOM TUKU PRI
ISCHEMICKEJ CHOROBE SRDCA A SRDCOVOM ZLYHAVANI

! Mlynarova J., *Hulman M., *Hudec V., ? Deme$ova E., * Musil P., >?Gongalvesova E.,
Kyselovi¢ J.
'Farmaceuticka fakulta UK v Bratislave, Narodny Gstav srdcovych a cievnych choréb v

Bratislave

Epikardialny tuk (ET) je visceralny tuk v tesnej blizkosti myokardu. Zaujem o Stadium
jeho dlohy ma stupajuci charakter iba v poslednych 6smych rokoch. Epikardialny tuk sa
spéja s koronarnou chorobou, metabolickym syndrémom a s atrialnou fibrilaciou.

Wilms tumor 1 (WT1), T-box 18 (TBX18), Snail homolog 1 (SNAIL) a Snail homolog 2
(SLUG) su transkripéné faktory, ktoré hraju Glohu pri vyvine srdca. Nuklearny faktor
aktivovanych T buniek (NFAT3) a kalcineurin (CALN) hraju délezitd ulohu pri hypertrofii
myokardu.

Praca je zamerana na sledovanie miery expresie vybratych transkripénych faktorov
v ET u pacientov s ischemickou chorobou srdca (ICHS) a so zlyh&vajiucim srdcom (ZS) a na
sledovanie zavislosti tejto expresie s klinickymi idajmi pacientov.

Vzorky ET boli odobraté od 3 pacientov sICHS podstupujucich aortokoronarny
bypass a z explantovanych sfdc 20 pacientov podstupujucich transplanticiu srdca. Expresia
transkripénych faktorov bola sledovana pomocou RT-PCR metddy.

V ET pacientov s ZS mali TBX18 a NFAT3 signifikantne vy3Siu expresiu (p<0,05 resp.
p<0,01) a SNAIL signifikantne nizSiu expresiu (p<0,05) v porovnani s pacientami s ICHS.
Boli pozorované korelacie mRNA transkripénych faktorov s hemodynamickymi parametrami
(WT1 vs. TPG r=0,5534, p<0,05; WT1 vs. PVR r=0,4795, p<0,05; SLUG vs. CI r=0,4714,
p<0,05). CALN mRNA korelovala s LVEDD (mm) r=-0,4684, p<0,05a SNAIL mRNA
korelovala s QRS complex (s) r=-0,6398, p<0,01. Vysledky prace poukazuju na moznu ulohu

vybratych transkripénych faktorov pri sledovanych ochoreniach srdca.

Tato publikacia vznikla vdaka podpore v rdmci operacného programu Vyskum a vyvoj
pre projekt BIOMAKRO 2, ITMS 26240120027 a Vybudovanie kompetenéného centra, ITMS:
26240220177, spolufinancované zo zdrojov Eurépskeho fondu regionalneho rozvoja; VEGA
1/0786/11 a UK/473/2012.
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INHIBICIA FOSFODIESTERAZ PRI ALERGICKOM ZAPALE DYCH ACICH CIEST

! Mokry J., * Noséalova G., ?Mokréa D.

!Ustav farmakolégie, 2Ustav fyziologie JLF UK, Martin

Fosfodiesterazy predstavuju skupinu 11 rodin fosfohydroldz, enzymov zodpovednych
za Stiepenie cAMP a cGMP. Expresia rozli€nych izoenzymov v rozliénych tkanivach ma za
nasledok ovplyviiovanie réznych procesov, ktoré jednotlivé izoenzymy sp6sobuju. VyuZitie
ich selektivnych inhibitorov je preto skiumané v rdéznych oblastiach mediciny. Z hladiska
ovplyvnenia zapalu sa za najvyznamnejSie povazuju selektivne inhibitory PDE4, pripadne
PDE7. Suvisi to priamo s expresiou tychto izoenzymov v zdpalovych bunkach ako su
neutrofily, eozinofily, monocyty, ale aj T-lymfocyty.

Protizdpalové poésobenie selektivnych inhibitorov fosfodiesterdz sme sledovali
v podmienkach experimentalne navodeného alergického zapalu opakovanou expoziciou
ovalbuminu u morc¢iat. Postupne sme sa zamerali jednak na funkéné zmeny (in vivo a in vitro
reaktivita dychacich ciest) ako aj na bunkové a biochemické zapalové parametre.

Selektivna inhibicia PDE4 a PDE7 sp0Osobila potlacenie hyperreaktivity dychacich ciest
u morciat s experimentalne navodenym alergickym zapalom, a to ako v podmienkach in vivo,
tak aj in vitro. Okrem toho doSlo k vyznamnému ovplyvneniu zastUpenia zapalovych buniek
v krvi i v bronchoalveolarnej lavazi, ako aj k ovplyvneniu biochemickych markerov zapalu, ¢o
naznacuje uplatnenie selektivnych inhibitorov PDE ako protizapalova lieCba najma pri

chronickych zapalovych ochoreniach dychacich ciest.

Podporené grantom VEGA ¢. 1/0030/11. Praca bola podporena projektom "Dobudovanie
Centra experimentalnej a klinickej respiroldgie — CEKR2" spolufinancovanym zo zdrojov ES.
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VPLYV ABSENCIE a7 NIKOTINOVEJ PODJEDNOTKY NA ZAKLADNE
HEMODYNAMICKE PARAMETRE SRDCA

Mrvova K., Hrabovska A.

Farmaceuticka fakulta, Univerzita Komenského, Bratislava

Prenos nervového vzruchu vautondmnom gangliu je sprostredkovany
neurotransmiterom acetylcholinom (ACh), ktory sa viaze na nikotinové receptory. Nikotinovy
receptor je zloZenyz piatich podjednotiek (a2-al10,p2-f4), pricom mbze tvorit homo- alebo
hetero-pentaméry. V su€asnosti je zname, Ze nikotinové receptory obsahujice a7
podjednotku su lokalizované presynapticky, ale aj postsynapticky a teda sprostredkuiju
rychly prenos nervového vzruchu v gangliu a zaroven zvy3ené uvolfiovanie ACh.

Ciefom nasho projektu bolo sledovat zmeny zékladnych fyziologickych parametrov
srdca u mysi divokého kmeria a a7-deficientnych mySi pri stimulacii srdca pomocou
sympatomimetika dobutaminu a pri zachovani reflexnych a kompenzaénych mechanizmov.

a7-deficientné mySi a mysi divokého kmena sme podanim 2,5%-ného roztoku
tribromoetanolu uviedli do anestézy a po dosiahnuti chirurgického Stadia zmerali EKG.
Nasledne sme vypreparovali prava arteria carotis, do ktorej sme zaviedli katéter,
zaznamenali hemodynamicku krivku a od¢itali z nej hodnoty systolického a diastolického
arteridlneho tlaku a srdcovu frekvenciu. S katétrom sme pokracovali az do lavej komory, kde
sme opat zaznamenali hodnoty systolického, diastolického, systolicko-diastolického
lavokomoroveého tlaku, Gdaje o rychlosti kontrakcie (+dp/dt) a relaxécie lavej komory (-dp/dt).
Do lavej vena jugularis sme podavali dobutamin vo forme kumulativnej davky a sledovali
sme zmeny v hemodynamickych parametroch lavej komory.

Zakladné bazalne hodnoty arteridlneho a lavokomorového tlaku sa medzi jednotlivymi
genotypmi neliSili. Po podavani kumulativhej davky dobutaminu sme u a7-deficientnych
jedincov zaznamenali signifikatne nizSi narast favokomorového systolického, systolicko-
diastolického tlaku ako u divokého kmena mySi. Ostatné hemodynamické parametre
namerané v lavej komore sa pocas aplikacie nelisili.

Na zaklade naSich vysledkov mozZzno konStatovat, Ze nikotinové receptory tvorené
podjednotkou a7 hraju dblezitd udlohu v regulacii fyzioldgie srdca sprostredkovanej

sympatikom a parasympatikom.

Téato praca vznikla za podpory grantu APVV grant SK-CZ-0028-09, SK-FR-0031-09, SK-FR-
0048-11, VEGA 1/1139/12.
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HODNOCENI A POROVNANI BIOLOGICKYCH EFEKT U STRUKTURALN E PRIBUZNYCH
LATEK IZOLOVANYCH Z MORUS ALBA L.

! Miiller Zavalova V., ?Barta T., * Smejkal K., * Sougek K., * Kollar P.

Ustav  humanni farmakologie a toxikologie, Farmaceuticka fakulta, Veterinarni a
Farmaceutickd Univerzita Brno, Ceska Republika; 2Biologicky Ustav, Lékarska fakulta,
Masarykova univerzita, Brno, Ceska Republika; *Ustav pfirodnich légiv, Farmaceuticka
fakulta, Veterinarni a Farmaceutickd Univerzita Brno, Ceskad Republika; “Oddéleni
cytokinetiky, Biofyzikalni Gstav, Akademie véd Ceské republiky, v.v.i., Brno, Ceska Republika

Preklinické hodnoceni potencialné dac€innych latek, ziskanych ze syntetickych nebo
pfirodnich zdroj, je nutnou souc€asti vyvoje nového léku. Flavonoidy predstavuji velmi
Sirokou paletu rostlinnych metabolitd s vyznamnymi farmakologickymi U¢inky.Tato prace
pfedstavuje mozny postup hodnoceni U€inkd neznamych latek od stanoveni efektu na
nizSich morfologickych urovnich pfes ovéfeni koncentraci pro nasledujici in vivo experimenty
a predikce potencialniho mechanizmu pasobeni na zakladé pilotnich vysledka.

Cilem této prace bylo na latkach izolovanych z Morus alba L. charakterizovat postup
pro hodnoceni cytotoxicity a biologickych G€inkd nové identifikovanych potencionélnich 1é€iv.

V préci byly pouZzity nésledujici metody: hemocytometr (hodnoceni viability a kinetiky
bunééného rastu), WST-1 (stanoveni bunécné proliferace), prutokova cytometrie (analyza
buné&ného cyklu), NBT (hodnoceni cytodiferenciacniho Gcinku), imunocytochemické
barveni.

Vysledky hodnoceni provedenych experimentl ukazaly vliv modifikace chemické
struktury prenylovanych flavanont izolovanych z Morus alba L. na rozdilné spektrum G¢inka.
Po 24 hodinach byl zaznamenan u u jedné ze tfi testovanych latek vyrazny antiproliferacni
Gcinek na drovni inhibice pfesunu bunék z G1 do S-faze bunééného cyklu, ktery byl potvrzen
na nékolika typech bunécénych linii. Tento efekt je pravdépodobé zpusoben vazbou hydroxy
skupiny a geranylového Ffetézce na B kruh struktury flavonoidd. Chemické pfibuznost dalSich
dvou latek, lisicich se metylaci v ortho poloze, znamen& posun od statisticky nevyznamného
vlivu na kinetiku buné&cného rustu az k cytotoxicité. Metylovany derivat vykazoval jako jediny
schopnost indukovat diferenciaci nadorovych bunék do terminélniho vyvojového stadia a to i
v porovnani s all-trans retinovou kyselinou, kterd je v klinické praxi Iékem volby nadorovych

onemocnéni myelocytarni fady.

Realizace této prace byla umoznéna diky grantové podpore projektd IGA VFU Brno
(3/2010/FaF, 62/2011/FaF).



72/  62. Farmakologické dni, KoSice, 25. — 27. juna 2012

NASMEROVANIE MULTIPOTENTNYCH KME NOVYCH BUNIEK K METABOLIZMU
SVALOVYCH BUNIEK

Musil, P., Sioti K., Mlynérova J., MenSikova L., Stahlova K., Kfenek, P., Kyselovi¢, J.

Farmaceuticka fakulta UK v Bratislave

Bunkova terapia je jednym 2z najdiskutovanejSich terapeutickych pristupov v
poslednych rokoch. V centre zaujmu su predovSetkym dve hladiskd - moznost vytvorenia
nového organu de novo a zachrana poskodenej ¢asti organového systému. V publikovanom
experimente sme zistovali moznosti diferenciacie kmenovych buniek po inkub&cii vybranymi
aktivnymi lieCivami.

Vstupna hypotéza je, Ze kmenové bunky sa mézu diferencovat do kardiomyocytov
alebo hladko-svalovych buniek pod vplyvom kyseliny acetylsalicylovej alebo hydrokortizon
sukcinatu sodného, a tak by mohli byt Gc¢innejSie pouZzitelné na terapiu chordb srdca.

Kostna dren bola odobrata z hrebena bedrovej kosti hospitalizovanych pacientov
NUSCH. Kvalita kmeriovych buniek bola urena prietokovou cytometriou (MACSQuant). V 1
ml bunkovej suspenzie sme detegovali 39% viabilnych buniek aj po rozmrazeni. Na
vytvorenie zodpovedajuceho prostredia na inkubaciu po dobu 2, 8 a 24 hodin bol spolu s
dalSimi substanciami pouzity objem 1 ml kmerfovych buniek. Na detekciu Specifickych
receptorov pre kardiomyocyty a hladko-svalové bunky boli pouZzité zodpovedajlce primery
RT PCR.

Po inkubacii sme nasli zmenu mnozstva mRNA nasledujucich proteinov: ryanodinovy
receptor 2 (RYR2), vimentin (VIM), aktin hladkej svaloviny (ACTA2) a srdcovo-Specificky
aktin (ACTC1). Dalej sme nasli zmenu metabolickej aktivity smerujicej k vzniku srdcovych a
hladko-svalovych buniek.

Pozorovali sme, Ze inkubacia kyselinou acetylsalicylovou alebo hydrokortizonom
mohla nasStartovat génovu expresiu smerom k srdcovym a hladko-svalovym bunkam. Z tohto
dévodu su potrebné dalSie experimenty na identifikovanie podstaty a mechanizmov tychto

zmien.

Tato publikacia vznikla vdaka podpore v ramci operaéného programu Vyskum a vyvoj pre
projekt Biomakro 2, ITMS 26240120027, spolufinancovany zo zdrojov Eurépskeho fondu

regionalneho rozvoja.
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PYCNOGENOL® NORMALIZUJE KOMOROVQ I?EPOLARIZACIU U DIABETICKEJ
KARDIOMYOPATIE BEZ OVPLYVNENIA ZVYSENEJ EXPRESIE KO NEXINU 43

! Nemé&ekova V., ' Jankyova S., * Cernecka H., * Potiigek P.,  Doka G., ' Kyselovié J.,
Krenek P., 2Babal P., 1Klimas J.

'Katedra farmakoldgie a toxikoldgie, FaF UK v Bratislave, *Ustav patologickej anatémie LF
UK v Bratislave

V modeli streptozotocinom (STZ) indukovaného diabetu mellitus (DM) boli popisané
vyznamné zmeny Vv expresii konexinu 43 (Cx43), ktoré by mohli suavisiet s EKG
abnormalitami. V tejto praci sme testovali moznosti Pycnogenol®u (PYC) ovplyviiovat vdaka
redukcii hyperglykémie EKG abnormality a s tym spojené zmeny expresie Cx43.

PouZili sme potkanov Wistar, uktorym sme aplikovali streptozotocin (3-krat 25
mg/kg/d, i.p.). Dva tyZzdne potom sme jednu skupinu zvierat liecili PYC v pitnej vode (50
mg/kg/d) po dobu dalSich 6smich tyzdfov. Kontroly dostavali vehikulum (CON). Registrovali
sme 12-zvodové EKG u zvierat v tribrometanolovej anestézii (15 ml/kg, i.p.). Zvieratdm bola
merana hladina preprandiélnej glukdzy vo vendznej krvi. Po utrateni boli vzorky lavej komory
analyzované histologicky aj pomocou metddy western blot na stanovenie expresie Cx43.

Experimentalny DM  bol charakterizovany  signifikantnou  preprandialnou
hyperglykémiou (28,8+1,4 mmol/l, p<0,05 vs. CON), ktory PYC dokézal signifikantne
redukovat’ (12,9+1,1 mmol/l, p<0,05 vs STZ), ale nie normalizovat (CON: 5,6+0,2 mmol/l).
Diabeticka kardiomyopatia sa prejavila edémom myokardu, hypotrofiou kardiomyocytov (-
29% hrubky buniek, p<0,05 vs. CON), ale bez znamok apoptdzy alebo reparativnej fibrozy.
Ziadnu z tychto abnormalit PYC neovplyvnil. PYC redukoval abnormalny narast velkosti
a trvania QRS komplexu, ale nemenil prediZzenie QT intervalu. Zarovefl nemal vplyv ani na
signifikantny narast expresie Cx43 u diabetickych sfdc (STZ: +83%, p<0,05 vs. CON).

PYC vnaSej praci normalizoval komorovl depolariziciu, ale nie repolarizaciu
u diabetickych potkanov. Predpokladame, Ze stabilna nadexpresia Cx43 by mohla suvisiet

s tymto nalezom.

S podporou grantov VEGA 1/0981/12 a 1/1253/12.
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POROVNANIE UCINKU H; AH, ANTIHISTAMINIK NA OXIDATIVNE VZPLANUTIE
NEUTROFILOV

! Noséal R., * Drabikova K., * Janginova V., * Pere¢ko T, *Lojek A., > Ciz M., ?Krélova J.

'Ustav exprimentalnej farmakoldgie a toxikoldgie SAV Bratislava, *Biofyzikalni tstav AV CR
Brno

Profesionalne  fagocytarne  bunky zohravaju  kfu€ovi  dlohu v eliminacii
mikroorganizmov, imunitnych reakciach a patologickych stavoch, akymi su zapal, ischémia-
reperflzia, neoplazia a iné.

Zistili a publikovali sme vysledky, s inhibicnym G¢inkom H; antihistaminik (AH) na
oxidativne vzplanutie profesionalnych fagocytov v zavislosti od ich chemickej Struktary
a fyzikalno-chemickych vlastnosti. H;, AH predstavuji nova skupinu perspektivnych latok
s vyuZzitim ich protizapalového a imunomodula¢ného G¢€inku. V nadvaznosti, v tejto Stadii sme
porovnali u¢inok H; a H; AH na oxidativne vzplanutie ludskej krvi a izolovanych neutrofilov
pomocou luminolom a/alebo izoluminolom zosilnenej chemiluminiscencie (ChL) in vitro.
Celkovo sme analyzovali u¢inok 13 H; AH prvej a druhej generacie a latky JNJ7777120,
JNJ10191584 a thioperamidu zo skupiny Has/H; AH.

Vacsina testovanych latok zo skupiny H; AH inhibovala stimulovant ChL generovanu
neutrofilmi v plnej krvi v koncentratnej zavislosti. H; AH inhibovali ChL izolovanych
neutrofilov ako na extra- tak aj intracelularnej drovni. Histamin bol Gcinny len extracelularne.
Predpoklada sa nereceptorové pbsobenie H; AH. Latka JNJ7777 inhibovala ChL plnej krvi
stimulovana PMA(forbol-myristat-acetat) aspolu s JNJ10191584  stimulaciu po OpZ
(opsonizovany zymosan). Na druhej strane potencovala ChL po stimuldcii A23187
(vapnikovy jonofor). Thioperamid bol neucinny. V izolovanych neutrofiloch latka JNJ 7777
potlacila ChL stimulovani PMA na extra- aj intracelularnej drovni . Thioperamid a JNJ1019
neovplyvnil extracelularnu ChL.

Rozdielnost v pbsobeni H; a H, AH na oxidativne vzplanutie udskych neutrofilov
vyZaduje dalSie, detailné Stadie na bunkovej a molekularnej urovni. Kym a¢inok H; AH
(terapeuticky pouZivanych) na ChL mézZe suavisiet s ovplyvnenim intracelularnych
regulanych mechanizmov neutrofilov (inhibicia proteinkindzy C po dithiadene),
mechanizmus podsobenia H,; AH mo6Ze suvisiet s aktivdciou membranovych receptorov

v pritomnosti extracelularnych kofaktorov podielajucich sa na degranulacii neutrofilov.

Praca vznikla s podporou projektov COST Action BM0806, VEGA 2/0003/10, APVV-052-10,
a -0315-07.
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INTOXIKACIE CITALOPRAMOM, ESCITALOPRAMOM A SER:I'RALi NOM
KONZULTOVANE S NARODNYM TOXIKOLOGICKYM INFORMA CNYM CENTROM
V ROKOCH 2007-2011

! Ondriasova E., ' Fabianova D., ? Caganova B., ? Plackova S.

!Katedra farmakologie a toxikolégie, Farmaceuticka fakulta UK, Bratislava, 2Narodné
toxikologické informacné centrum, Klinika pracovného lekarstva a toxikolégie, Univerzitna
nemocnica Bratislava

Narodné toxikologické informacné centrum (NTIC) v Bratislave poskytuje telefonicke
konzultacie lekdrom aj neodbornej verejnosti pri akitnych intoxikaciach liekmi, chemikaliami,
hubami, rastlinami, drogami a Zivo€iSnymi toxinmi. Za péatroc¢né obdobie 2007-2011 bolo
hlasenych 15 755 intoxikacii, ztoho 7 482 spdsobenych liekmi. Hlasenych intoxikacii
antidepresivami bolo 854, priCom najcastejSie boli konzultované citalopram, escitalopram
a sertralin zo skupiny selektivnych inhibitorov spatného vychytavania serotoninu (SSRI),
trazodon a mirtazapin.

V praci su analyzované otravy vybranou trojicou antidepresiv z hladiska pohlavia,
veku, pric¢iny, stupha zavaznosti, symptédmov a terapeutickych postupov. Po¢as patro¢ného
obdobia bolo zaznamenanych 363 intoxikacii (citalopram — 167, escitalopram — 100, sertralin
— 96), prevazne u Zien (64,5 %) a prevaZzne vo veku od 19 do 50 rokov. Nahodné otravy sa
vyskytovali len ojedinele; vyrazne prevladali intoxikacie so suicidalnym damyslom (95,3 %).
Z analyzovanych otrav bolo 17,6 % monointoxikacii (citalopram — 22, escitalopram — 15,
sertralin — 27) a 82,4 % kombinovanych intoxikécii. Naj¢astejSie zneuZzivané lieCiva pri
kombinovanych intoxikacidch boli benzodiazepiny (134), antipsychotikd (80) ainé
antidepresiva (68). V 84 pripadoch bol sucasne pozity alkohol. Symptémy intoxikacii
samotnymi analyzovanymi antidepresivami boli prevazne somnolencia (34 %), vracanie
(13 %), tachykardia, tremor, mydriaza (po 11 %). Zo vSetkych analyzovanych intoxikacii bolo
72 % len s miernymi, reverzibilnymi, spontanne odznievajucimi priznakmi. Zaznamenana
bola 1 letalna intoxikacia citalopramom a risperidonom u oslabenej polymorbidnej pacientky.
V terapii otrav previddalo podanie aktivheho uhlia, v mensej miere boli pouZzité laxativa,
Zaludoc¢na lavaz a forsirovana diuréza.

Vysledky prace potvrdili, Ze SSRI st omnoho bezpecnejSie v porovnani s tricyklickymi
antidepresivami, maju vyssi terapeuticky index a zavazné intoxikacie spbésobuju aZz po

mnohonasobnom prekrogeni terapeutickej davky.
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NON-COMPLIANCE PACIENTOV SO SKLERQZOU MULTIPLEX PRI
IMUNOMODULACNEJ LIECBE

Pankuchova I., * Prochazkova L., Corejova A.

Katedra farmakoldgie a toxikoldgie, Farmaceuticka fakulta UK, Bratislava, *Univerzitna
nemocnica ak. L. Dérera LF UK, Il. Neurologické klinika, Bratislava

Podavanie imunomodulacnej terapie u pacientov so skler6zou multiplex napoméaha
procesu ochrany myelinu axénov a je lie¢bou volby u nads aj v zahrani¢i. Imunomodulaéna
lieCba slUzi na oddialenie progresii ochorenia a zniZzenie poctu relapsov (zmierfiuje
postihnutie a zmen3enie zapalu mozgu), avSak uz pocas prvych Siestich mesiacoch tejto
lieCby sa u 45% pacientov objavuje non-compliance z dévodu neZiaducich u€inkov. Mnohi
pacienti so skler6zou multiplex sa nedokazu vyrovnat nielen s nelie€itefnostou tohto
ochorenia, ale aj s injekénym spdsobom aplikacie lieciva.

Ciefom naSej prace bolo spracovat’ Udaje o imunomodulacnej lieCbe (interferobnovej aj
neinterferébnovej) z hladiska spokojnosti s jej injekénou aplikaciou, pritomnosti savisiacich
neziaducich uc€inkov a dbévodov, ktoré viedli u niektorych pacientov k zmene typu
imunomodulac¢nej liecby. Udaje od 62 pacientov s relaps — remitujicou formou sklerézy
multiplex diagnostikovanou lekarom na zaklade McDonaldovych kritérii a Kurtzkého Skaly,
boli zozbierané formou dotaznika. Podmienkou pre vyplnenie dotaznika bolo uZivanie
interferonovej (interferénu B-1a, interferonu B-1b) alebo neinterferonovej (glatirameracetat,
natalizumab) imunomodulaénej lie€by minimalne 1 rok. Subjektivne zlepSenie zdravotného
stavu pri uzZivani imunomodulacnej terapie uviedlo 85% pacientov a 71% pacientov bolo
spokojnych z hladiska pritomnosti neziaducich G¢inkov. KoZna reakcia ako neZiaduci ucinok
bola najCastejSie zaznamenana pri s.c. podavani interferonu [ a glatirameracetéatu.
U pacientov, pri ktorych doSlo k zmene typu imunomodulaénej terapie, bol naj¢astejSi dévod
zhorSenie zdravotného stavu potvrdeny neurolégom na zéklade vysledku magnetickej
rezonancie. Aj napriek spokojnosti s injekénou formou imunomodulaénej lieCby z hladiska
subjektivneho zlepSenia stavu pacientov s relaps — remitujucou formou sklerézy multiplex
a vyskytu zvladnutelnych neZiaducich Gcinkov az 64,5% pacientov by uvitalo peroralne

podavanie imunomodulaénej liecby.
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DERIVATY STILBENU INDUKUJU APOPTOZU LUDSKYCH NEUTROFILOV

! Perecko T., * Drabikova K., * Nosal R., ?Harmatha J., * Jan&inova V.

! Ustav experimentélnej farmakologie a toxikologie, SAV Bratislava, SR,szstav organickej
chémie a biochémie, AV Ceskej republiky v.v.i., Praha, CR

Chronické zapalové ochorenie ako napr. reumatoidna artritida alebo cysticka fibréza,
st charakteristické infiltraciou neutrofilov do zapalovych lozisk. Aktivované neutrofily
produkuju reaktivne metabolity kyslika a dusika a vyznacuju sa dlhdim prezivanim, ¢o mb6ze
prispiet k patogenéze daného ochorenia. Derivaty stilbénov sU zname svojim proapoptickym
pdsobenim na rézne typy bunkovych linii a naddorovych buniek. V tejto praci sme testovali
vybrané derivaty stilbénu na apopt6zu fudskych neutrofilov.

Izolované ludské neutrofily od zdravych dobrovolnikov sme inkubovali in vitro s
resveratrolom, pterostilbbénom, pinosylvinom alebo piceatanolom (1 - 100 pmol/l).
Luminometricky sme stanovili cytotoxicitu danych derivatov a pomocou prietokovej
cytometrie (annexin/propidium jodid) sme sledovali ich proapopticky U¢inok na neutrofily.
ZvySenie alebo zniZenie aktivity ludskej rekombinantnej kaspazy-3 sme merali pomocou
luminometrie.

Ani jedna z testovanych latok nezvySovala uvolnenie ATP z buniek a teda nepdsobila
cytotoxicky. Resveratrol a piceatanol (100 pmol/l) signifikantne zvySili poCet apoptickych
neutrofilov v porovnani s kontrolou. Pterostilbén a pinosylvin v koncentracii 1 pmol/l zvySovali
aktivitu kaspézy-3. Na druhej strane, vSetky testované latky v koncentracii 100 pmol/l
inhibovali aktivitu kaspazy-3.

Z vysledkov naSej prace vyplyva, Ze Struktdra derivatov stilbénu ma vplyv na
proapoptické pésobenie tychto latok na fudské neutrofily a aktivitu kaspazy-3. Tento enzym
je zodpovedny za exekuénu fazu apoptézy v fudskych neutrofiloch. KedZe resveratrol a
piceatanol pdsobili proapopticky na neutrofily, ale inhibovali aktivitu kaspazy-3,

predpokladame, Ze dané latky indukuju apopt6zu nezavisle od kaspazy-3.

Grantova podpora: VEGA 2/0003/10, APVV 0315-07 a APVV 0052-10.
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ANTIPROLIFERATIVNE U €INKY INDOLOVYCH FYTOALEXINOV:
VZTAH STRUKTURA A U CINOK

! Pilatova M, ? Kutschy P, * Chripkova M, * Drutovi¢ D, ® MojZiSova G. * Mojzis J.
'Ustav farmakoldgie, LF UPJS Kosice, *Katedra organickej chémie, PF LF UPJS Kosice
3Ustav experimentalnej mediciny, LF UPJS Kosice

Zhubné nadory predstavuju podielom 20-25% na vSetkych Umrtiach vo vacSine
vyspelych krajin. MnoZstvo doélezitych protinadorovych lie€iv bolo ziskanych modifikaciou
Struktury prirodnych latok, alebo syntézou novych latok dizajnovanych podfa nich. Indolové
fytoalexiny sa prirodzene vyskytuju v kapustovitej zelenine, ktorej zvySend konzumacia sa
dava do suvislosti so znizenym rizikom vzniku nadorovych ochoreni.

Ciefom prace bolo sledovanie vztahu medzi Struktdrou vybranych indolovych
fytoalexinov a antiproliferativnym Gc¢inkom v in vitro podmienkach.

Charakteristickym  Struktarnym znakom indolovych fytoalexinov je pritomnost
indolového kruhu a postranného retazca, alebo iného heterocyklu, obsahujuceho atom
dusika a jeden alebo dva atémy siry. V nasich in vitro experimentoch na bunkovej linii Jurkat
sme spozorovali, Ze metoxylacia indolovych fytoalexinov obsahujdcich aromatické
substituenty (spirobrasinin, spirobrasinin) vedie k zniZeniu ich antiproliferativnych u€inkov
a naopak, u indolovych fytoalexinov, ktoré vo svojej Struktire neobsahuju aromatické
substituenty (brasinin, brasitin, brasenin A, brasenin B), naviazanie metoxyskupiny na
indolové jadro ma za nasledok zvySenie ich cytotoxického ucinku.

Sledovanim vplyvu glyoxylovej skupiny na antiproliferativnu aktivitu prirodzene sa
vyskytujucich indolovych fytoalexinov brasininu, 1-metoxybrasininu, brasitinu, 1—
metoxybrasitinu a 1-metoxybraseninu sme spozorovali, Ze pritomnost tejto skupiny u
analégov brasininu a brasitinu viedla k vzniku neaktivnych latok. Na druhej strane,
pritomnost glyoxylovej skupiny u derivatov 1-metoxybraseninu, ktory je S—metylovym
derivatom brasininu, mala za nasledok zvySenie cytotoxického ucinku.

Vysledky tejto prace poukazuji na opodstatnenost vyskumu zaoberajuceho sa
testovanim novych latok prirodného pdvodu a ich syntetickych derivatov a sledovanim

vztahov medzi U€inkom a Struktlrou a ich moznym vyuzitim v protinadorovej terapii.

Praca vznikla za podpory agentiry MS pre Strukturdlne fondy EU, é&islo projektu ITMS:
26220120039 a grantu Slovenskej vedeckej grantovej agentary VEGA ¢. 1/0751/12.
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DYNAMIKA EXPRESIE GENoy REGULUJUCICH Ca ** HOMEOSTAZU
A KONTRAKTILITU MYOKARDU PO CAS ROZVOJA DYSFUNKCIE LAVEJ KOMORY
NAVODENEJ BETA ADRENERGICKOU STIMULACIOU

Pivackova L., Cernecka H., Klimas J., Kyselovi€ J., Kfenek P.

Katedra farmakoldgie a toxikologie, Farmaceuticka fakulta, Univerzita Komenského
v Bratislave

Srdcové zlyhavanie je spojené s neurohumoralnou aktivaciou, downregulaciou [J-
izoformy tazkého retazca myozinu (MYH6) azmenami vCa® homeostaze
v kardiomyocytoch, €o m6Zze prispievat k dysfunkcii favej komory a dysrytmiam.

Ciefom prace bolo porovnat dynamiku zmien expresie SERCA2a, ryanodinového
receptora 2 (RYR2), [1c podjednotky L-typu Ca** kanala (CACNA1c), MYH6 a MYH7 so
zmenami vo funkcii lFavej komory pri izoprenalinom navodenej hypertrofii myokardu.

20-tyzdriovym potkanom kmena Wistar (n=50) bol podavany izoprenalin (1ZO)
v davke 5 mg/kg, i.p. raz denne po dobu 1, 2, 4 a 8 dni, zvierata boli utratené v CO,.
Pomocou qRT-PCR boli stanovené hladiny mRNA pre RYR2, SERCA2a, CACNAlc, MYHS6,
MYH7 a atrialny natriureticky peptid (ANP) v tkanive lavej komory. Na dalSej skupine zvierat
(n=75), ktoré dostavali 1ZO podla rovnakého protokolu, boli katetrizaciou merané funkéné
parametre lavej komory.

Hmotnost' srdca vzrastla uz na 1. def po podani 1ZO (p<0,05) a rastla az do 8. dna
(p<0,05). Narast sprevadzala upregulacia ANP (p<0,01). Hladiny SERCA2a mRNA boli
znizené od 1. (p<0,01) po 8. den (p<0,05). Expresia RYR2 klesla poc¢as 2. (p<0,05) a 4. dia
(p<0,05), CACNAl1c bola znizend v 4. dni (p<0,05). Pomer expresie MYH6:MYH7 bol
znizeny od 1. do 8. dna (p<0,05), pricom za tito zmenu bola zodpovedna downregulacia
MYH®6, expresia MYH7 sa nemenila. Tepova frekvencia nebola zmenend, lavokomorovy tlak
klesol uz v 1. dni pokusu (p<0,05) a zostal znizeny az do 8. diha (p<0,001). dp/dt,.x aj
dp/dti, boli zniZené len na 4. den (p<0,05).

Dysfunkcii favej komory predchadzala rychla downregulacia fyziologického MYH6.
Dysfunkcia koincidovala s downregulaciou SERCA2a. Zmeny Vv expresii ostatnych génov
stvisiacich s Ca** homeostdzou sa mdZu podielat a7 na neskorsich fazach rozvoja

dysfunkcie favej komory po pretazeni katecholaminmi.

Grantova podpora: VEGA 1/0981/12, UK/449/2012
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HYPOXICKO-ISCHEMICKE POSKODENIE NEONATALNEHO MOZGU: STUDIUM ETIO-
PATOGENETICKYCH MECHANIZMOV A MOZNOSTI ICH OVPLYVNE NIA

Placha K., Baciak L., Juranek I.
Department of Biochemical Pharmacology, Institute of Experimental Pharmacology and
Toxicology, Slovak Academy of Sciences, Bratislava

Hypoxicko-ischemickd  encefalopatia  (HIE) je jednou  z najzavaznejSich
novorodeneckych patolégii. Pre HIE su charakteristické problémy s dychanim, znizeny
svalovy tonus, utimené Slfachoveé reflexy, poruchy vedomia, kf€ové stavy. Atypicka HIE moze
prebiehat bez zjavnych prejavov mozgového poskodenia; ¢asto vSak dochadza k zavaznym
ireverzibilnym poSkodeniam, z nichZ niektoré mézu byt nezluCitefné so Zivotom. Nésledky
HIE su rdozne, od Uplného vyzdravenia cez poruchy ucenia v neskorSom obdobi, lahka
mozgovlu dysfunkciu az po zavazné neurologické poruchy, typu mentalnej retardacie
a detskej mozgovej obrny. Mechanizmy HIE nie su zatial celkom objasnené. Obmedzeny
prisun kyslika do mozgu vedie kzmene oxidativneho metabolismu na anaerobny
s naslednou acidézou. Primarne energetické zlyhanie mé za nasledok akutny pokles hladin
vysokoenergetickych fosfatov. V priebehu 1-2 dni mbéze doist k sekundarnemu
energetickému zlyhaniu, pre ktoré je charakteristicka najma apoptéza, porucha vychytavania
glutamétu, nadmernd tvorba reaktivnych foriem kyslika a dusika, aktivacia zapalovej reakcie
a i. Pre stadium klacovych etio-patogenetickych mechanizmov HIE za UCelom efektivheho
terapeutického ovplyvnenia sa vyuZiva cely rad in vivo modelov. Jednym z nich je model
Rice-Vannucci, ktory je kombinaciou trvalej oklGzie a. carotis communis sinistra s naslednou
hypoxiou u 7-diovych mladat potkana. K poSkodeniu dochadza v ipsilateralnej hemisfére
a kontralateralna sluzi ako kontrola. Medzi neinvazivne vySetrovacie metody patri
zobrazovanie (MRI) a spektroskopia (MRS) pomocou magnetickej rezonancie; zvySena
hladina laktatu a pokles hladin vysokoenergetickych fosfatov indikuju zlyhanie energetického
metabolizmu v mozgu. V klinickej praxi absentuje efektivha lieCba HIE novorodencov.
Experimentalne Stadie s zamerané na hypotermiu a optimalnu oxygeno-terapiu, resp. ich
kombinaciu. Potencialnu farmakoterapiu mozZzno rozdelit podfa mechanizmu G&inku na
blokadu vstupu kalcia, inhibiciu glutaméatu a jeho receptorov, inhibiciu oxidaéného stresu
a zapalovej] kaskady, antiapoptotické pdsobenie a vplyv rastovych faktorov. Praca sa
zaobera niektorymi klG€ovymi mechanizmami etiopatogenézy, problémami vcasnej

diagnostiky, neuroprotektivnej terapie a profylaxie zavaznych nasledkov HIE novorodencov.

Supported in part by the VEGA (2/0048/11 and 2/0149/12).
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TERAPEUTICKY EFEKT KARNOZINU V EXPERIMENTALNEJ ARTR ITIDE A JEHO
PROTEKTIVNY UCINOK NA PRIMARNU BUNKOVU KULTURU CHONDROCYTOV

LPonist S., * Dréafi F., tKuncirova V., * Mihalova D., ' Ragkova L., ' Ondrejickova O.,
2Tumova I., 3 Trunova O., ® Fedorova T., ! Bauerova K.

1Ustav experimentalnej farmakoldgie a toxikologie, SAV, Bratislava, 2Farmaceuticka fakulta,
UK, Bratislava, *Vyskumny Ustav neurolégie, Ruska akadémia medicinskych vied, Moskva,
Rusko

Pre karnozin (KA) sa zistili neuroprotektivne, antioxidacné, hepatoprotektivne a
starnutie spomalujuce ucinky. Avsak, jeho potencialne protizapalové ucinky v systémovych
autoimunitnych ochoreniach neboli doteraz velmi prebadané.

Ciefom tejto komplexnej Studie bolo overit: 1) terapeuticky efekt KA na adjuvantnu
artritidu (AA) potkanov Lewis; 2) jeho protizapalové vlastnosti v modeli karageninového
opuchu zadnych kon¢atin potkana (KOK); 3) antioxidacné a protektivne vlastnosti KA na
primarnu kultdru chondrocytov (PKCh).

Experimenty sme uskutoCnili na zdravych kontrolnych potkanoch, nelieCenych
artritickych potkanoch a artritickych potkanoch, ktorym sa podaval KA v p.o. davke 150
mg/kg/den poCas 28 dni experimentu a t4 ista davka sa podala jednorazovo potkanom s
KOK. KA sa aplikoval v troch koncentraciach - 0,1, 0,01 a 0,001 mmol/l na bunky PKCh,
ktoré nasledne boli poSkodené pridanim H,O,.

Po aplikcii KA sa zistilo vyrazné zniZzenie mnoZstva intracelularnych oxidantov a
Ciasto¢né zachovanie viability chondrocytov poskodenych H,0,. KA pozitivne ovplyvnil
klinické parametre (opuch zadnych koncatin a zmenu hmotnosti) merané v ¢asovom profile
(14., 21. a 28. den), signifikantne 14. def. Biochemické a imunologické parametre sa
stanovili 28. def. Aktivita GGT vslezine avkibe ataktie? ukazovatele oxidagného
poskodenia v plazme (TBARS, karbonyly proteinov a oneskorenie Fe'-indukovanej
peroxidécie lipidov) sa beneficne upravili podavanim KA. Zistili sme zvySenie hladiny
karbonylov proteinov a aktivity GR v mozgu potkanov s AA. Aj tieto zmeny sa signifikantne
znizili podavanim KA. Imunologické parametre - IL-la a MCP-1 v plazme, boli taktiez
signifikantne znizené podavanim KA. Navy3Se KA zniZzoval opuchy aj v modeli KOK. Vysledky
ziskané v dvoch zvieracich modeloch ana PKCh preukdzali systémovy protizdpalovy
a antioxidaCny ucinok Studovanej latky. KA by mohol byt délezitym doplnkom terapie

reumatoidnych ochoreni.

Podakovanie: VEGA 2/0045/11, SAS-RAMS 2010-2012: Regulation of cytokine synthesis
during inflammation development in brain and other tissues.
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REZISTENCIA NA ANTITUBERKULOTIKA V SR

! Porvaznik 1., ?Mokry J.,  Solovi¢ I.

'Narodny tstav tuberkuldzy, pficnych chordb a hrudnikovej chirurgie, Vysné Hagy
?Ustav farmakoldgie JLF UK, Martin

Hoci tuberkul6za (TB) patri v sucasnosti v Slovenskej republike k zriedkavejSim
respiracnym ochoreniam a patrime ku krajinam s jej nizkym vyskytom, v niektorych krajinach
jej incidencia z roka na rok rastie. Ovela zavaznejSie je vSak skutoCnost, Ze sa u nés
objavuju aj kmene mykobaktérii, ktoré su rezistentné na rézne antituberkulotikd (AT).

Cielom tejto prace je poukazat na problém, ktorym sa stavaju kmene Mycobacterium
tuberculosis s rezistenciou najméa na viaceré AT.

Podla najnovSich zisteni viac ako 3 % vSetkych novych pripadov na celom svete
predstavuja multirezistentna tuberkul6zu (MDR-TB). V ramci SR bolo novo-identifikovanych v
roku 2011 devat pripadov MDR-TB, pricom bola zistend rezistencia na prvoliniové
antituberkulotika — izoniazid (9), rifampicin (9), streptomycin (5), pyrazinamid (5) a
ethambutol (1) — ako aj druholiniové antituberkulotikd — kanamycin (5), ethionamid (3)
a cykloserin (1). Vzhfadom na zachovanu citlivost na fluorchinolény a polypeptidové
antibiotikd (kapreomycin) mézeme konStatovat, Ze na Slovensku nie je v sucasnosti
diagnostikovany ani jeden pripad tuberkulézy tzv. XDR-TB.

Napriek tomu, Zze v SR pozorujeme pokles vyskytu TB, toto ochorenie predstavuje
celosvetovl hrozbu a globalizacia zvy3uje rizika jej importu, a to najma jej epidemiologicky
zavaznejSich foriem (MDR a XDR). Aj preto je sledovanie u&innosti AT v individualnych
pripadoch nevyhnutné na hodnotenie stupfia rezistencie a vyskytu multirezistentnych

kmenov v ramci SR.

Praca bola podporend projektom "Dobudovanie Centra experimentalnej a Klinickej
respirolégie — CEKR2" spolufinancovanym zo zdrojov ES.
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L-ARGININ ZLEPSUJE FUNKCIU LAVEJ KOMORY BEZ VPLYVU NA OSTATNE ZMENY
U IZOPRENALINOM INDUKOVANEHO POSKODENIA SRDCA

Potlcek P., Kralova E., Cernecka H., Nemé&ekova V., Déka G., Pivackova L., Kyselovi€ J.,
Kfenek P., Klimas J.

Katedra farmakoldgie a toxikologie, FaF UK v Bratislave, UK v Bratislave

V predch&dzajiucich pracach sme ukazali Uzky suvis medzi expresiou endotelovej NO
syntazy (eNOS) arozvojom zlyhania srdca, ¢o by mohlo potvrdzovat hypotézu
o protektivnom ucinku eNOS v srdci. V tejto praci sme sa zamerali na moZnosti L-argininu,
ako substratu pre eNOS, zabranit, resp. zmiernit poSkodenie srdca.

PouZili sme potkanov Wistar, u ktorym sme indukovali poskodenie srdca aplikaciou
izoprenalinu po€as 6smich dni (ISO, 5 mg/kg/d, i.p.). Skupina zvierat bola medikovana L-
argininom v pitnej vode (ARG, ISO+ARG, 40 g/kg/d). Na konci sme merali funkciu lavej
komory v tribrébmetanolovej anestézii (15 ml/kg, i.p.). Po utrateni boli vzorky lavej komory
analyzované pomocou metddy western blot na stanovenie expresie proteinov NO-signalnej
kaskady (eNOS, iNOS, hsp90, cav-1, cav-3).

Aplikacia 1SO zvysila signifikantne relativnu masu komér srdca o 33% (p<0,05) a
spbsobila celkovd mortalitu zvierat na Urovni 50%. L-arginin nemal vplyv na tento nalez.
Zaznamenali sme signifikantny pokles funkénych parametrov lavej komory na darovni
rychlosti kontrakcie (dP/dtyax -29%, p<0,05) aj relaxacie (dP/dtn, -32%, p<0,05), pricom L-
arginin dokazal tento pokles redukovat. Na Urovni expresie proteinov v srdci sme
zaznamenali narast mnoztva eNOS u vSetkych medikovanych skupin (ARG: +38%, 1SO:
+30%, ISO+ARG: +56%, p<0,05) a signifikantny pokles cav-1 u skupiny ISO+ARG (-31%,
p<0,05).

L-arginin nemal vplyv na celkovi mortalitu po ISO, ale redukoval poSkodenie
mechanickej funkcie lavej komory, priCom iba mierne potencoval zvySend komorovu
expresiu eNOS indukovand vtomto modeli. Signifikantny pokles cav-1, alosterického
inhibitora eNOS, mdéZe dalej stimulovat produkciu NO z eNOS, o mbZe prispievat

k pozorovanému zlepSeniu funkcie srdca.

S podporou grantov VEGA 1/0981/12 a 1/1253/12.
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PLEIOTROPNE POSOBENIE SIMVASTATINU NA MITOCHONDRIAL NU APOPTICKU
DRAHU A POST-ISCHEMICKE OBNOVENIE KONTRAKTILITY

!Rajtik T.,  MeszaroSova L., ! Szobi A.,  Matis M., *Carnicka S., * Svec P., > Ravingerova
T., 1t Adameova A.

'Katedra farmakolégie a toxikolégie, Farmaceuticka fakulta UK, Bratislava; 2Intitt pre
vyskum srdca, Slovenska akadémia vied, Bratislava

Je zname, Ze bunky myokardu vystavené ischemicko-reperfGznemu poSkodeniu
odumieraju aj vnutornou cestou apoptozy. Tato vnutornd mitochodnridlna apopticka draha je
regulovana systémom pro- a anti-apoptickych proteinov. Okrem toho je zndme, Ze statiny
ako inhibitory HMG-CoA reduktdzy, maju tzv. pleiotropné ucinky, ktoré moézu byt
zodpovedné za statinmi sprostredkovanu kardioprotekciu aj v procese bunkovej smrti.

V nasej praci sme sledovali, ¢i premedikacia simvastatinom v davke 10mg/kg po dobu
7 dni ovplyvni expresiu pro-apoptickych proteinov cytochromu C, prokaspazy-3, Bax
a antiapoptického Bcl-2 v srdciach potkanov vystavenych ischémii a reperfazii a & zmeny
v expresii apoptickych proteinov mézu suvisiet so zlepSenim mechanickej prace srdca.

Zmeny v expresii apoptickych proteinov boli sledované v srdciach perfundovanych
podla Langendroffa vystavenych 30 minatovej globalnej ischémii a naslednej 40 minutovej
reperfuzii. Expresia proteinov bola stanovena metédami SDS-Page a Western blotting. Pre
stanovenie spojitosti medzi post-ischemickym obnovenim kontraktility a mierou apoptézy
bolo zaznamenavané obnovenie tlaku vyvinutého lavou komorou (LVDP), ktoré bolo
vyjadrené v percentach oproti bazalnym pred-ischemickym hodnotam.

Premedikacia simvastatinom zniZovala expresiu pro-apoptickych proteinov cytochrému
C, prokaspazy-3 a Bax a zvySovala expresiu antiapoptického Bcl-2. Vyjadrenim pomeru Bcl-
2/Bax sme zistili, Ze statinova terapia zvySovala tento pomer v prospech antiapoptického Bcl-
2 ¢o mbze dokumentovat znizenu mieru apoptdzy. Okrem toho, zlepSenie pomeru Bcl-2/Bax
ko-existovalo so zlepSenim post-ischemického obnovenia kontraktility.

Na zaver mdzeme povedat, Ze kratkodoba premedikacia simvastatinom méze znizovat
mieru apoptézy po ischemicko-reperfuznom poskodeni myokardu ovplyvnenim
mitochondridlnej drahy apoptézy a zlepSovat mechanicki pracu srdca zvySenim post-

ischemického obnovenia kontraktility.

Této praca bola vypracovana z finan¢nej podpory grantov VEGA 1/0620/10, 2/0054/11.
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AKTIVITA CRAC IONOVYCH KANALOV V HUMANNOM GRAVIDNOM MYOMETRIU
MATERNICE

! Sadloriova V., 2Dokus K.,  Joskova M.,  Sutovska M., * Frarova S.

'Ustav farmakolégie, Jesseniova lekarska fakulta UK, Martin
*Gynekologicko-pdrodnicka klinika, Jesseniova lekarska fakulta UK a UNM, Martin

Aktivacia CRAC (calcium release-activated calcium channels) iénovych kanalov,
spojend so zvySenim plazmatickej koncentracie Ca?* idnov sa podiela na mediacii celej rady
bunkovych odpovedi ako je sekrécia, metabolizmus, génova expresia, rast a bunkova
proliferacia. Je zname, Ze CRAC i6nové kandly zohravaju délezitd ulohu v aktivacii
lymfocytov, mastocytov a inych hematopoetickych buniek. Menej poznatkov je o ich Ulohe
v kontrakcii buniek hladkej svaloviny vratane myometridlnych, na povrchu ktorych su tiez
pritomné.

Ciefom naSej prace bolo stanovenie aktivity kalciovych CRAC iénovych kanalov
v humannom gravidnom myometriu v experimentéalnych podmienkach in vitro.

Vzorky myometria boli odobraté z operacnej rany maternice na Gynekologicko-
pérodnickej klinike JLF UK a MFN od zdravych gravidnych Zien v termine porodu (38. - 42.
t.t.), ktoré museli podstapit ukonéenie gravidity cisarskym rezom. Studia bola schvalena
Etickou komisiou JLF UK. VSetky rodicky boli pou¢ené o priebehu Stadie a podpisali
informovany suhlas. Na Ustave farmakolégie JLF UK bola hodnotend aktivitu CRAC
ionovych kanalov pouzitim Specifického antagonistu-zatvaraca kalciovych CRAC i6novych
kanélov kyseliny 3-fluoropyridin-4-karboxylovej prostrednictvom in vitro metody.

Specificky antagonista-zatvara¢ kalciovych CRAC i6novych kanalov (kyselina 3-
fluoropyridin-4-karboxylova) znizil amplitidu kontrakcie humanneho gravidného myometria
v termine pérodu, vyvolana oxytocinom v podmienkach in vitro, ale nie signifikantne.

Kalciové CRAC i6nové kanaly boli identifikované na bunkovej membrane ludskych, ako
aj animalnych myometridlnych buniek, ale ich funkcia nie je zatial dostato¢ne preskimana.
UvaZuje sa, Zze by sa mohli vyraznou mierou podielat na kontrakénej €innosti gravidného
myometria maternice. V nasej Studii sme ich aktivitu v zniZzeni kontrak&nej aktivity myometria
nepotvrdili. Dévodom by mohla byt ich zmenena alebo odliSna expresia v myometriu ku

koncu tehotenstva, pripadne nizka nami pouZzita koncentracia ich Specifického antagonistu.

Podakovanie: VEGA 1/0062/11
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RELATIONSHIPS BETWEEN GENETIC ABNORMALITIES, IMMUNO PHENOTYPE AND
RESPONSE TO THERAPY IN CHRONIC LYMPHOCYTIC LEUKEMIA .
! Sarissky M, * Giertlova M, * Hajikova M, * Kafkova A, * Tothova E
!CLKC UF UPJS LF a Labmed, a.s., Kosice, SR, ’KkHaOH UNLP a UPJS LF, Kosice, SR

The aim of the present work was to evaluate the prognostic impact of chromosomal
abnormalities as detected by interphase fluorescence in situ hybridization (iFISH) in chronic
lymphocytic leukemia (CLL) with emphasis on the response to therapy and treatment free
interval (TFI). Moreover, we studied the immunophenotypical patterns of leukemic cells in
relation to the adverse chromosomal abnormalities.

iFISH analysis was performed in 86 patients with confirmed diagnosis of CLL. Overall,
39 of 86 (45%) CLL cases studied displayed one (77%) or more (23%) chromosomal
abnormalities, del13q (31%) being more frequently detected than trisomy 12 (19%) followed
by delllq (17%), dell7p (6%) and del(6q) (5%). Multiple abnormalities (2 and more) and
dell7p accumulated preferably in advanced Rai stages in contrast to low stages observed in
cases with normal cytogenetics. Overall, significant differences were observed in the TFIs
among individual cytogenetic subgroups with shortest mean TFIs in subgroups with dell7p,
delllq and trisomy 12 (10, 12 and 14 months, respectively) as compared to subgroups with
either normal cytogenetics (38 months) or dell3q (68 months). When response to the first
line therapy was assessed, patients with normal cytogenetics manifested with a good
response to therapy - 15 of 16 patients reached complete or at least partial remission. In
contrast, dell7p and delllq were associated with the highest tumor burden and disease
activity as reflected by corresponding laboratory data. When expression of antigens was
assessed by flow cytometry analysis, patients with 11q deletion displayed a significantly
lower expression of a chemokine receptor 5 (CXCR5) and higher expression of cyBcl-2 as
compared to cases with normal 11qg status. The immunophenotype of patients with dell7p
was not signifcantly different from that of CLL cases with normal karyotypic findings. The
tendency to a lower expression of CD79b and CD23 was however observed.

The present study confirms a high prognostic impact of chromosomal abnormalities as
detected by iFISH in predicting prognosis and response to therapy in CLL patients what may

enable a risk-adapted clinical management of these patients.

Acknowledgments: The work was supported by VEGA 1/0297/10 and VEGA 1/0905/12.
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IN VIVO TESTOVANI NOVYCH REAKTIVATOR U NA TABUNEM INTOXIKOVANYCH
POTKANECH

Sepsova V., Kassa J.

Katedra toxikologie, Fakulta vojenského zdravotnictvi, Univerzita obrany, Hradec Kralové,
Ceska republika

Tabun, na rozdil od ostatnich G latek, ma vesvé molekule nitrilovou a
dimethylamidovou skupinu. Elektronova deficience je eliminovana volnym elektronovym
parem amidického dusiku a je tak tedy ztizen pristup reaktivatoru. Tabunem inhibovana
acetylcholinesteraza je obtizné reaktivovatelna standardné uZivanymi antidoty a proto se
stale hleda novy, ucinné&jsi reaktivator.

V této préci jsme se zaméfili na porovnani G€innosti  trimedoximu a K 203 se tfemi
nové syntetizovanymi kvartérnimi reaktivatory AChE (K 454, K 456, K 458) v kombinaci
s atropinem na potkanech intoxikovanych tabunem (160 pg/kg i.m., 80 % LDsy). Pomoci
Ellmanovy metody byla zméfena aktivita AChE v krvi, branice a mozku intoxikovaného
potkana.

Vysledky ukazuji, Ze reaktivacni ucinnost vSech 3 nové vyvinutych reaktivatord AChE
je priblizné stejna, pficemz ani jeden z téchto oximl nedosahuje reaktivaéni Gcinnosti obou
standardu jak v perifernim tak centralnim kompartmentu. Bohuzel zadny z testovanych
reaktivatorl neobnovil aktivitu AChE v mozku na vice nez 30 % jeji plvodni aktivity.

Nejvyssiho reaktivaniho U€inku v mozku doséahl reaktivator K 203.

Prace vznikla za podpory grantu Ministerstva obrany: Dlouhodoby zamér rozvoje organizace
LZdravotnickd problematika ZHN*
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ZMENY KARDIOVASKULARNEHQ RIZIKA POD LA SCORE SYSTEMU
U DLHODOBO LIE CENYCH DIABETIKOV

Sklenarova J., Jankyova S., MaSlonkva V., Foltanova T.

Univerzita Komenského v Bratislave, Farmaceuticka fakulta, Katedra farmakologie
a toxikologie

Pritomnost diabetes mellitus vyrazne zvySuje kardiovaskularne riziko chorych. Na
kvantifikaciu kardiovaskularneho rizika sa v klinickej praxi pouziva viacero skoérovacich
systémov, najzauzivanejsi je systém SCORE.

V praci retrospektivne analyzujeme data (012008-122009) dlhodobo lie€enych
pacientov s diabetes mellitus 2 typu. Okrem zakladnych demografickych charakteristik sme
sa zamerali aj na biochemické parametre lipidového spektra (LDL cholesterol, HDL
cholesterol, celkovy cholesterol) a biometrické parametre (vySku, vahu, tlak krvi). Tiez sme
sledovali vybrané Kkardiovaskularne rizikove faktory (fajéenie, komorbidity: artériovu
hypertenziu, dyslipoproteinémiu, ischemick chorobu srdca). Index telesnej hmotnosti sme
vypocitali podfa Queteletovho vzorca. Pre zhodnotenie lipidového spektra a tlaku krvi sme
pouZzili Kritéria Svetovej zdravotnickej organizécie. Na vypocet kardiovaskularneho rizika
sme pouZili systém SCORE.

Sledovali sme skupinu 92 pacientov (M/Z 41/59 %) s priemernym vekom 63,15+0,96
[35-83] rokov. Pogas sledovania sme zaznamenali signifikantny pokles kardiovaskularneho
rizika (5,8910,62 % vs 4+0,42 %, p<0,001). Kym na zaciatku sledovania bol modus 1 t. j.
najviac pacientov 15,2 % pacientov malo SCORE do 1 % a 47, 8 % pacientov malo SCORE
do 4 %. Na konci sledovania bol modus 2 % a az 60 % pacientov malo SCORE do 4 %.
V préaci prindSame podrobnu charakteristiku vyvoja tlaku krvi, lipidového spektra, BMI ako aj

celkového kardiovaskularneho rizika podlfa SCORE.

Této praca bola podporena z grantu FaF UK/36/2011.
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ANALYZA OFF-LABEL POUZIVANYCH LIEKOV V TERAPII HOSP ITALIZOVANYCH
PEDIATRICKYCH PACIENTOV

!Slazneva J., 2Kakosova V., *Kovacs L., ' KuZelova M.

'Katedra farmakolégie a toxikolégie FaFUK,Bratislava, Nemocnié¢na lekareri DFNsP,
32. Detska klinika DFNsP, Bratislava

Lekari su Casto v pediatrickej praxi nateni predpisovat a pouzivat' lieky registrované
pre iné skupiny pacientov. V zahrani¢nej literatlre je takéto pouzivanie liekov oznaCované
pojmom off-label. Slovenska republika dosial neposkytla EMA Ziadne Udaje ohladom off-
label pouzivania liekov v pediatrii (1).

Analyza farmakoterapie z pohlfadu off-label pouZivania liekov u hospitalizovanych deti
predstavovala hlavny ciel prace. Dalsim cielom bolo urgit skupiny liekov s najvy$sim
podielom off-label pouZzitych liekov.

Hospitalizovani detski pacienti prijati po¢as dvoch mesiacov (oktéber, november 2011)
na Oddelenie dojciat a deti predskolského veku 2. Detskej kliniky DFNsP v Bratislave boli
zaradeni do prierezovej Studie. Pacienti museli spifiat nasledovné inklizne kritéria: vek < 18
rokov a terapia aspon jednym liekom. Off-label pouZitie liekov bolo identifikované v pripade,
Ze boli podané mimo vekoveého limitu, ktory uvadzal aktualne platny SPC.

Sledovany subor tvorilo 128 pediatrickych pacientov s priemernym vekom 1,29 roka.
K najCastejSim dévodom pre hospitalizaciu patrili ochorenia respiraéného systému (31 %),
choroby urogenitalneho traktu (15 %) a choroby traviaceho systému (13 %). Pacientom v
subore bolo podanych celkovo 476 liekov. 18 % podani liekov sme identifikovali ako off-label.
Vyskyt aspon jedného off-label pouzitého lieku bol zisteny u 40 % hospitalizovanych deti.
Antiastmatika predstavovali skupinu s najvacSim podielom off-label pouZzitych liekov
vzhladom k veku.

Vysledky analyzy potvrdili, Ze fenomén off-label pouZzivania liekov pri terapii
hospitalizovanych deti je rozSireny a ani lekari v Slovenskej republike nemaju vZdy moznost

lie€it’ pediatrickych pacientov na zaklade ,evidence based medicine”.

Praca vznikla za podpory Grantu Univerzity Komenského ¢.UK/369/2012.
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KYSELINA ROZMARINOVA ZABRA NUJE CIEVNEJ DYSFUNKCII VYVOLANEJ
EXPERIMENTALNYM DIABETOM U POTKANOV

1 Sotnikova R., 2Okruhlicova L., ® Pivackova L., *Fialova S., *Navarova J., ? Vlkovi¢ova J.,
%Krenek P.

'Ustav experimentalnej farmakoldgie a toxikologie SAV, 2Ustav pre vyskum srdca SAV
3Katedra farmakoldgie a toxikolégie, *Katedra farmakognoézie a botaniky Farmaceutickej
fakulty UK, Bratislava

Oxidac¢ny stres a zapalové procesy sa podiefaju na vzniku diabetickych vaskulopatii,
preto latky a antioxidaCnymi a protizapalovymi  G€inkami by mohli ochrénit cievy alebo
oddialit nastup ich poskodenia spdsobeného dlhotrvajucou hyperglykémiou. Cielom prace
bolo Stadium dcinku kyseliny rozmarinovej, prirodného polyfenolického antioxidantu
a protizapalovej latky, na modeli streptozotocinom (STZ) vyvolaného diabetu u potkanov.

Diabetes sa vyvolal opakovanou davkou STZ 30 mg/kg 3 dni po sebe. Kyselina
rozmarinové sa podavala v dennej davke 50 mg/kg p.o. Po 10 tyZdfioch sa zvieratd usmrtili
a aorta bola odobrana na funkéné a elektronmikroskopické Studie a na analyzu real time
PCR.

Podanie STZ vyvolalo hyperglykémiu, charakteristické zmeny hmotnosti zvierat, dennej
spotreby vody a vyluSovania modéu. Dalej do3lo k zniZeniu relaxacie aorty zavislej od
endotelu a k poSkodeniu ultraStruktury aorty. Pozorovali sme adhéziu krvnych buniek na
endotel, extenziu interendotelidlnych spojeni a iné abnormality v subendoteli a tunica media.
Okrem toho sa v aorte viac ako dvojnasobne zvysila expresia prozdpalovych cytokinov - IL-
1R a TNF- a. Podavanie kyseliny rozmarinovej nemalo vplyv na hladiny glukdzy v krvi ani
na ostatné prejavy diabetu, okrem dennej spotreby vody, ktora znizilo. Vyznamny protektivny
vplyv kyseliny rozmarinove] sa prejavil na aorte, ato upravenim relaxacie zavislej od
endotelu ku hodnotam kontrolnych zvierat a Upravou ultrastrukturalnych abnormalit. Kyselina
rozmarinovd nemala vplyv na expresiu cytokinov v aorte kontrolnych zvierat, ale Uplne
potlagila upregulaciu IL-13 a TNF- a v aorte diabetickych potkanov.

Na zaklade tychto wvysledkov usudzujeme, Ze kyselina rozmarinova svojim

protizapalovym uc¢inkom zabranuje poSkodeniu ciev, ktoré sprevadza diabetes.

Téato praca vznikla za podpory Agentary Ministerstva Skolstva, vedy, vyskumu a Sportu SR
pre Strukturalne fondy EU, operaéného programu Vyskum avyvoj financovaného
z Eurépskeho fondu regionalneho rozvoja realizovanim projektu ,Hodnotenie prirodnych
latok a ich vyber pre prevenciu a liecbu civilizaénych ochoreni* (ITMS 26240220040)
a grantu VEGA 2/0108/10 a 1/0981/12.
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NOVEL CLASS OF DUAL BINDING SITE CHOLINESTERASE INH IBITORS BASED ON 7-
METHOXYTACRINE AND ADAMANTYLAMINE MOIETIES IN ALZHE IMER’S DISEASE
THERAPY

! Spilovska K., * Korabecny J., *Musilek K., *Horova A., * Benek O., * Kuca K.

'Department of Toxicology, Faculty of Military Health Sciences, Hradec Kralove, Czech
Republic, “Department of Chemistry, Faculty of Science, University of Hradec Kralove,
Hradec Kralove, Czech Republic

Alzheimer’s disease (AD) is a devastating neurodegenerative disorder characterized
by a severe, progressive loss of memory. Currently available drugs for AD are the
cholinesterase inhibitors tacrine (THA), donepezil, rivastigmine, galantamine and the N-
methyl-D-aspartate (NMDA) antagonist memantine. Tacrine was the first inhibitor of
acetylcholinesterase (AChE; E.C. 3.1.1.7) to be approved by Food and Drug Administration
(FDA). It was withdraw for its hepatotoxicity. 7-methoxytacrine (7-MEOTA) was prepared as
a pharmacologically equal active compound with lower toxicity compared to THA.

Memantine (1-aminoadamantane derivate) is an uncompetitive, moderate affinity
antagonist of NMDA receptors that inhibits the pathological functions of NMDA receptors
while physiological processes in learning and memory are unaffected. It has beneficial
effects also in other CNS disorders e.g. Parkinson’s disease, stroke, epilepsy. Amantadine
(1-adamantylamine), a low-affinity NMDA-receptor blocker, is used in the treatment of
Parkinson’s disease and also has antiviral activity.

The synthesis of novel class based on 7-MEOTA and adamantylamine was
synthesized and evaluated for their ability to inhibit both cholinesterase, AChE and
butyrylcholinesterase (BChE, E.C. 3.1.1.8). These compounds could be effective in the
treatment of complex disease such as AD with the respect of their ability to interact with the
multiple targets. Within our contribution, synthesis, biological properties and molecular

modeling studies of 7-MEOTA-amantadine series will be reported.

The work was supported by the specific research (SV/FVZ201201) and by the Grant Agency
of the Czech Republic (No. P303/11/1907).
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XENOTRANSPLANTACIA MEZENCHYMALNYCH KME NOVYCH BUNIEK

! Stahlova, K., * Mensikova, L., * Mlynarova, J., *Musil, P., ?GaZova, A., ®Goncalvesova, E.,
'Kyselovig, J.

'Univerzita Komenského v B'ratislave, Farmaceuticka fakulta, Katedra farmakoldgie a
toxikoldgie; 2Lekarska fakulta, Ustav farmakolégie a klinickej farmakolégie; *Narodny tstav
srdcovych a cievnych choréb

Transplantacia mezenchymalnych kmenovych buniek je povaZzovanid za jednu
z mozZnosti regenerativnej mediciny, v terapii réznych ochoreni, dokonca aj v lie€be ochoreni
kardiovaskularneho systému. NajvyhodnejSim rieSenim na efektivne vyuZzite buniek je
allogénna transplantacia, kedy prenaSame bunky medzi dvomi jedincami toho istého druhu
alebo xenotransplantacia medzi dvomi jedincami réznych druhov. Tieto dve metddy v3ak
modZzu mat negativny dopad na prijemcu transplantovanych buniek a to v podobe imunitnej
reakcie v jeho organizme.

Ciefom tejto prace bolo vyluéit imunitni odpoved, ktort by mohli transplantované
kmenové bunky vyvolat v prijemcovom organizme.

Potkanom kmena Wistar boli intramyokardidlne aplikované fudské mezenchymalne
kmenové bunky ziskané z kostnej drene. Sedem dni po aplikacii buniek boli zvierata
utratené v CO,, pricom boli odobraté organy na histologickl analyzu a krv, z ktorej bola
centrifugéciou ziskana plazma na analyzu zapalového profilu.

Rozbor krvnej plazmy, metrickh a histologickd analyza odobratych organov
nepotvrdila domnienku o vzniku imunitnej reakcie v organizme experimentalnych zvierat po
intramyokardialnej transplantacii fudskych kmenovych buniek. Statisticka analyza potvrdila
tieto pozorovania, kedZe neboli zaznamenané Ziadne signifikantné rozdiely v ziskanych
Gdajoch medzi kontrolnou a experimentalnou skupinou zvierat.

Na zéklade uvedenych vysledkov skimani xenotransplantacie medzi jedincami dvoch
réznych druhov, predpokladame, Ze kmenové bunky prenaSané medzi jedincami toho istého
druhu (alotransplantacia) nemusia vyvolat nezZiaducu reakciu, ¢i patologicki komplikaciu
v prijemcovom organizme, €o by mohlo priniest potencialny prospech nielen pre

kardiologickych pacientov.

Tento projekt vznikol vdaka podpore v ramci operaéného programu Vyskum a vyvoj pre
projekt BIOMAKRO 2, ITMS 26240120027 a tiez bol spolufinancovany zo zdrojov
Eur6pskeho fondu regionalneho rozvoja, VEGA 1/0786/11 a grantu FaF UK/36/2012.
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CRAC KANALY A ALERGICKY ZAPAL DYCHACICH CIEST — VPL YV DLHODOBEJ
LIECBY

! Sutovska M., *Kocmalova M., 2 Adamkov M., ! Frariova S.

!Ustav farmakolégie, JLF UK, Martin, Ustav histologie a embryolégie, JLF UK, Martin

Uloha CRAC kanéalov v sekrednej funkcii mastocytov, T buniek a eozinofilov je
v8eobecne znama. V predchadzajucich experimentoch sme zistili, Ze sa podielaju na
kontrakcii hladkej svaloviny dychacich ciest (HSDC) a hraju dolezita dlohu v patofyzioldogii
experimentalnej alergickej astmy u morciat.

Vzhlfadom na vysledky predchadzajacich Studii sme sa rozhodli na modeli alergickej
astmy experimentalne overit, ¢i dlhodobo podavany antagonista CRAC kanélov ovplyvni
bronchiélnu hyperreaktivitu, patologicky kaSel a intenzitu zapalovej reakcie dychacich ciest.

Alergicky zépal dychacich ciest sme u mor€iat vyvolali opakovanou expoziciou
ovalbuminu. Selektivny antagonista CRAC kandalov (kyselina 3-fluoropyridin-4-karboxylova)
bol podavany 14 dni intraperitoneélne v davke 1.5 mg/kg a efekt lie€by (a ucinok kontrolnych
lie€iv) bol vyhodnoteny nasledovnymi metodikami:

1. Sledovanim hodndét sRaw, in vivo a kontrakcie izolovanych pruzkov HSDC, in vitro;
Hodnotenim kaslového reflexu vyvolaného kyselinou citrénovou;
Meranim hladin vydychovaného NO (Eno);

VySetrenim expresie izoforiem NO-syntazy;

A

Imunohistochemickou analyza infiltracie vzoriek HSDC mastocytmi.

Dlhodobé podavanie antagonistu CRAC kandlov viedlo ku signifikantnému
antitusickému efektu, bronchodilatacii vin vivo podmienkach a supresii kontrakénej aktivity
HSDC in vitro, ktoré prevySovali efekt kontrolnych lie€iv salbutamolu a kodeinu. Hladiny Eno
a vysledky imunohistochemického vySetrenia potvrdili protizapalovy Gc¢inok CRAC
antagonistu.

Vysledky  experimentov  potvrdili  Glohu CRAC  kanalov v patofyzioldgii
a symptomatologii  experimentalne vyvolanej alergickej astmy apre svoj dualny
bronchodilatacny a protizadpalovy uc¢inok by mohli v budicnosti rozsirit moznosti lieCby alebo

zmenit lieCebnu stratégiu bronchialnej astmy.

Prezentovana praca vznikla vdaka podpore grantov VEGA 1/0020/11, VEGA 1/0062/11,
UK/231/2012 a Centra experimentalnej a klinickej respiroldgie 1l spolufinancovaného zo
zdrojov EU.
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STUDY ON RENAL EXCRETION MECHANISM OF AMPHOTERICIN B AT ORGAN AND
CELLULAR LEVELS

Trejtnar F., Mandikova J., Volkova M., Maixnerova J.

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy, Hradec Kralove, Czech Republic

Amphotericin B (AmB) is excreted via the renal excretion route. This excretion process
may result in nephrotoxicity. However, no available information exists on renal excretion
mechanisms of AmB and its interactions with renal membrane transporters. Since AmB
contains in its molecule both acidic and basic structural components it could have a potential
to interact with transporters for organic anions (OATS) or organic cations (OCTSs).

The aim of the study was to analyze possible interaction of AmB with the renal
transport systems mediating drug secretion in the renal tubules, OATs and OCTSs, using
perfused rat kidney and transiently transfected cellular models.

Rat kidney was perfused in situ in a recirculation regimen at a constant pressure.
Excretion parameters of [’HJAmB were determined in experiments without and with addition
inhibitors of OATs or OCTs. Affinity of the studied drug to the typical renal transporters
hOAT1 and hOCT2 was evaluated using inhibition affinity studies with standard
substrates/inhibitors of these transporters. HeLa and MDCKII cells transiently transfected
with hOAT1 or hOCT2 were used as the cellular models. Moreover, accumulation studies to
evaluate specific uptake of [°HJAmB by influx mediated by hOAT1 or hOCT2 were performed
using the same cellular models.

The analysis of excretion parameters of AmB found in the perfused rat kidney showed
a significant secretion of the drug in the renal tubules. However, AmB did not interact both
with OAT1 and OCT?2 in the transfected cells. Accumulation studies confirmed no significant
participation of OAT1 and OCT2 on cellular uptake of AmB. In conclusion, the results show
that secretion in the renal tubules significantly contributes to AmB renal excretion. However,

the studied transporters are probably not involved in AmB renal excretion.

The study was supported by grant IGA MZ No. NT12398-4/2011, Charles University in
Prague (Project SVV-2012-265003), and grant GAUK No. 360811/FaF/C-LEK.
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ULOHA GALEKTINOV V TUMORIGENEZE

Yvarinska L., >** Gal P., * Mojzi$ J.

!Ustav farmakoldgie, Lekarska fakulta UPJS, Kosice, SR, 2Ustav pro histologii a embryologii,
1. lékarska fakulta Univerzity Karlovy, Praha, CR, *Usek pre biomedicinsky vyskum,
Vychodoslovensky Gstav srdcovych a cievnych choréb, KoSice, SR, “Katedra patologicke;
anatomie a patologickej fyzioldgie, Univerzita veterinarskeho lekarstva a farmécie, KoSice,
SR

Galektiny patria do rodiny proteinov schopnych rozpoznat a viazat cukrové zvysky s
vysokou afinitou pre B-galaktozidy na bunkovom povrchu a extracelularne glykoproteiny a
glykolipidy. V sucasnosti bolo identifikovanych 15 cicav€ich galektinov. Ich biologické funkcie
st rozmanité, zohravaju ulohu v bunkovych interakciach, proliferacii, migrécii, apoptoze
alebo v zostrihu mRNA.

Galektiny zohravaju tiez délezitu ulohu vo viacerych krokoch tumorigenézy. Je stale
viac dokazov o tom, Ze galektiny exprimované nadorovymi endotelovymi bunkami prispievaju
k progresii rastu naddoru a tvorbe metastdz. Nedavne Studie odhalili tiez vyznamnu Ulohu
galektinov v nadorovej angiogenéze. Angiogenéza je proces pozostavajuci z viacerych
kracovych krokov ovplyvneny pocetnymi pozitivnymi a negativnymi regulatormi, medzi ktoré,
ako ukazuju najnovsie poznatky, patria aj galektiny.

Na druhej strane, presny mechanizmus ich angiogénneho G¢inku je vo velkej miere
neznadmy. Detailné preskimanie jednotlivych galektinov v procese naddorového bujnenia so
zameranim sa na ich Glohu v procese angiogenézy ponuka nasledne sflubné moznosti na ich
terapeutické ovplyvnenie. To otvara okno k prileZitosti rozvoju novej stratégie lieCby nadorov.
Na pochopenie zékladnych principov regulacného Uc€inku galektinov na jednotlivé kroky
angiogenézy je nevyhnutné ich Stadium na bunkovej trovni.

Z toho dbvodu je smerovanie nasho vyskumu zamerané na Studium interakcie

galektinov a endotelovych buniek v in vitro podmienkach.

Podporené grantom VVGS 10/12-13 a projektom SEPO-II (ITMS kéd 26220120039).
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SYNTEZA DERIVATOV AKRIDINU AKO POTENCIONALNYCH INTE RKALATOROV DNA
KVADRUPLEXU
Vojtickova M., Janovec L., Imrich J.
Katedra organickej chémie, Ustav che[nickych vied, Prirodovedecka fakulta, Univerzita P. J.
Safarika, KoSice

Trisubstituované akridiny st zndme ako inhibitory telomerazy, ktorych princip ucinku je
zaloZeny na nepriamej inhibicii cez ich selektivnu interakciu s DNA kvadruplexom.

Jednym z moZnych postupov, ktory sa objavil v poslednej dekade, je inhibicia enzymu
telomerazy, ktory sa nachadza v 80 % vSetkych rakovinovych buniek, ale v zdravych
somatickych bunkach nie je pritomny.

Ciefom na3ej prace je syntéza novych 3,6,9-substituovanych akridinov ako
potencionalnych interkalatorov telomerickej qDNA so zamerom zlepSit efektivitu syntézy a
zvysit stabilitu finalnych produktov.

Syntéza vychadza z naSich poznatkov o spajani aromatickych skeletov Ullmann-
Jordanovou reakciou s moznym vyuZzitim Buchwald-Hartwigovho couplingu. N&jdenie
vhodnych reakénych podmienok pre pripravu vychodzieho syntonu 3,6-diizotiokyanato-9-
benzylamino-akridinu predstavuje kfu€ovy synteticky krok. Prislusny diizotiokyanat sa
nasledne pouZzije na pripravu tiomoc¢ovinovych, moc¢ovinovych a guanidinovych skeletov.

Takto nasyntetizované akridinové derivaty sa nasledne pouZiju na Studium gDNA a
ctDNA véazbovych vlastnosti. V in vitro podmienkach budi stanovené biologické vlastnosti

tychto derivatov na vybranych bunkovych liniach.

Praca bola finanéne podporena agentirou MS SR VEGA (grant ¢. 1/0097/10, 1/0672/11),
Statnym programom NMR (grant ¢. 2003SP200280203) a grantovym programom UPJS-
VVGS (grant ¢. 7/09-10).
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ODLISNE OPTIMALNE MODELOVE CHARAKTERISTIKY V ANALYZ E REAKTIVITY
SEGMENTOV A. RENALIS KONTROLNYCH A DIABETICKYCH POT KANOV

Vojtko R., Villaris R., Petrova M., Kristova V.

Ustav farmakoldgie a klinickej farmakoldgie, Lekarska fakulta UK, Bratislava

Tradi¢né hodnotenie cievnej reaktivity perfundovanych segmentov deskriptivnymi
metodami dovoluje kalkulacie iba niekofkych zakladnych ukazovatefov kontrakénych
a relaxa¢nych odpovedi z grafickych vystupov analégovych zaznamnikov, priCom vysledky
skresfuju subjektivne nepresnosti hodnotitela. PocitaCova analyza digitalnych zaznamov
odpovedi segmentov na vazoaktivnhe podnety naproti tomu umoziuje vycislenie Sirokej
palety v minulosti nehodnotenych parametrov a charakteristik.

Hodnotenie zakladnych modelovych charakteristik kontrakénych odpovedi segmentov
a. renalis kontrolnych a diabetickych potkanov a uréenie optimalnych typov modelov podla
Akaikeho informacnych kritérii (AIC).

Sériu kontrakcii segmentov a. renalis kontrolnej a diabetickej skupiny potkanov
zapojenych v perflznom systéme sme vyvolali postupne stapajiucimi bolusovymi davkami
noradrenalinu (0,1; 0,5; 1; 3; 6; 10 ug) a nasledne po indukcii prekontrakcie segmentov sme
testovali ich relaxatni odpoved jednorazovou bolusovou davkou acetylcholinu (20 ug).
Digitalne zaznamy kontrakénych odpovedi sme analyzovali poc¢itatovym modelovanim
s vyuZzitim Levyho metody a metdédy Monte Carlo.

Pri  deskriptivnom hodnoteni kontrakénych odpovedi segmentov sme nezistili
signifikantny rozdiel medzi skupinami ani pri jednej pouZzitej davke noradrenalinu, relaxacné
odpovede segmentov diabetickych potkanov preukazali signifikantné zhorSenie voci
kontrolnej skupine. Naproti tomu modelova analyza digitalnych zaznamov kontrakcii odhalila
Statisticky vyznamné rozdiely medzi kontrolami a diabetickymi zvieratami pri viacerych
charakteristickych parametroch odpovedi a viacerych pouZzitych davkach noradrenalinu.
Hodnotenie AIC ako ukazovatela vhodnosti a presnosti pouzitého typu modelu naznacilo ako
najvhodnejSi pre modelovanie odpovedi ciev zvierat z kontrolnej skupiny typ 1-4, zatial ¢o
pre arterialne segmenty diabetickych zvierat typy 2-5 a 3-5.

PocitaCové modelovanie nam umozZnilo zistit' rozdielne charakteristiky odpovedi ciev
diabetickych a kontrolnych zvierat, nedostupné deskriptivnemu hodnoteniu. Tym o.i.

naznacuje vyznamny prinos novej metodiky, zdokonalujucej klasické postupy.

Této praca vznikla s podporou grantov VEGA SR 1/0314/08 a 1/0501/11.
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RECEPTOR MEDIATED ENDOCYTOSIS OF ALBUMIN IN DIFFERE NT EPITHELIAL
KIDNEY CELL LINES COMPARED TO CERVICAL CANCER CELL LINE

Volkova M., Mandikova J., Trejtnar F.
Department of Pharmacology and Toxicology, Charles University in Prague, Faculty of
Pharmacy in Hradec Kralove, Czech Republic

We characterized binding of albumin, established ligand for the megalin-cubilin system,
to the apical membrane of three epithelial kidney cell lines HK2, MDCK, LLC-PK1 and one
human cervical cancer cell line Hela, using fluorescein isothiocyanate (FITC)-albumin as
substrate. The aim of this study was to elucidate the role of megalin/cubilin system in the
transport of FITC-albumin into these four different cell lines and to understand deeper the
mechanisms involved in this process.

The uptake of FITC-albumin was quantified by measuring fluorescence fluorimetrically.
We studied the time development of the FITC-albumin uptake under normal conditions
(37C, 5% CO,), under lower temperature (4C) and with the present of various
concentrations of unlabelled albumin. We examined the effect of metabolic inhibitors 2,4-
dinitrophenol and sodium azide on FITC-albumin uptake and then we studied the
characteristics of endocytic uptake using indomethacin-caveole mediated endocytosis
inhibitor and chlorpromazine-clarithin mediated endocytosis inhibitor. We studied the effect of
the EDTA-Ca®"chelator and tried to influence the uptake by adding various concentrations of
gentamicin, a megalin substrate.

There were only negligible differences between kidney epithelial cell lines in the uptake
of FITC-albumin at 37°C compared to HelLa cells. This process was significantly inhibited by
low temperature at all cell lines. The uptake of FITC-albumin was inhibited by the presence
of unlabelled albumin in a concentration—dependent manner. Pre-treatment of the cells with
either 2,4-dinitrophenol or sodium azide inhibited the uptake. We observed no inhibition for
indomethacin, but the uptake was significantly inhibited by chlorpromazine. We observed
significant reduction of uptake by the presence of EDTA in all studied cell lines. Gentamicin
caused inhibition up to 5mM concentration, after that caused induction or no effect.

Our results indicate that the albumin uptake is mediated by receptor mediated
endocytosis through clarithin coated pits. FITC-albumin uptake inhibition by native albumin is
competitive, and Ca?'ions are necessary for this process what point out the role of megalin.
We didn’t observed any differences in the uptake of FITC-albumin between tested kidney

epithelial cell lines compared to human cervical cancer cell line HelLa.

The study was supported by GAUK 376411/FaF/C LEK and by SVV 265003.
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HAPLOTYPY HLA-DQ2, HLA-DQ8 A HLA-DRB1*04 JAKO GENET ICKE MARKERY
CELIAKIE

Wréblova K. ' Kolorz M., * Vystréilova P., ?Pav |., * BartoSova L.

1 Ustav humanni farmakologie a toxikologie, VFU Brno, 2 Gastroenterologicka Kklinika, FNsP
Bratislava - Petrzalka

Celiakie neboli celiakalni sprue (CS) je jednim z nejCastéjSich autoimunitnich
onemocnéni, odhaduje se v3ak, Ze pouhych 10 % nemocnych je diagnostikovano a spravné
léCeno. Divodem je velka variabilita klinickych pfiznakd. U dospélych osob se mnohem
Castéji vyskytuji pfiznaky atypické nepostihujici gastrointestinalni trakt. Neléena celiakie
muZe vést ke vzniku zavaznych komplikaci, proto je dulezité toto onemocnéni vcas
identifikovat a zahdjit bezlepkovou dietu. V patogenezi celiakie sehrava vyznamnou roli
genetickd predispozice. Celiakie je asociovdna s haplotypem HLA-DQ2 (kédovany alelami
DQA1*0501/DQB1*0201 popf. DQB1*0202), HLA-DQ8 (DQA1*0301/DQB1*0302) pfipadné
HLA-DRB1*04 (DRB1*04).

Genetické testy se zdaji byt v diagnostice CS velmi perspektivni. Nejsou ovlivnény
aktualnim zdravotnim stavem, dodrZzovanim bezlepkové diety a mohou slouZzit k zachytu
jedinch se zvySenym rizikem rozvoje celiakie. Genotypizace ma vysokou negativni predikéni
hodnotu. Nepfitomnost vSech vySe uvedenych alel téméF s jistotou vylu€uje diagnézu CS.

Cilem studie je vytvofeni a optimalizace metodiky zaloZzené na PCR multiplex pro
stanoveni rizikovych haplotypd HLA-DQ2, HLA-DQ8 a HLA-DRB1*04 a posouzeni miry
asociace téchto haplotypl s vyskytem celiakie.

Ke dneSnimu dni bylo genotypizovano 117 pacientd s diagn6zou celiakie, 81 dosud
zdravych rodinnych pfislusnikd celiakd 1. stupné a 40 zdravych dobrovolnikl. Statisticka
analyza potvrdila signifikantni rozdil ve vyskytu haplotypu HLA-DQ2 a to mezi pacienty a
zdravymi dobrovolniky, pacienty a rodinnymi pfislusniky, rodinnymi pfislusniky a zdravymi
jedinci.

Nebyl zaznamenén statisticky vyznamny rozdil v zastoupeni haplotypu DQ8 a
DRB1*04 mezi osobami s celiakii a zdravymi jedinci, haplotyp HLA-DQ8 se v3ak
signifikantné Casté&ji vyskytoval u celiakd, u nichZz se nevyskytoval haplotyp HLA-DQ2.
S alesponi jednou sledovanou genetickou variantou jsme se signifikantné Castéji setkali u
celiakd nez u zdravych dobrovolniku.

Dosavadni vysledky poukazuji na to, Ze hlavnim genetickym faktorem predisponujicim
ke vzniku celiakie je haplotyp HLA-DQZ2. Vliv ostatnich genetickych variant je nutné upfesnit
v dalSich ¢astech studie.

Tato préace je financovana grantovym projektem IGA VFU 91/2012/FaF.
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SILYBIN INCREASED EXPRESSION OF AcylCo-A OXIDASE 1 IN HHTg RATS

Zachafova A., Siller M., Matuskova Z., Veéefa R., Anzenbacher P.

Institute of Pharmacology, Faculty of Medicine and Dentistry, Palacky University, Olomouc,
Czech Republic

AcylCoA — oxidase 1 (ACOX 1) is one of the essential enzymes which is involved in
peroxisomal B — oxidation of very long chain fatty acids and is target gene of nuclear receptor
PPARa. Silybin (silybinin) is the main active substance from silymarin, which is extract from
medicinal plant Silybum marianum usually use as a hepatoprotectivum. The HHTg rat is a
strain expressing hereditary hypertriglyceridemia, hyperinsulinemia and hypertension.

The aim of the study was to investigate whether silybin at a dose 0.5% (w/w) affects
expression of rat AcylCo-A oxidase 1 in liver. Male HHTg rats were kept for 3 weeks on a
standard laboratory diet (STD, ad libitum) or on an experimental high-cholesterol diet (HCD,
ad libitum) prepared by adding 1% (w/w) of cholesterol and 10% (w/w) of lard fat to the STD.
Silybin (0.5%, w/w) was administered as a dietary supplement to the HCD. Rats were then
fasted overnight, i. m. anesthetized and their liver was removed and frozen. Expression of
MRNA was examined by Real-Time PCR.

Results obtained confirmed that administration of HCD significantly decreased levels
of AcylCo-A oxidase mRNA. Interestingly, the mRNA levels of this enzyme returned to
normal values when HCD was co-administered with 0.5% of silybin.

Decrease or even lack of the AcylCo-A oxidase is known to cause an accumulation of
very long chain fatty acids which can result in a toxic effect on hepatocytes. A reversal of this

effect by silybin may contribute to an overall beneficial effect of this flavonolignan.

Acknowledgements: GACR 303/09/H048, LF_2012_004
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SYSTEMOVA PREMEDIKACE METAMFETAMINEM ZRYCHLUJE META BOLISMUS
ETHANOLU U POTKANA

12 7endulka O., ? Sabova M., 2 Jufica J., *Machali¢ek M., *Svéda P., 3 Farkova M.,
2Sulcova A.

! Farmakologicky Ustav, Lékarska fakulta, Masarykova univerzita v Brné, 2CEITEC -
Stfedoevropsky technologicky institut, *Pfirodovédecka fakulta, Ustav biochemie,
Masarykova univerzita v Brné

Psychostimulans metamfetamin je i pfes veSkera restriktivni opatfeni casto
zneuzivanou drogou v ramci Evropského spole€enstvi. Pocty jeho uZivateld na rozdil od
jinych zneuZivanych latek vyvolavajicich zavislost neklesaji, ale udrzuji se na konstantni
drovni s nejvy3si prevalenci uZzivateld v Ceské republice. Vzhledem k b&Zné konzumaci
alkoholu drogové zavislymi byl studovdn a popsan vliv ethanolu na metabolismus
metamfetaminu. Dosud v8ak nebyla publikovana Zadna prace popisujici vliv metamfetaminu
na biotransformaci ethanolu.

Cilem prace bylo stanovit vliv chronické aplikace metamfetaminu na metabolismus
jednorazové podaného ethanolu ve zvifecim farmakokinetickém modelu.

V experimentu byli pouZiti potkani samci kmene Wistar rozdéleni do dvou skupin po 10
jedincich. Jedna skupina zvifat byla premedikovana metamfetaminem v davce 10 mg/kg/den
ve formé i. p. injekci po dobu 10 dni. Kontrolni skupina byla premedikovana adekvéatnim
objemem fyziologického roztoku. Soucasné s posledni aplikaci metamfetaminu byl obéma
skupindm intragastrickou sondou aplikovan ethanol (v 5% glukdze) v davce 2.0 g/kg. Vzorky
krve byly zvifatdm odebrany ve 40., 120., 240. a 300. minuté od aplikace ethanolu. Hladiny
ethanolu v séru byly stanoveny metodou GC.

Premedikace metamfetaminem vedla k signifikantnimu zrychleni biotransformace
ethanolu v intervalech 0. - 120. minuta. Ve 240. minuté byl zjiStén pokles v hladinach
ethanolu u metamfetaminem premedikovanych zvifat na hranici statistické vyznamnosti
(p=0,06). V poslednim odbérovém intervalu byly jiz koncentrace ethanolu na hranici citlivosti

pouZzité analytické metody bez statisticky vyznamnych rozdild mezi skupinami.

Tato prace vznikla diky projektu “CEITEC - Stfedoevropsky technologicky institut”
(CZ.1.05/1.1.00/02.0068) z Evropského fondu regionalniho rozvoje.
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PYRIMIDINE ANALOGUES AS PROSPECTIVE ANTI-INFLAMMATO RY COMPOUNDS

1 Zidek Z., ?Jansa P., ? Janeba Z., ® Kostecka P., * Kmoni¢kova E.

! Institute of Experimental Medicine, Department of Pharmacology, Academy of Sciences of
the Czech Republic, Videriska 1083, 142 20 Prague 4; ? Institute of Organic Chemistry and
Biochemistry, Academy of Sciences of the Czech Republic, Flemingovo nam. 2, 166 10
Prague 4, Czech Republic; 31st Faculty of Medicine, Charles University, Prague, Czech
Republic

A series of novel analogues of 2,4-diamino-6-hydroxypyrimidine (DAHP) was
synthesized and screened for immunobiological properties*. We analysed their interaction
with the immune-activated biosynthesis of the pro-inflammatory mediators such as nitric
oxide (NO) and prostaglandin E, (PGE,). The activity was assayed under the in vitro
conditions using mouse (C57BL6) peritoneal cells. The high output NO production was
activated by interferon-y plus lipopolysaccharide (LPS). Concentration of nitrite in
supernatants was determined by Griess reagent at the interval of 24 h of culture. Production
of PGE, was induced by LPS and determined using ELISA after 16 h of culture.

A number of derivatives showed remarkable inhibitory effects on production of both NO
and PGE,. Very tight dependence of the extent of inhibition on the structure of compounds
was found. The most effective proved to be pyrimidines containing 2-(N,N-
dimethylamino)methyleneamino group and pyrimidines containing 2-formamido group. They
nearly completely inhibited formation of NO and substantially reduced production of PGE,.
Their ICss ranged within the interval of 2-10 uM. Similar to DAHP, the pyrimidines containing
2-amino group had no significant effects on NO and PGE, production.

The underlying inhibitory modes of action of pyrimidine analogues are obviously due to
multiple mechanisms. Suppression of PGE, production is influenced by the interference with
both transcription and translation mechanisms of the cyclooxygenase-2 expression. While
the inhibition of NO formation does not depend on the expression of iINOS (inducible NO
synthase) mRNA, it results from the suppression of translation pathways leading to iINOS

protein synthesis.

Acknowledgements. The research was supported by grant no. CZ:GA CR:303/12/0172 from
the Grant Agency of the Czech Republic.
* Patent pending.
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