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Venovanie 

 

V týchto dňoch sa dožíva významného životného jubilea dlhoročná vedúca Ústavu farmako-

lógie JLF UK v Martine, prof. MUDr. Gabriela Nosáľová, DrSc. Preto sme sa rozhodli okrem gratulácií 

a prianí všetkého najlepšieho vydať tento zborník, ktorý prináša okrem stručného prierezu jej boha-

tým akademickýcm životom aj práce z rôznych oblastí farmakológie, z rôznych slovenských farmako-

logických pracovísk a od viacerých popredných farmakológov, ako prejavenie úcty k jej doterajšej 

aktívnej práci v oblasti farmakologického výskumu v bývalom Československu ako aj na Slovensku.  

Ad multos annos, pani profesorka! 

 

V Martine, 8.10.2012 

doc. RNDr. Soňa Fraňová, PhD., mim. prof.  

vedúca Ústavu farmakológie JLF UK v Martine 
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Akademický životopis prof. MUDr. Gabriely Nosáľovej, DrSc. 

  

Prof. MUDr. Gabriela Nosáľová, DrSc. sa narodila 8. októbra 1942 v Dolnom Dubovom okres 

Trnava. Napriek tomu, že za štúdiami z rodiska odišla krátko pred dovŕšením  14-tich rokov, so svojím 

rodiskom je doteraz úzko spätá. Po absolvovaní Strednej zdravotníckej školy v Martine v roku 1960 

začala pracovať na internom oddelení OÚNZ v Martine ako zdravotná sestra. Na popud primára 

MUDr. J. Trokana sa rozhodla v roku 1961 pokračovať v štúdiu na Lekárskej fakulte v Bratislave, ktorú 

v roku 1967 úspešne ukončila na detašovanom pracovisku LF UK v Martine. Od 1. augusta 1967 až 

doteraz sa stal jej jediným pracoviskom Ústav farmakológie JLF UK Martin, kde pracovala ako asis-

tentka, odborná asistentka, docentka, profesorka a v rokoch 1992 až 2008 bola jeho vedúcou. V roku 

1974 úspešne obhájila vedecký titul kandidátky vied na LF KU v Hradci Králové na tému „Vplyv rezer-

pínu na obsah kalcia v tkanivách“. Od roku 1975 sa venuje riešeniu respirologickej problematiky hlav-

ne farmakológii kašľového reflexu, a to tak v rámci habilitačnej práce (docentúru získala v roku 1978), 

doktorskej dizertačnej práce (titul DrSc. udelený v roku 1992) ako aj inauguračnej práce (titul profe-

sora získala v roku 1995).  

 V oblasti farmakológie a klinickej farmakológie dlhodobo aktívne prispieva k výchove absol-

ventov tým, že odovzdáva svoje odborné vedomosti z úrovne poznatkov doby. Ako vedúca pracovi-

ska dôsledne dbala na zvyšovaní úrovne pedagogickej kvalifikácie učiteľov. V praxi  tak napĺňala myš-

lienku, že iba erudovaný odborník zaručí kvalitný pedagogický proces. Dôkazom je súčasný stav pra-

coviska. Z počtu 7 pracovníkov je 1 profesor, 3 docenti, 1 odborný asistent (tesne pred habilitáciou) 

a 2 vedeckí pracovníci s hodnosťou PhD. 

Počas svojho pôsobenia v odbore farmakológie a klinickej farmakológie bola školiteľkou 15 

doktorandov z ktorých doteraz 11 úspešne ukončilo doktorandské štúdium pri zachovaní vysokých 

požiadaviek na ich odbornosť. 

 Prof. Nosáľová má veľkú zásluhu na profilizácii pracoviska. Pod jej dlhoročným odborným 

vedením pracovisko získalo významný kredit v oblasti farmakológie respiračného systému tak doma 

ako aj v zahraničí. Zvlášť cenné sú zistenia rozširujúce poznanie mechanizmov účinku látok ovplyvňu-

júcich kašľový reflex, najmä objasnenie úlohy gabaergických, sérotonínergických  a opioidných recep-

torových systémov. Okrem obohatenia teoretickej roviny poznania v tejto oblasti je významná aj 

praktická realizácia získaných poznatkov. Dôkazom toho je zavedenie prvého československého ne-

narkotického antitusika dropropizínu do klinickej praxe. Nemenej zaujímavé sú výsledky spolupráce 
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s Chemickým ústavom SAV v Bratislave a Chemickým ústavom Univerzity v Burdwane v oblasti využi-

tia  rastlinných polysacharidov v liečbe kašľa. 

Získané poznatky boli publikované vo vedeckých a odborných publikáciách doma i v zahraničí. 

Prof. Nosáľová je spoluautorkou 3 učebníc, 3 vysokoškolských skrípt, 11 vedeckých monografií 

z ktorých 2 boli vydané v zahraničí. Jednu z nich vydalo v roku 2002 vydavateľstvo Springer. Táto 

knižná publikácia  bola vydaná v Indii - New Delhi (2005), v Číne – Beijing (2006) a v Grécku – Atény 

(2009). Na svoje práce získala prof. Nosáľová značný citačný ohlas. Svedčí o tom celkový počet citácii 

721, z toho 274 je v SCI. Je tiež nositeľkou 2 patentov, z ktorých 1 je realizovaný. Menovaná uvedené 

výsledky získala pri riešení 31 grantových úloh (APVV, LPP, VEGA, MZ SR, UK a JLF UK), v ktorých 

u väčšiny bola zodpovednou riešiteľkou. 

Symbiózu jej odborných vedomostí, organizačných zručností a osobnostných vlastností využí-

va viacero inštitúcií. Okrem iného pôsobila 2 funkčné obdobia ako podpredsedníčka Vedeckej rady 

SAV v Bratislave, členka Akreditačnej komisie vlády SR a ČR, dlhoročná členka Komisie pre liečivá 

ŠÚKL, predsedníčka Akademického senátu JLF UK Martin, predsedníčka Vedeckej rady Alpha medical 

a.s., predsedníčka Etickej komisie na JLF UK Martin, v rokoch 1978-2008 podpredsedníčka  výboru 

Slovenskej farmakologickej spoločnosti, editorka Journal of Physiology and Biophysics, vedecká re-

daktorka Bratislavských lekárskych listov a mnohé ďalšie. 

Za svoju prácu získala mnohé ocenenia ako napr. Slovak Gold (2003), 5 krát Cenu literárneho 

fondu (2001 – 2005), Cenu primátora mesta Martin (2005), Čestné uznanie v rámci udeľovania oce-

není „Vedec roka 2006“,  Zlatú medailu JLF UK Martin (2009) a mnohé ďalšie. 

Okrem vyššie uvedeného je potrebné na záver skonštatovať, že je akademicky neustále veľmi 

aktívna, že všetko zvláda v dobrom zdraví, plná energie a nápadov realizovať svoje plány, a teší sa 

spolu so svojím manželom z úspechov svojich dvoch synov a piatich vnúčat.  
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Self-monitoring bronchiálnej astmy s pomocou prenosného analyzátora  
vydychovaného oxidu dusnatého – prvé výsledky 

 

Martina Antošová1, Alica Benčová2, Eva Rozborilová2 
 

1 Ústav farmakológie, Jesseniova lekárska fakulta UK, Martin, 2 Klinika pneumológie 
a ftizeológie, Jesseniova lekárska fakulta a Univerzitná nemocnica Martin, Martin 

e-mail: antosova@jfmed.uniba.sk  
 

Úvod 
Bronchiálna astma patrí k chronic-

kým zápalovým ochoreniam respiračného 
systému. Pre toto ochorenie je typický 
eozinofilný zápal a určitá variabilita, ktorá 
môže a nemusí byť spojená s objavením sa 
objektívnych symptómov. Jednou z metód 
detekcie rozvoja eozinofilného zápalu a 
teda aj predpokladu zhoršenia ochorenia 
je detekcia frakcie vydychovaného oxidu 
dusnatého (FeNO).   

Oxid dusnatý (NO) patrí k základ-
ným mediátorom regulujúcim fyziologické 
i patologické procesy prebiehajúce v respi-
račnom systéme.  Je syntetizovaný z  L-
arginínu prostredníctvom štyroch izofo-
riem NO-syntáz, ktorých expresia a aktivita 
je modulovaná vplyvom viacerých faktorov 
ako napr. kompetíciou s inými enzymatic-
kými systémami, aktivitou nukleárnych 
transkripčných faktorov, prítomnosťou 

prozápalových cytokínov a pod. Vplyv na 
účinok NO má aj jeho rýchla biotransfor-
mácia a reaktivita s následným vytváraním 
ďalších produktov (napr. voľných kyslíko-
vých radikálov) (Ricciardolo, 2003). Vo 
fyziologických podmienkach produkujú 
konštitutívne izoformy NO-syntáz (cNOS) 
malé, relatívne stabilné množstvá NO. 
Tieto množstvá odrážajú „normálne“ hod-
noty FeNO, udávané v ppb (parts per bi-
lion), ktoré sa u dospelého človeka stano-
vujú na základe pohlavia, výšky, fajčiarskej, 
alergickej anamnézy a prítomnosti akút-
neho ochorenia dýchacích ciest (Tab. 1,2).  
V patologických podmienkach (napr. zá-
pal), sa hladina NO zvyšuje. Zároveň stúpa 
aj FeNO. Kontinuálna nadprodukcia je 
pravdepodobne spojená so zvýšenou ex-
presiou a aktivitou induktívnej NO-syntázy 
(iNOS) (Dressel et al., 2008) 

 
Tab. 1 Referenčné hodnoty FeNO pre nefajčiarov (upravené podľa Dressel et al.,  2008). 
 

 
 

 
 
 
 

mailto:antosova@jfmed.uniba.sk
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Tab. 2 Referenčné hodnoty FeNO pre fajčiarov (upravené podľa Dressel et al.,  2008). 
 

 
 
 

Viaceré práce poukazujú na to, že 
hladina FeNO koreluje s eozinofilným zá-
palom dolných dýchacích ciest (FeNO > 50 
ppb) a je relevantnou metódou využiteľ-
nou na diferenciálnu diagnostiku nešpeci-
fických respiračných symptómov, metó-
dou objektívnej kontroly bronchiálnej as-
tmy a monitoringu odpovede na liečbu 
inhalačnými kortikosteroidmi (IKS; Smith 
et al., 2005). Zvýšenú hladinu FeNO však 
môžeme zaznamenať aj u zdravých jedin-
cov napr. u mužov,  po prijatí potravín bo-
hatých na dusičnany, po užití doplnkov 
výživy s obsahom L– arginínu a pod. (Kha-
ritonov et al., 1997; ATS/ERS Recomman-
dation 2005;). Vysoké hodnoty FeNO pou-
kazujú na prítomnosť eozinofilného zápalu 
aj v prípade, kedy je pacient s bronchiál-
nou astmou asymptomatický. Vtedy sa tu 
otvára priestor pre viaceré otázky. Jednou 
z nich je účinnosť antiastmatickej (hlavne 
protizápalovej) terapie, druhou nutnosť 
pravidelného a správneho monitoringu 
astmy. Aj pri správnom diagnostickom 
postupe a reprodukcii nameraných hodnôt 
v súlade s odporúčaniami Americkej hrud-
nej spoločnosti (American Thoracic Society 
–ATS) a Európskej respirologickej spoloč-
nosti (European Respiratory Society – 
ERS), môžu pri detekcii FeNO existovať 
interindividuálne rozdiely vo vzťahu 
k veku, pohlaviu, antropometrickým pa-
rametrom a pridruženým faktorom (napr. 

cvičenie, fajčenie, iná ako antiastmatická 
farmakoterapia a pod.). Vysoké hladiny 
FeNO sú často podnetom na zvýšenie dáv-
ky inhalačných kortikosteroidov, ale pri 
kontrole účinnosti kortikosteroidnej tera-
pie prostredníctvom FeNO analyzátorov je 
potrebné byť obzvlášť opatrný a preveriť 
v tejto súvislosti všetky potenciálne vplyvy 
(Smith et al., 2009).  

V posledných rokoch sa začala od-
borná verejnosť zaoberať myšlienkou vyu-
žitia FeNO-analyzátorov v selfmonitoringu 
bronchiálnej astmy. V tejto súvislosti bola 
vyslovená hypotéza, ktorá predpokladá, že 
osobné (individuálne) hodnoty sú klinicky 
užitočnejšie ako referenčné hodnoty na-
merané na určitej vzorke populácie. Ana-
lyzátory, ktoré sú v súčasnosti používané 
na detekciu FeNO sú značne drahé 
a k obsluhe vyžadujú určité technické 
zručnosti. Toto obmedzenie významne 
redukuje ich použitie v bežnej klinickej 
praxi.  Aj napriek tomu sa však použitie 
prenosných analyzátorov vydýchnutého 
vzduchu (obr. 1) pomaly ale isto stáva sú-
časťou odporúčaní starostlivosti o pacien-
ta (prevažne detského) s bronchiálnou 
astmou hlavne z dôvodu nevyhnutnosti 
dobrej kontroly astmy.   
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Obr. 1 Prehľad dostupných prenosných FeNO analyzátorov: a) Quark NO breath® (COSMED), b) NIOX MINO ® (Aerocrine), c) Bedfont NO 
breath ® (Bedfont Scientific Ltd), d) Apeiron Insight NIOX Asthma Monitor® (Aerocrine). 

 
V našej práci sme sa zamerali na 

možnosť využitia prenosného analyzátora 
FeNO v selfmonitoringu novo diagnostiko-
vaného ochorenia a jeho variability.  U 
vybraného pacienta sme začali s monito-
ringom FeNO, pričom zaznamenávame 
„day-to-day“ variabilitu hodnôt vydycho-
vaného NO vo vzťahu k základnému ocho-
reniu, peľovej sezóne, iným ochoreniam a 
terapii.   

 
Metóda 

Selfmonitoring FeNO bol realizova-
ný u dospelého probanda (33 rokov) 
s novo diagnostikovanou bronchiálnou 
astmou. Vybraný proband si pomocou 
prenosného analyzátora FeNO (NIOX MI-
NO® Aerocrine, Švédsko) zaznamenával 
hodnoty FeNO 2 x denne pred užitím far-
makoterapie (ráno a večer, obr. 2.). 

 

 
Obr. 2 Postup samovyšetrenia s prenosným analyzátorom FeNO – NIOX MINO ® (Upravené podľa Ergonomidesign IFP). 

 

a 

b 

c 

d 



  JLF UK v Martine, 2012   

10 
 

Analýzu tiež realizoval v prípade 
nočných ťažkostí.  Výdychová doba bola 
nastavená na 6 sekúnd. NIOX MINO® je 
prenosný analyzátor vydychovaného NO, 
ktorý bol oficiálne schválený ATS a ERS na 
detekciu FeNO tak u detí ako aj dospelých. 
Pacient bol s prístrojom kompletne oboz-
námený a opakovane preskúšaný. Name-
rané hodnoty sú aj v porovnaní s prístro-
jom NIOX® hodnotené ako spoľahlivé, rep-
rodukovateľné a plne využiteľné pre kli-
nickú prax i pre domáci monitoring. Analý-
za výsledkov bola plánovaná na kvartálny 
interval, v práci prezentujeme 1 mesiac 
monitoringu, ktorý bol realizovaný po za-
čatí terapie na začiatku peľovej sezóny. 
Výsledky boli štatisticky spracované s pou-
žitím Mann-Whitneyho testu. Proband mal 
byť monitorovaný v priebehu celého roka 
2012, pre nespoluprácu sme museli ná-
sledne zvoliť iného probanda.  

 
Výsledky  

U 33-ročného pacienta s prolongo-
vaným záchvatovitým kašľom po dobu 2 
mesiace po infekte horných dýchacích 
ciest bolo vzhľadom na charakter a dennú 
variabilitu symptómov vyslovené podo-
zrenie na bronchiálnu astmu. Spirometric-
kým vyšetrením bola potvrdená obštrukč-
ná ventilačná porucha stredne ťažkého 
stupňa (FEV1/FVC < 70%, FEV1 = 3,08l = 
71,9%NH). Následne bol realizovaný bron-
chodilatačný test, kde po 400ug salbuta-
molu došlo zlepšeniu FEV1 o 24,9%. Pa-
cient bol vyšetrený aj klinickým alergoló-
gom a aj napriek uvádzanej negatívnej 
alergickej anamnéze boli vykonané kožné 
alergické testy, s pozitivitou: tráva++++, 
buriny+++, ambrózia++, lipa++, plesne+++, 
jarné pele+.  Neskôr bolo komplexné vy-
šetrenie doplnené o vyšetrenie FeNO, kto-
ré bolo vysoko pozitívne, 130ppb (obr 3). 
U pacienta bola preto nasadená inhalačná 
liečba v kombinácii salmeterol/flutikazón 
50/500ug 1 inhalácia ráno a večer a salbu-

tamol 100ug 1 inhalácia podľa potreby. 
Následne sme pacienta inštruovali o dôle-
žitosti kontroly astmy a začal so selfmoni-
toringom. Ten prebiehal 1 mesiac, pričom 
pacient bol nastavený na každodenné mo-
nitorovanie – ráno a večer – pred užitím 
farmakoterapie. V rámci monitoringu si 
zaznamenával aj vplyv externých faktorov 
akými v tomto prípade boli cvičenie (jazda 
na bicykli) a ich vplyv na zmeny hladín Fe-
NO. Pacient nemal počas selfmonitoringu 
žiadne subjektívne ani objektívne ťažkosti, 
ani raz nemusel použiť predpísané krátko-
dobo pôsobiace bronchodilatancium. Zisti-
li sme, že priemerné večerné hodnoty Fe-
NO  (16,24 ± 2,78 ppb) boli signifikantne 
nižšie ako priemerné ranné hodnoty 
(20,28 ± 3,27 ppb) (obr 4). Výsledky boli 
spracované a štatisticky vyhodnotené s 
použitím Mann-Whitney testu (p < 0,001).  
Hodnoty po cvičení boli pri individuálnom 
porovnaní nižšie, vcelku však tento faktor 
nemal na zmeny hladiny FeNO signifikant-
ný vplyv.  
 
Diskusia 

Bronchiálna astma je ochorenie 
s postupnou progresiou, ktoré vyžaduje 
pravidelný monitoring a kontrolu. V tejto 
súvislosti sú sledované hlavne objektívne 
príznaky astmy v zmysle zvýšenia ich frek-
vencie, zvýšenia potreby tzv. „úľavových“ 
liekov, zhoršenie pľúcnych funkcií a zvýše-
nia počtu exacerbácií (Bateman et al., 
2008). Tento prístup ale nezahŕňa monito-
ring zápalového procesu v dýchacích ces-
tách. Aj preto sa metodika, ktorá neinva-
zívne, jednoducho, rýchlo a reprodukova-
teľne odráža úroveň eozinofilného zápalu 
v dýchacích cestách stala stabilnou súčas-
ťou klinickej praxe a starostlivosti o astma-
tika. Jednou z výhod monitoringu frakcie 
vydychovaného NO je možnosť denného 
monitoringu v domácom prostredí (Pifferi 
et al., 2011).  
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Obr.3 Signifikantné zlepšenie hodnôt FeNO po pravidelnom 2 mesačnom  užívaní inhalačných kortikosteroidov. 
 
 

 
 

 
Obr.4 Vyhodnotenie self-monitoringu FeNO u vybraného probanda v 1-mesačnom intervale na terapii  inhalačnými kortikosteroidmi. 

p<0,001 (Mann-Whitney test). 
 
 

Literatúra zaoberajúca sa touto 
problematikou je značne rozporuplná. De 
Jonste a spolupracovníci (2009) poukazujú 
na to, že pravidelné monitorovanie FeNO 
môže znížiť riziko exacerbácií. Na druhej 
strane, práca van der Valka a kolegov 
(2012) tento záver nepotvrdzuje, aj keď 
priznáva že nie všetci probandi v skupine 
mali závažnú exacerbáciu v priebehu reali-
zácie štúdie. Exacerbáciu môžeme defino-
vať ako vystupňovanie zápalu dýchacích 
ciest, ktoré sa líši etiopatogeneticky (in-
fekčný alebo alergický stimul) (Sykes, Joh-
nson, 2008). Po pôsobení týchto stimulov 
môže hladina FeNO pomaly stúpať aj viac 

ako 1 -2 týždne pred exacerbáciou. Nami 
vybraný proband nemal v priebehu me-
sačného selfmonitoringu stabilné hladiny 
FeNO. Rozdiely medzi dňami niekedy 
predstavovali aj viac ako 10 ppb. Len dve 
z hodnôt ranných meraní však  prekročili 
hladinu 25 ppb a večerné hladiny FeNO 
boli všetky medzi 13 -23 ppb. Hladiny Fe-
NO negatívne neovplyvnilo ani cvičenie 
a proband mohol aktívne cvičiť (jazda na 
bicykli) bez prítomnosti objektívnych prí-
znakov astmy. U detí bola potvrdená urči-
tá krížová korelácia medzi FeNO a prítom-
nosťou symptómov, čo môže byť pre iden-
tifikáciu hroziacej exacerbácie dôležité 
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(Stern et al., 2011). U dospelých sa táto 
korelácia zatiaľ nepotvrdila. 

Ďalší faktor, ktorý môže ovplyvniť 
hladinu FeNO je terapia inhalačnými korti-
kosteroidmi. Protizápalová liečba kortikos-
teroidmi je základom liečby bronchiálnej 
astmy. Vzhľadom k systémovým a lokál-
nym nežiaducim účinkom, ktoré sa pri uží-
vaní týchto liekov objavujú, je nevyhnutné 
nastaviť liečbu tak, aby pacient dostával čo 
najnižšie dávky s čo najvyšším terapeutic-
kým účinkom. Pri variabilite odpovede na 
kortikosteroidnú liečbu je nevyhnutné aby 
mali lekári v klinickej praxi k dispozícii jed-
noduchý, efektívny, objektívny a zároveň 
bezpečný spôsob titrácie dávky kortikoste-
roidov (Smith et al., 2005). Základné tera-
peutické postupy odporúčajú aby bolo 
dávkovanie prispôsobené objektívnej 
symptomatológii a výsledkom základných 
funkčných vyšetrení pľúc. Ďalšie práce 
poukazujú na to, že lepšie výsledky prináša 
zmena dávok v závislosti na sledovaní 
zmien hyperreaktivity dýchacích ciest 
a eozinofílie v indukovanom spúte. Tieto 
vyšetrenia sú však časovo náročné 
a v niektorých prípadoch aj ťažko realizo-
vateľné. Dlhodobé pravidelné monitoro-
vanie FeNO umožní porovnať reakciu zá-
palu v dýchacích cestách na prebiehajúcu 
farmakoterapiu.  V našej práci sme zazna-
menali účinnosť predpísanej terapie. Pô-
vodne detegovaná hladina FeNO (130ppb) 
bola po dvojmesačnej kombinovanej tera-
pii zredukovaná na hladinu 18,26 ppb. 
V rámci selfomonitoringu si pacient  dete-
goval hladiny NO, ktoré boli v norme, čo 
poukazuje na fakt, že eozinofilný zápal bol 
pod kontrolou. Pacient tiež doteraz nepo-
užil žiadne „úľavové“ antiastmatikum (sal-
butamol). Môžeme teda predpokladať, že 
predpísaná terapia je účinná a nateraz 
postačujúca. Pri korelácii FeNO s objektív-
nymi príznakmi astmy je možné povedať,  
že táto metóda je využiteľná pri kontrole 
ochorenia, priebehu zápalového procesu, 
správnosti a efektívnosti terapie a pod. 

Pokles FeNO neznamená, že zápal je len 
dobre liečený, ale že pacient aj lieky užíva 
správne a tie sa dostávajú do dýchacích 
ciest (de Jongste 2005). Táto informácia je 
užitočná, pretože nesprávna technika in-
halácie môže významne ovplyvniť proces 
liečby bronchiálnej astmy. Naše výsledky 
poukazujú na to, že proband bol správne 
zaškolený, dobre zvládol techniku inhalá-
cie a liečivo sa dostáva do dýchacích ciest.  
 
Záver 

Aj napriek tomu, že monitoring 
prebiehal len krátku dobu, môžeme pou-
kázať na to, že pravidelná realizácia takto 
citlivého vyšetrenia v domácom prostredí 
môže viesť k nastaveniu personalizované-
ho prístupu k pacientovi. To ale samzrejme 
vyžaduje ochotu spolupracovať na obi-
dvoch stranách. Aj napriek tomu, že sme 
pre neochotu pacienta ďalej spolupraco-
vať museli zvoliť pre ďalší selfmonitoring 
iného pacienta môžeme konštatovať, že 
perspektíva pre domáci monitoring FeNO 
existuje, hlavne pri komplikovaných prípa-
doch bronchiálnej astmy s ťažko nastavi-
teľnou terapiou a nešpecifickými príznak-
mi. 
 
Práca vznikla v rámci projektu Ministerstva 
zdravotníctva č 2007/46-UK-11 a Dobudovania 
Centra experimentálnej a klinickej respirológie 
(CEKR II)  -  „Projekt je spolufinancovaný zo 
zdrojov ES“ – ERDF – Európskeho fondu regio-
nálneho rozvoja. 
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Introduction 
Bucillamine (N-(2-mercapto-2-

methylpropionyl)-l-cysteine, Fig. 1) is clini-
cally used to threat rheumatoid arthritis 
and inflammation diseases. Horwitz in 
2003 (Horwitz, 2003) confirmed that this 
drug is efficacious in reducing of acute 

phase of inflammation and oxidative 
stress. Plausible mechanism of action is in 
response to oxidants such as hydroxyl and 
other radicals, forming a 7-membered 
cyclic disulfide - SA981, (R)-7,7-dimethyl-6-
oxo-1,2,5-dithiazepane-4-carboxylic acid 
(Fig. 1). 
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Fig. 1 Chemical structure of bucillamine a) and its 7-membered cyclic disulfide b). 

    
Bucillamine acted also as a power-

ful OH and ROO scavenger. This fact was 
well established in 2011 with Valachová et 
al. and in 2012 with Baňasová et al. 
(Valachová et al., 2011, Baňasová et al., 
2012).  

Neutrophilic polymorphonuclear 
leukocytes produce and release not only 
reactive oxygen species (ROS); it is known 
that HOCl and taurine-N-monochloramine 
(TauCl) are the end-products of the 
neutrophilic polymorphonuclear leukocyte 
respiratory burst (Mainnemare et al., 
2004). Hypochlorous acid activates tyro-
sine kinase signaling cascades, leading to 
increased production of extracellular ma-
trix components, growth factors, and in-
flammatory mediators. HOCl also increas-
es capacity of α2-macroglobulin to bind 
TNF-alpha, IL-2, and IL-6. In human neu-
trophils, HOCl is generated from hydrogen 

peroxide by action of myeloperoxidase 
(MPO) in the presence of chloride anion 
(Cl-) (Weiss et al., 1982). Oxygen-chlorine 
bond is highly polarized, and HOCl is the 
source of electrophilic Cl atom. Reaction 
of this bond with endogenic substrates 
can result in a generation of toxic inter-
mediates, which may eventually lead to 
cell death (Thomas et al., 1983, Grisham et 
al., 1984).  

Taurine, also generated by neutro-
phils, in a reaction with HOCl forms a rela-
tively stable taurine chloramine (TauCl), 
which is less toxic and inhibits the produc-
tion of inflammatory mediators, prosta-
glandins, and nitric oxide (Mainnemare et 
al., 2004).  

For targeting oxygen radicals and 
hypochlorous acid, the two compounds, 
bucillamine and taurine may be adminis-
tered simultaneously. However, such ap-
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plication has certain limitations, mainly 
due to different distribution and hence 
bioavailability of these distinct compounds 
within the body compartments. It would 
therefore be preferable having incorpo-
rated both functions into one single mole-
cule, thus being able to deliver the desired 
effects to the respective site at once. For 
this reason, we were interested in extend-
ing the activity of bucillamine by the 
taurine’s HOCl-scavenging ability. 

Bucillamine is in vivo metabolized 
to the cyclic disulfide SA981 (Fig. 1) and S-
methyl and S,S’-dimethyl derivatives 
SA679 and SA672, respectively (Fig. 2). 
Together with the parent structure, these 
have been investigated in connection with 
their immunomodulating effects (Matsuno 
et al., 1998) as well as in respect to their 

potential to improve impaired angiogene-
sis via inducing synthesis of vascular endo-
thelial growth factor (VEGF) (Distler et al., 
2004). Interaction of bucillamine, its de-
rivatives X, Y, Z (Fig. 2) and others with 
human serum albumin (HSA) has been 
examined in a study of Narazaki et al. 
(1996), aimed to elucidate reaction mech-
anism of covalent binding between HSA 
and thiol containing compounds. The abil-
ity of bucillamine and SA981 to induce 
glutathione biosynthesis via activation of 
the antioxidant-response element (ARE) 
by transcription factor Nrf2 has also been 
studied and their possible 
chemopreventive properties against can-
cer have been suggested (Wielandt et al., 
2006). 

    

 
Fig. 2 Chemical structures of taurine and bucillamine derivatives. 
 

 

The aims of the present study were: 
1. in vitro testing of bucillamine by rota-
tional viscometry. The initiator of oxida-
tive degradation of high-molar-mass HA 
was Weissberger´s oxidative system, com-
prising  ascorbate (100 μM) and Cu(II) ions 
(1 μM). 
2. to design a bucillamine derivative capa-
ble of scavenging HOCl/OCl- by combining 
the structures of the parent compound 
and taurine. The original activity of 
bucillamine has to be retained and molec-
ular weight of the resulting derivative 
should not exceed 500 Da. 

 
Materials and methods 
Biopolymer and chemicals for rotational 
viscometry 

High-molar-mass HA sample 
P0207-1 (Mw = 970.4 kDa) was purchased 

from Lifecore Biomedical Inc., Chaska, MN, 
U.S.A. Further chemicals used were identi-
cal to those reported previously (Baňasová 
et al., 2012, Valachová et al., 2011). 

 
Chemicals for synthesis of a bucillamine 
derivative 

2-Bromoethylamine hydrobromide 
and N,N-dimethylformamide (DMF, abso-
lute, over molecular sieve) were pur-
chased from Sigma-Aldrich. Reaction pro-
gress was monitored by thin-layer chro-
matography (TLC) on Merck silica gel F-
254 plates and visualization was per-
formed using UV light (254 nm). Structure 
of the compounds was analyzed by 1H nu-
clear magnetic resonance (NMR) spectros-
copy Varian Mercury Plus Instrument (300 
MHz) at 20°C in CDCl3 with (CH3)4Si (0.00 
ppm) as an internal standard. Column 
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chromatography was performed on Merck 
silica gel 60. 

 
Rotational viscometry and study of unin-
hibited and inhibited hyaluronan degra-
dation 

Standard experimental conditions 
used were as already published 
(Valachová et al., 2011). The dynamic vis-
cosity of the reaction mixture (8 ml) con-
taining HA (20 mg), ascorbate (100 μM) 
and Cu(II) ions (1 μM) in the absence and 

presence of bucillamine (1100 μM) was 
monitored by a Brookfield LVDV-II+PRO 
digital rotational viscometer (Brookfield 
Engineering Labs., Inc., Middleboro, MA, 

U.S.A.) at 25.0 ± 0.1C at a shear rate of 
237.6 s-1 for 3 h in a reservoir-spindle cou-

ple made of Teflon (Valachová et al., 
2011). The drug was introduced into the 
reservoir vessel at the start of reaction or 
1 h after the reaction onset. 

 
Synthesis of a bucillamine derivative 

The alkylation of SA981 was carried 
out as follows. SA981 (50 mg, 0.23 mmol) 
was dissolved in 1 ml of DMF in a 25-ml 
round-bottomed flask, and triethylamine 
(0.11 ml, 0.79 mmol) was added drop-wise 
via syringe followed by 2-
bromoethylamine hydrobromide (70 mg, 
0.34 mmol). The mixture was heated to 
50°C for 1 hour and then left to stay at 

room temperature. The reaction was 
stopped after 24 hours. After this time, it 
was diluted with distilled water, extracted 
with ethyl acetate (3×), dried over Na2SO4 
and concentrated under reduced pressure. 
The crude mixture was separated by col-
umn chromatography (CHCl3:CH3OH = 
30:1). 

 
Results and discussion 
Rotational viscometry 

Time-dependent rheological chan-
ges of HA macromolecules in solution can 
directly be assessed by rotational visco-
metry (Šoltés et al., 2006, Valachová et al., 
2008). Free-radical degradation of high-
molar-mass HA was induced by Weissber-
ger´s system, 1 µM Cu(II) plus 100 µM as-

corbic acid, generator of 100 µM OH radi-
cals (Valachová et al., 2011). Under these 
conditions the dynamic viscosity of the HA 
solution decreased during three hours 
significantly (Fig. 3, panel A, B, curve 0). 
However, as evident from Figure 3, addi-
tion of 1, 10 or 100 µM bucillamine either 
before the reaction onset (panel A) or 1 h 
after the initiation of HA degradation (pa-
nel B) totally inhibited degradation of HA 
macromolecules. The fact that bucillami-
ne, in all concentrations tested, totally 
inhibited oxidative degradation of high-
molar-mass HA may be explained also by 
sequestration of Cu(II). 

 
Fig. 3 Effect of bucillamine on free- radical degradation of HA induced by Weissberger´s oxidative system comprising 1.0 M Cu(II) and 100 

M ascorbate. Concentration of bucillamine in the reaction mixture was 0, 1, 10 and 100 µM, traces 0, 1, 2 and 3, respectively. The 
drug was added before the reaction onset (panel A) or 1 h after the reaction onset (panel B) (adapted from Baňasová et al., 2012). 
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Synthesis of a bucillamine derivative 

When a molecular structure is to be 
modified, a detailed investigation concerning 
its features is required. Of the modes of 
bucillamine and a resulting disulfide metabo-
lite SA981 action, it is evident that two thiol 
functions are inevitable to the original activity 
of the compound. Among the remaining func-
tional groups, only carboxylate is amenable 
for simple modification. From the synthetic 

point of view, however, free thiol groups 
complicate synthetic strategy, because when 
once deprotonated, they are fairly 
nucleophilic and could readily compete with -
COO- or form thioester under dehydrating 
conditions. Therefore, we thought it would be 
elegant to select available SA981 as the start-
ing material for the transformation and only 
after then reduce the disulfide bond.

 
 
 

HOCl scavenging activity of taurine 
is due to the primary amino group in its 
structure. Direct reaction of SA981 with 
taurine is not feasible, because NH2 group 
would preferably form an amide with car-
boxylic function of the former. It is con-
ceivable to protect the amino group of 
taurine, but still the resulting mixed anhy-
dride would be prone to hydrolysis and at 
least two more steps would be necessary. 

Introduction of -CH2-CH2-NH2 moiety to 
SA981 could be instead carried out by 
means of: 

a) esterification with commercially 
available N-protected aminoethanol in the 
presence of a dehydrating agent. Howev-
er, conditions for the last step - removal of 
the protecting group (PG) would have to 
be compatible with the rest of the mole-
cule (ester and amide functions). 

 

 
 

b) reduction of carboxylate to 
carbinol and subsequent reaction with 
(protected?) taurine. This approach would 
present a significant alteration to 
bucillamine structure, though. Moreover 
and again, the reducing conditions would 
have to be compatible with ester, amide 
and disulfide functions. 

c) direct alkylation of carboxylate 
by 2-bromoethylamine in the presence of 
a base. The reaction should proceed under 
mild conditions and beside 2-
bromoethylamine, a number of analogous 
reagents is commercially available as hy-
drochlorides or -bromides for further in-
vestigation. We decided to favor this ap-
proach. 
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To increase solubility of the target 
compound in water, the primary amino 
group could be eventually transformed 
into hydrochloride. 

The alkylation of SA981 following 
approach c) was performed as described 
in Materials and methods. After time-

consuming chromatography, 10 mg of a 
product (which would account for a 17% 
yield) was obtained in the form of yellow 
oil. Its 1H NMR spectrum, see Figure 4. 
Stoichiometric addition of silver(I) salt 
(AgNO3) as a catalyst did not lead to any 
improvement (Aron et al., 2005).

 

Fig. 4 1H NMR spectrum of SA981 alkylation product and TLC plate. 

Triplet at 2.45 ppm with doubled 
integrated intensity compared to other 
signals clearly shows incorporation of -
CH2-CH2- moiety into the structure. The 
other triplet is presumably hidden in the 
multiplet at 1.76-2.11 ppm. Detailed anal-
ysis of the spectrum would be possible 
after additional purification. Further inves-
tigations are performing. 

We have prepared a bucillamine 
derivative with a potential to act as a 
scavenger of hypochlorite. This is in ac-
cordance with our aim to synthesize and 
assess a modified bucillamine structure 
with enhanced activity towards reactive 
oxygen species, namely HOCl. However, 
further elaboration of synthetic procedure 
(replacement of base, solvent) is required. 

The work was supported by the VEGA grants 
2/0011/11, 2/0149/12 and APVV 0351-10. We 
thank to Dr. Fumio Tsuji from Santen Pharma-
ceutical Co., Ltd. Osaka, Japan for providing 
bucillamine and (R)-7,7-dimethyl-6-oxo-1,2,5-
dithiazepane-4-carboxylic acid. 
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Úvod 

Už v roku 1775 Pristley upozornil 
na to, že kyslík, bez ktorého  život živočí-
chov na Zemi by bol nepredstaviteľný  a 
ktorý udržiava v chode väčšinu základných 
životných pochodov, môže byť aj toxický. 
Zhruba pol storočia po objave existencie 
voľných radikálov (Gomberg,  1900) Ger-
schman  et al. (1954) boli prví, ktorí vyslo-
vili predpoklad o spoločnom základe ra-
diačného poškodenia a toxicity kyslíka. 
Tento predpoklad bol neskôr potvrdený 
objavom superoxiddizmutázy (SOD) 
McCordom a Fridovichom (1969). Dnes 
vieme, že prenosom jedného elektrónu na 

O2 vzniká  superoxidový radikál (O2
 -), kto-

rý sa dizmutuje pôsobením SOD na H2O2. 
Za prítomnosti železa alebo medi z  H2O2 

vzniká hydroxylový radikál (OH) a z neho  
myeloperoxidázou kyselina chlórna (HOCl) 
alebo singletový kyslík (1O2). V  endoteli 
ciev,  v nervových vláknach, v kostnej dre-
ni a v iných tkanivách vznikajú aj ďalšie 
radikály, napr. endotelový relaxačný faktor 

(NO), alkoxylový radikál, peroxylový  radi-
kál, semichinónový radikál, atď.  Vzniknuté 
radikály (vrátane reaktívných foriem kyslí-
ka - ROS), môžu interagovať napr. s fosfo-
lipidmi, nukleovými kyselinami (DNK, 
RNK), aminokyselinami, proteínmi, sacha-

ridmi, alebo navzájom napr. O2
 - s NO za 

tvorby peroxinitritu, ktorý je reaktívnejší 
a menej stabilný ako pôvodný radikál. 
Rýchlosť a selektivita radikálových reakcií  
je ovplyvnená koncentráciou prítomného 

radikálu a jeho životnosťou (Tab.1).   
Mnohé  radikály sú pre základné metabo-
lické, alebo obranné procesy živočíšneho 
organizmu nevyhnutné. Ak sa naruší rov-
nováha medzi tvorbou a odbúravaním-
elimináciou radikálov prostredníctvom 
SOD, katalázy (CAT), glutatiónperoxidázy 

a antioxidantov (napr. -tokoferol, kyseli-

na l-askorbová, -karotén, kyselina močo-
vá, glutatión,  taurín, laktoferín, albumín, 
ceruloplazmín, transferín), t.j. medzi proo-
xidačnými a antioxidačnými procesmi 
v prospech prooxidačných procesov, stá-
vajú sa radikály škodlivými (pre prehlad 
viď. Bauer a Bauer, 1999;  Maghzal et al.,  
2012; Verbon et al., 2012).     

Počas posledných troch desaťročí 
sa postupne nahromadilo množstvo  expe-
rimentálnych údajov svedčiacich 
o významnej úlohe ROS za fyziologických 
aj patologických podmienok u cicavcov. 
Ukázalo sa, že nadmerná tvorba, alebo 
znížená eliminácia ROS zohráva významnú 
úlohu  v patogenéze veľkého počtu chorôb 
sprevádzaných, alebo zapríčinených poru-
chou tonusu hladkých svalov,  ako sú 
ochorenia srdca a ciev, dýchacích ciest, 
ako aj poškodenia zažívacieho systému 
(Repine, 1991; Martínez a Andriantsitoha-
ina, 2009; Alfadda a Sallam, 2012). Cieľom 
tejto práce je zhrnúť niektoré z našich vý-
sledkov získaných v pokusoch na prepará-
toch hladkých svalov zažívacieho,  dýcha-
cieho systému a ciev.  
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Tab. 1 Polčas rozkladu voľných radikálov. 

 

Voľný radikál Polčas ( s ) Fyziologická koncentrácia 

(mol/l) 
   

Superoxidový aniónradikál 

(O2
 -

) 

spontánne hodiny/dni (en-

zymaticky 10
-6

 ) 

10
-12

 - 10
-11 

Peroxid vodíka (H2O2) spontánne hodiny/dni (en-

zymaticky minúty) 

10
-9

 - 10
-7

 

Hydroxylový radikál (

OH) 10

-9 
 

Singletový kyslík (
1
O2) 10

-5 
 

Kyselina chlórna (HOCl) niekoľko sekúnd  

Oxid dusnatý (

NO) 1 – 10 10

-9 

Peroxynitrit (ONOO 
-
) 0,05 – 1,0  

Alkoxylový radikál (RO

) 10

-6
  

Peroxylový  radikál (ROO

) 7  

Semichinónový radikál minúty/hodiny  

 
 

Metodiky 
Pokusy sme uskutočnili na izolova-

ných preparátoch ilea a trachey morčiat 
ako aj hrudnej aorte potkanov. Podrobný 
popis použitých metodických postupov a 
roztokov je uvedený v našich predchádza-
júcich prácach (Bauer, 1981; Bauer et al., 
1999, 2011a; Mátyás et al., 2002). Zvieratá 
boli usmrtené pretrhnutím väzu. Experi-
mentálne postupy boli odsúhlasené Etic-
kou komisiou ÚEFT SAV a Štátnou veteri-
nárnou a potravinovou správou SK.  H2O2 

bol jednoduchou chemikáliou, OH sme  
generovali systémami FeSO4/kyselina as-

korbová, alebo  FeSO4/H2O2, O2
- xan-

tín/xantínoxidázou a 1O2 systémom NaOCl/ 
H2O2.  

 
Výsledky 
Vplyv ROS na ileum morčaťa 

Na rozdiel od O2
- (Obr. 1D) a 1O2 

(Obr. 1F), ktoré vyvolali monofázickú kon-

trakciu, H2O2 (Obr. 1A-C) a OH (Obr. 1E) 
zvýšili tonus celého ilea (Obr. 1) a jeho 
longitudinálnej svalovej vrstvy (Obr. 2) len 
prechodne. Aj za pretrvávajúcej prítom-
nosti použitých ROS v roztoku svalový to-
nus klesol pod iniciálnu úroveň. Za prí-

tomnosti atropínu (1 μM) a guanetidínu 
(10 μM) (Obr. 1B),  alebo po odstránení 
epitelu (Obr. 1C) sa nezmenil charakter, 
len intenzita  pôsobenia ROS (na obrázku 
je príklad v prípade pôsobenia H2O2). Ak 
však bol tonus zvýšený napr. histamínom 
(1 μM), H2O2 relaxoval sval po prechodnej 
minimálnej kontrakcii (Obr. 1B).  

Amplitúda kontrakcie ilea morčiat 
vyvolaná acetylcholínom (10-11-10-4 M) 
bola závislá od koncentrácie. Ak sme apli-
kovali acetylcholín po rozvinutí druhej fázy 
účinku H2O2 (1 a 10 mM), došlo ku nekom-
petetívnemu potlačeniu kontrakcie (Obr. 
3), t.j. zníženiu svalového tonusu.  
 
Vplyv ROS na hrudnú aortu potkana 

ROS významne ovplyvnili aj tonus 
cievneho hladkého svalu. Pôsobenie  H2O2  

a OH sa aj na cievnom hladkom svale líšilo 

od účinku O2
-. Tonus prúžkov hrudnej aor-

ty potkana, predkontrahovanej KCl (100 

mM) sa zvýšil po aplikácii O2
-, generova-

nom xantínom (0,1 mM) a xantínoxidázou 
(0,1 IU/ml),  alebo N-formyl-metionyl-
leucyl-phenylalanínom (0,1 μM)  aktivova-
nými neutrofilmi (106 buniek/ml).
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Obr. 1 Originálny záznam pôsobenia H2O2 (A),  O2

-(xantín/xantínoxidáza - D), OH (FeSO4/kyselina askorbová - Asc.Ac. - E) a  1O2 (Na-
OCl/H2O2 - F)  na tonus transmurálne stimulovaného morčacieho ilea. B - pôsobenie H2O2 za prítomnosti atropínu (Atr) a guanetidínu 
(Gu) za bazálneho tonusu a na preparáte predkontrahovanom histamínom. C - pôsobenie H2O2 za (+) a bez   (-) prítomnosti epitelu. 

 

 
 

Obr. 2 Zmeny svalového tonusu longitudinálneho svalu morčacieho ilea vyvolané pôsobením X/XO (10 mM xantín/2 mU/ml xantínoxidáza),  
NaOCl/H2O2 (100 mM NaOCl/100 mM H2O2),  FeSO4 /Asc.Ac. (100 mM FeSO4/100 mM kys. askorbová) a H2O2 (1mM). Výsledky sú  

priemer  S.E.M zo 7-10 experimentov, * P<0,05,  ** P<0,01. 

 

Na rozdiel od O2
-, OH aj H2O2 rela-

xovali predkontrahovanú aortu.  Zatiaľ čo 
relaxačné pôsobenie H2O2 bolo významné, 
OH znižoval tonus predkontrahovanej 
aorty len minimálne (Obr. 4A). Acetylcho-
lín (1 μM) znížil tonus predkontrahovanej 

aorty o 20-35%. Na vrchole účinku O2
- sa 

amplidúda relaxácie vyvolanej acetylcholí-
nom významne nezmenila. Aj v tomto 

ohľade sa odlišovalo pôsobenie O2
- od  

OH aj H2O2, ktoré oslabovali relaxačné 
pôsobenie acetylcholínu (Obr. 4B).  
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Vplyv ROS na tracheu morčaťa 
Pokojový tonus trachey morčaťa 

bol tiež významne ovplyvnený ROS. Pôso-

benie  H2O2  a OH sa aj na dýchacom  

hladkom svale líšilo od účinku O2
-. Počas 

dlhodobého pôsobenia O2
- (10 mM xan-

tín/ 2 mU/ml xantínoxidáza) sa svalový 
tonus signifikantne nezmenil (Obr. 5D). 

Obe fázy pôsobenia OH (iniciálna kon-
trakcia a neskorá relaxácia) boli niekoľko-

násobne väčšie ak sa na produkciu OH 

použila zmes 100 mM FeSO4  a 100 mM 
H2O2  (Obr. 5B) v porovnaní so zmesou  100 
mM FeSO4 a 100 mM kys. askorbovej (Obr. 
5C). Časový priebeh ich pôsobenia sa však 
navzájom nelíšil. Amplitúda kontrakčného 
pôsobenia H2O2 (0,5 mM) bola porovna-
teľná s amplitúdou kontrakcie vyvolanej 
zmesou  FeSO4/H2O2. Zvýšený tonus však 
pretrvával až dvojnásobne dlhšie 
a relaxačná fáza bola miernejšia ako 
v prípade FeSO4/H2O2 (Obr. 5A).

Obr.3  Inhibícia kriviek závislosti účinku od koncentrácie acetylcholínu (Ach;10-11 – 10-4 M, ■-kontrola) pôsobením H2O2 v koncentrácii 1 mM 

(●,* P<0,05) a 10 mM (▲** P<0,01) na izolovanom ileu morčaťa. Výsledky sú  priemer  S.E.M z 5-10 experimentov. 

 

 
 

Obr.4  A - Vplyv  H2O2 (0,1 mM); 0,1 mM FeSO4 /0,15 mM  H2O2 (
OH ); 0,1 mM  xantín/0,1 IU/ml xantínoxidáza (O2

-) a N-formyl-metionyl-
leucyl-phenylalanínom ( 0,1 μM)  aktivovaných neutrofylov (NEUT, 106 buniek/ml) na svalový tonus izolovanej hrudnej aorty zvýšený 
100 mM KCl. B - pôsobenie acetylcholínu (1 μM) pred (plné stĺpce) a za prítomnosti jednotlivých ROS po dobu 15 min (prázdne stĺp-
ce). 
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Obr.5  Vplyv  H2O2 (0,1 mM - A), OH (0,15 mM  H2O2 /0,1 mM FeSO4 – B, resp. 0,1 mM FeSO4/0,1 mM kys. askorbovej - C) a O2

-(0,1 mM 
xantínu/0,1 IU/ml xantínoxidázy - D) na izolovanú tracheu morčaťa. 

 
Diskusia 

Výsledky prezentované v tejto prá-
ci jednoznačne potvrdzujú pôsobenie ROS 
na tonus, spontánnu a evokovanú aktivitu 
hladkých svalov, ktoré môžu byť významné 
pre viacero životne dôležitých funkcií, 
napr. reguláciu krvného tlaku, gastrointes-
tinálnu motilitu, reaktivitu hladkých svalov 
dýchacieho systému a pod. (Bauer 
a Bauer, 1999; Bauer  et al., 2011a,b; Hen-
ricks a Nijkamp, 2001; Thomas a Balasub-
ramanian, 2004; Fearon a Faux, 2009; Bar-
nes, 2011; Zhang et al., 2011 ).  
V mechanizme ich vzniku a pôsobenia zo-
hráva, okrem iných, významnú úlohu 
ovplyvnenie metabolizmu arachidónovej 
kyseliny (Mátyás et al., 2002; Bauer et al., 
2011a). Pôsobenie jednotlivých ROS na 
konkrétny orgán obsahujúci hladké svaly 
sa môže diametrálne odlišovať. Ako sme 

ukázali, účinok O2
-  a 1O2 sa odlišuje od 

vplyvu H2O2 a OH. Zaznamenali sme výz-
namný rozdiel medzi ich pôsobením 
na všetky študované hladko-svalové pre-
paráty (črevný, cievny, dýchací). Tieto vý-
sledky v zhode so skoršími pozorovaniami 

ukázali, že   O2
- alebo HOCl vyvolávajú 

hyperreaktivitu  dýchacích (Weiss 
a Bellino, 1986) a cievnych (Bauer  et al., 
2011a) hladkých svalov blokovateľnú SOD 
a, že H2O2  vyvoláva hyperreaktivitu na 
karbachol a cholínergické nervové drážde-
nie (Bauer  et al., 1997). 

Zdá sa, že epitel zažívacieho  a dý-
chacieho systému a endotel ciev sú zrani-
teľnejšie ako samotné hladké svaly (Ayars 
et al., 1989; Bauer  et al., 1998; Mátyás et 
al., 2002). Vyplýva to z faktu, že sú aj čas-
tejšie vystavené pôsobeniu ROS exogén-
neho (napr. ozón, oxidy  dusíka,  rôzne  
znečisteniny  a  cudzorodé  látky,  častice) 
a  endogénneho pôvodu  (napr. ischémia-
reperfúzia, zápalové bunky, peroxizómy, 
metabolity xenobiotík) ako samotné hlad-
ké svaly. 

Keďže sa pani prof. Nosáľová, kto-
rej je tento zborník venovaný, vo svojej 
vedeckej práci venovala predovšetkým 
otázkam farmakológie respiračného sys-
tému, na schéme (Obr.6) sme zosumarizo-
vali naše úvahy o možných mechanizmoch 
pôsobenia ROS na dýchacie hladké svaly.
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Obr.6 Znázornenie možného mechanizmu pôsobenia ROS na dýchací systém. Za fyziologických okolností (prítomný intaktný epitel) ROS 

vyvolajú prechodné zmeny svalového tonusu. Za patologických podmienok (po poškodení celistvosti epitelu) spôsobia silnú a dlhotr-
vajúcu kontrakciu. ROS – reaktívne formy kyslíka, SOD – superoxiddizmutáza, Cat – kataláza, LMWAO – nízkomolekulové antioxidan-

ty, O2
-- superoxid, OH – hydroxylový radikál; H2O2 – peroxid vodíka, Men+ - katión kovu, e- - elektrón. 

Zatiaľ nepoznáme úplne všetky fy-
ziologické úlohy voľných radikálov  v dý-
chacích cestách. Okrem predpokladanej 
blahodarnej fyziologickej úlohy (napr. vo  
fagocytóze) sa stále viac hromadia poznat-
ky aj o ich poškodzujúcich účinkoch. Vyná-
ra sa otázka, či sú ROS  "úspechom alebo 
omylom" prírody? Kontrakčný účinok ROS  
na dýchacie cesty sa dnes jednoznačne 
hodnotí negatívne. Z našich výsledkov však 
vyplýva, že zo študovaných ROS jedine 
H2O2 zvýši tonus trachey dlhodobo, a to 
tiež len prechodne pokiaľ je epitel intakt-

ný. OH je považovaný za  najtoxickejší 
kyslíkový radikál, len krátkodobo kontra-
huje hladký sval trachey (ak bol epitel in-
taktný) a to tiež len v prípade, ak bol gene-
rovaný systémom H2O2/ FeSO4. Trachea sa 

voči kontrakčným účinkom O2
-, a z veľkej 

časti aj kontrakčným účinkom OH a H2O2, 

zdá byť chránená intaktným epitelom. 

Možno preto predpokladať, že akútnym 
dráždením dýchacích ciest aktivované bie-
le krvinky okrem iných látok produkujú aj 
ROS na lýzu a odstránenie partikulárneho  
iritantu. Ako prvý metabolit kyslíka vzniká 

O2
-. Ten pri intaktnom  epiteli  nemá  

vplyv  na  tonus  trachey, pretože je rýchle 
eliminovaný SOD  a inými antioxidantmi  

epitelových buniek. Vplyvom SOD sa O2
- 

metabolizuje na H2O2, ktorý prechodne 
kontrahuje tracheu. Táto často záporne 
hodnotená kontrakcia spojená s kašľom a 
zúženie lúmenu dýchacích ciest by mohla 
byť fyziologickým obranným mechaniz-
mom zabraňujúcim prenikaniu iritantov 
hlbšie do dýchacích ciest. Po odstránení 
iritantu kašľom sa postupne rozvinú rela-
xačné mechanizmy a tonus trachey sa vráti 
do pôvodného stavu. Relaxácia sa urýchli 
pri premene H2O2 za prítomnosti  dvoj-

mocného železa na OH. Zdá sa teda, že 
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príroda koná v zmysle  "menšieho zla".  
ROS vyvolajú lýzu epiteliálnych buniek, 
uvoľňujú antioxidačné látky, obohatia tým 
antioxidačné vybavenie mukusu 
a mechanizmom spätnej väzby regulujú 
koncentráciu  ROS a ich ďalšie pôsobenie 
na epitel a hladký sval dýchacích ciest.  

Situácia sa výrazne zmení, ak iritant 
pôsobí dlhodobo a poškodí epitel. Pokles-
ne tak antioxidačná kapacita dýchacích 
ciest. Na takto patologicky zmenenom 

teréne už i samotný O2
- dokáže kontraho-

vať tracheu. Z neho vznikajúci H2O2 

a následne generovaný  OH vyvolávajú 
dlhotrvajúcu  kontrakciu až pretrvávajúce 
zúženie lúmenu trachey. V zhode s týmito 
výsledkami je nami popísaný výrazne zní-
žený relaxačný účinok ROS na deepitelizo-
vanej trachei v porovnaní s intaktnými 
preparátmi (Mátyás et al.,. 2002). Z týchto 
úvah vyplýva, že pôsobenie ROS počas 
ataku iritantu na dýchacie cesty zdravých 
jedincov je "úspechom" prírody, a až keď 
je epitel dýchacích ciest dlhodobými, ale-
bo opakovanými atakmi poškodený,  na-
hromadenie ROS sa stáva "omylom"  prí-
rody. 

 
Záver 

Pôsobenie ROS môže byť jednou z 
príčin poškodenia hladko-svalového tkani-
va, alebo orgánu. Ako súčasťou patofyzio-
logických mechanizmov zodpovedajú za 
vznik ochorenia, alebo len doprevádzajú a 
sú sekundárnym prejavom ochorenia ale-
bo zmenenej reaktivity hladkého svalu. 
Intaktné epitélium a endotélium môžu 
efektívne ochrániť hladký sval od nežiadu-
ceho pôsobenia ROS. 
 
Podporené grantom VEGA 2/0031/12. 
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Úvod 
Reumatoidná artritída (RA) je mul-

tifaktoriálne ochorenie, na ktorého etiopa-
togenéze sa podieľajú genetická dispozí-
cia, životné prostredie, ale aj rozmanité 
stochastické procesy. Redoxná nerovno-
váha (často nazývaná oxidačný stres) je 
významnou mierou zahrnutá v patogenéze 
tohto ochorenia. Oxidačný stres (OS) je 
výsledkom zvýšenej produkcie reaktívnych 
foriem kyslíka (RFK) a reaktívnych foriem 
dusíka (RFD) pri súčasnej redukcii fyziolo-
gických obranných antioxidačných systé-
mov. RFK/RFD modulujú signálne procesy 
kontrolujúce expresiu génov a ovplyvňujú 
intracelulárne procesy podieľajúce sa na 
rozvoji chronického zápalu. Odpoveďou na 
OS je nadprodukcia proinflamačných cyto-
kínov, ktorá následne spôsobí OS 
v cieľových bunkách. V priebehu oxidač-
ného stresu sa mnohé proinflamačné cy-
tokíny, ako napr. TNF-α a interleukíny IL-
1β, IL-2, IL-6 a IL-12, produkujú vo zvýše-
nej miere ako reakcia na aktiváciu NF-κB, 
faktora citlivého na zmeny redoxného sta-
vu buniek. Pôsobením proinflamačných 
cytokínov sa následne vo zvýšenej miere 
tvoria RFK, ktoré opätovne aktivujú NF-κB, 
čo má za následok nadprodukciu týchto 
cytokínov kľúčových pre zápal. Tento „za-
čarovaný kruh“ môže prerušiť aktivácia 
súčastí antioxidačnej odpovede. Berúc do 
úvahy úlohu OS v patogenéze RA, zistilo 
mnoho predklinických i klinických štúdií 
koreláciu medzi zvýšenou intenzitou OS, 
zníženými hladinami endogénnych antio-
xidantov a mierou rozvoja ochorenia. Tieto 

štúdie poukázali na možnosť a dôležitosť 
terapeutickej intervencie RA založenej na 
redukcii OS. 

 
Úloha oxidačného stresu v patogenéze  
reumatoidnej artritídy 

Metabolizmus kyslíka má dôležitú 
úlohu v patogenéze RA. Oxidačný stres 
v organizme vzniká vtedy, keď produkcia 
RFK v bunkách počas oxidatívnej fosforylá-
cie a počas oxidačného vzplanutia aktivo-
vaných fagocytov prekročí ich pufrovaciu 
schopnosť. Nadmerná produkcia RFK môže 
poškodiť proteíny, lipidy, DNA a kompo-
nenty medzibunkového matrix. RFK sú aj 
dôležitými signálnymi molekulami, ktoré 
zosilňujú synoviálnu zápalovo-
proliferatívnu odozvu. Opakované strieda-
nie hypoxie a reoxygenácie v spojení so 
zmenami synoviálnej perfúzie aktivuje 
faktor-1α indukovaný hypoxiou (HIF-
1alpha) a NFκB. Tieto transkripčné faktory 
sú regulované bunkovou oxygenáciou a 
stimuláciou cytokínmi, a následne spúšťajú 
expresiu mnohých génov zodpovedných za 
pretrvávanie synovitídy. Porozumenie 
komplexným interakciám v týchto signál-
nych dráhach by mohlo priniesť nové te-
rapeutické stratégie pre RA (Hitchon a El-
Gabalawy 2004). V etiopatogenéze RA sú 
primárne a dominantné imunologické me-
chanizmy úzko spojené s redoxnou nerov-
nováhou v organizme, ktorá môže poten-
covať chronické zápalové procesy (Kunsch 
et al. 2005). Produkcia reaktívnych foriem 
kyslíka a dusíka (RFK a RFD) neutrofilmi a 
makrofágmi v zápalovom tkanive priamo 
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poškodzuje štruktúru a funkčnosť tkaniva. 
Naše práce, ako aj štúdie iných autorov, 
poukazujú na dôležitú úlohu OS v patoge-
néze RA (Bauerová a Bezek 1998; Bauero-
vá a Bezek 1999; Bohanec et al. 2009; 
Strosova et al. 2009). 

Patogenéza RA je spojená s účas-
ťou imunitných mechanizmov vo všetkých 
štádiách choroby. Dôležitú úlohu zohráva-
jú T-lymfocyty. OS indukuje hyporeaktivitu 
T-buniek (Cemerski 2003). Ukazuje sa, že 
dysregulácia produkcie cytokínov zodpo-
vedá za imunopatologické zmeny. Počas 
RA sa v synóviu vytvárajú zárodočné cen-
trá typické pre lymfatické uzliny, v ktorých 
sa vytvárajú imunokomplexy. Tieto ná-
sledne indukujú zápalový proces, na kto-
rom sa podieľajú najmä polymorfonukle-
árne leukocyty (PMNL) (Buc a Rovensky 
1999). Zápalové procesy sa rozvíjajú najmä 
v synóviu kĺbov. Leukocyty, chemotakticky 
priťahované do synóvia, sú primárnym 
zdrojom RFK. RFK môžu byť produkované 
aktivovanými makrofágmi v synoviálnej 
membráne a neutrofilmi v synoviálnej ka-
vite (Bauerova et al. 2009a; Firestein 
2003). Pri RA dochádza k progresívnej de-
gradácii polysacharidov kĺbových štruktúr 
ako sú chrupky, synoviálna tekutina a sy-
noviálna membrána. Degradácia hyaluro-
nanu (HA), kľúčového polysacharidu, je 
pre RA charakteristická. Pri RA sa veľké 
množstvo neutrofilov akumuluje 
v synoviálnej tekutine pacientov. Tieto 
bunky menia oxidačnú homeostázu a ich 
produkty, predovšetkým RFK a RFD, pri-
spievajú k deštrukcii kĺbových štruktúr do 
takej miery, že kĺb stráca funkčnosť (Hen-
rotin et al. 2003). Pozmenené bielkoviny 
a nukleové kyseliny sú rozpoznávané ako 
„cudzie” a následne autoimúnne reakcie 
spôsobujú vývoj ochorenia a z RA sa stáva 
systémové ochorenie postihujúce celý 
organizmus.  

Funkcie lymfocytov a neutrofilov sú 
modulované špecifickými receptormi, kto-
rých expresia je kontrolovaná rôznymi 

humorálnymi faktormi. Nedávno sa preu-
kázalo (Boldyrev 2009), že jeden z týchto 
receptorov – glutamátový receptor aktivo-
vaný NMDA je integrujúcou štruktúrou, 
ktorá spája nervový a imunitný systém. 
Zistilo sa že, receptory NMDA regulujú 
produkciu cytokínov aktivovanými 
T-lymfocytmi v podmienkach in vitro. Do-
teraz sa však neidentifikovali prirodzené 
ligandy tohto receptora v periférnej krvi. 
Neutrofily sú kľúčovými bunkami zápalo-
vého procesu pri RA. Majú silnú cytotoxic-
kú aktivitu, a neutrofily aktivované zápa-
lom produkujú množstvo cytokínov a 
chemokínov, ktoré majú priamy vplyv na 
progres zápalového procesu. Infiltrujúce 
neutrofily v synóviu udržujú lokálny zápal 
a uvoľnením veľkého množstva proteáz, 
RFK/RFD a aktiváciou enzýmu myelopero-
xidázy vyvolávajú poškodenie chrupky kĺbu 
(Cascao et al. 2010; Lefkowitz DL 
a Lefkowitz SS 2001; 2008; Podrez et al. 
2000). 

Makrofágy významne participujú 
na patogenéze RA, vzhľadom na ich nad-
mernú početnosť v zápalovej synoviálnej 
tekutine, synoviálnej membráne a granu-
lačnom tkanive. Okrem produkcie prozá-
palových cytokínov a chemokínov, prispie-
vajú k deštrukcii kostného tkaniva a 
chrupky prostredníctvom rôznorodých 
mechanizmov. Viacero faktov naznačuje, 
že makrofágy môžu predstavovať jeden 
z kľúčových terapeutických cieľov pri RA 
(Kinne et al. 2000). Predpokladá sa, že toll-
like receptory (TLR) týchto buniek zohráva-
jú komplexnú úlohu v patogenéze RA, ako 
aj v experimentálnej artritíde. Výsledky 
autorov Huang et al. (2007) poukázali na 
zvýšenú expresiu TLR-2 a TLR-4 v CD14+ 
makrofágoch v RA. Aktivácia TLR-4 sa spá-
ja s produkciou cytokínov (napr. TNF-α, IL-
6), (Huang et al. 2007; Poltorak et al. 
1998). Aktivácia TLR-4 indukuje aktiváciu 
MyD88-závislej a nezávislej dráhy, čo ve-
die k aktivácii ďalších proteínov, ku ktorým 
patria MAP kinázy (Kawai et al. 1999).  
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Chondrocytovú odpoveď na rasto-
vé faktory zhoršujú RFK počas migrácie do 
miesta poškodenia v chrupke. Do vzájom-
ného pôsobenia medzi chondrocytmi  a 
extracelulárnou matrix zasahujú RFD, naj-
mä NO (Clancy et al. 1997), ktorý môže 
zvýšiť aj apoptózu chondrocytov. Obe re-
aktívne formy, RFK a RFD, inhibujú syntézu 
matrixových komponentov, vrátane synté-
zy proteoglykánov chondrocytmi. Kyslíko-
vé radikály fragmentujú hyalurónan a 
chondroitínsulfát (Ress  et al. 2003; 2004) 
a poškodzujú aj oblasti proteoglykánového 
jadra proteínu viažuce hyalurónan, čím 
prekážajú interakcii proteoglykánu s hya-
lurónanom (Panasyuk et al. 1994). Okrem 
toho môžu RFK a RFD poškodiť súčasti 
extracelulárnej matrix aj nepriamo cez 
aktiváciu matrixových metaloproteináz. 

 
Výsledky klinických štúdií  

Niektoré epidemiologické štúdie 
ukazujú na nepriamu závislosť medzi príj-
mom antioxidantov v potrave a výskytom 
RA (Bae et al. 2003; Cerhan et al. 2003; 
Hagfors et al. 2003; Heliovaara et al. 
1994), ako aj na nepriamu závislosť medzi 
hladinou antioxidantov a zápalom (Mulhe-
rin et al. 1996). Pacienti s RA majú zvýšenú 
aktivitu oxidačných enzýmov súčasne so 
zníženými hladinami antioxidantov v sére 
a v synoviálnej tekutine (Cimen et al. 
2000; De Leo et al. 2002; Marklund et al. 
1986; Ozturk et al. 1999; Taysi et al. 2002; 
Chapman et al. 1999; Miyata et al. 1998). 
Analýzou synoviálnej tekutiny a tkaniva sa 
dokázalo oxidačné poškodenie kyseliny 
hyalurónovej (Grootveld  et al. 1991), zvý-
šené hladiny produktov lipidovej peroxi-
dácie (Rowley et al. 1984; Taysi et al. 
2002), i zvýšené množstvo karbonylov pro-
teínov (Dai et al. 2000; Dalle-Donne 2003). 
Výsledky epidemiologických štúdií však nie 
sú jednoznačné. Tradičná stredomorská 
diéta s vysokým obsahom antioxidantov 
zmiernila po 3 mesiacoch príznaky RA 
a zlepšila funkčný status v porovnaní 

s klasickou západnou diétou, hoci zlepše-
nie klinických symptómov nebolo priamo 
spojené so signifikantnými zmenami hla-
dín antioxidantov v plazme (Heliovaara et 
al. 1994; Skoldstam et al. 2003). V inej 
štúdii sa po suplementácii pacientov vita-
mínmi A, C a E zvyšovali hladiny antioxi-
dantov v plazme a znižovala sa hladina 
MDA, dôležitého markera OS, nepozorova-
lo sa však žiadne zlepšenie klinických 
symptómov (Jaswal et al. 2003). Suple-
mentácia vitamínom E, hlavným liposolu-
bilným antioxidantom v plazme, erytrocy-
toch a tkanivách, nemala vplyv na aktivitu 
choroby a na zápalové ukazovatele, ale 
znižovala bolesti pacientov, čo naznačuje 
uplatnenie v centrálnych mechanizmoch 
analgézy (Edmonds et al. 1997). 

Podľa Babiora (2000) sú reaktívne 
oxidanty esenciálnymi nástrojmi patoge-
nézy RA. Voľné radikály, pochádzajúce z 
kyslíkového metabolizmu, poškodzujú fy-
ziologické antioxidačné systémy (Harris 
1993). Výskumníci ako Heliovaara et al. 
(1994) naznačujú, že v RA sú poškodené 
nielen neenzýmové, ale aj enzýmové anti-
oxidačné systémy. Pacienti s RA sú preto 
vystavení OS na viacerých úrovniach (Har-
ris 1993). Ovplyvnenie rôznych antioxidač-
ne aktívnych enzýmov, ako sú superoxid-
dizmutáza, glutatiónperoxidáza, glutatión-
reduktáza a kataláza, sa ukázalo ako kľú-
čové v liečbe RA (Blake et al. 1981; Mazetti 
et al. 1996; Shah a Vohora 2002). Niektorí 
autori zistili, že pacienti s RA sú náchylnejší 
aj na peroxidáciu lipidov práve pre poško-
denie celkovej antioxidačnej kapacity or-
ganizmu (Gambhir et al. 1997; Rowley et 
al. 1984).  

 
Predklinické štúdium patologických me-
chanizmov RA pomocou modelu adju-
vantnej artritídy u potkanov kmeňa Lewis 
so zameraním na oxidačný stres 

Redoxná signalizácia je komplex-
nou sieťou, ktorá špecificky mení expresiu 
génov a fenotyp buniek. RFK a  RFD slúžia 
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aj ako sekundárni poslovia, a majú teda aj 
fyziologické funkcie, nielen toxické účinky 
(Giustarini et al. 2004; Poli et al. 2004). Po 
zvážení týchto skutočností sme sa rozhodli 
monitorovať na modeli adjuvantnej artrí-
tídy (AA) u potkanov kmena Lewis predo-
všetkým vybrané parametre oxidačného 

stresu spolu s klasickými zápalovými  
a imunologickými ukazovateľmi (obr. 1). 
Väčšina parametrov sa  merala v priebehu 
experimentu 14. resp. 21. a 28. experi-
mentálny deň. 

 

 

 
Obr. 1: Hlavné laboratórne parametre monitorované v modeli AA, publikované v prácach Bauerovej et al. , a ich vzájomné prepojenie. 

Legenda: IL – interleukín, TNF-α – tumor nekrotizujúci faktor alfa, MCP-1 – monocytový chemotaktický proteín 1, HNE – 4-
hydroxynonenal, MDA – malóndialdehyd, NF-κB – nukleárny faktor kappa B, HO-1 – hemoxygenáza 1. 

 
Hladiny C-reaktívneho proteínu 

(CRP), podobne ako opuch zadných konča-
tín (OZK), boli u artritických potkanov sig-
nifikantne zvýšené už 14. deň po indukcii 
AA (Bauerova et al. 2010). Aktivita γ-
glutamyltransferázy (GGT), nešpecifický 
marker zápalu a OS, sa už merala 
v rôznych bunkách a tkanivách lymfatické-
ho systému: T-lymfocytoch, makrofágoch, 
týmuse a slezine (Koner et al. 1997). Ekto-
forma enzýmu GGT nie je prítomná na 
neaktivovaných periférnych T-
lymfocytoch, ale jej expresia sa zvyšuje po 
aktivácii natívnych T-lymfocytov. 

V mnohých tkanivách je GGT esenciálna 
pre vychytávanie a transport metabolitov 
glutatiónu (GSH), hlavne γ-glutamylu, do 
buniek, kde sa GSH syntetizuje de novo 
(Carlisle et al. 2003). GGT je dôležitou sú-
časťou zápalových procesov, lebo jej akti-
vita je úzko spojená aj s celkovým antioxi-
dačným statusom organizmu. V našich 
experimentoch sme aktivitu GGT stanovili 
v kĺbe zadných končatín (chrupka a mäkké 
tkanivo bez kosti) a v tkanive sleziny na 
konci experimentu, 28. deň. Zistili sme, že 
aktivita GGT v slezine u artritických zvierat 
bola 3- až 6-krát vyššia v porovnaní so 
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zdravými kontrolami a o 40 až 130 % vyš-
šia v kĺboch artritických zvierat (Bauerova 
et al. 2006; 2008b; 2009a; Sotnikova et al. 
2009). Predpokladáme, že zvýšená aktivita 
GGT je dôsledkom zvýšeného systémové-
ho OS v AA. Naše výsledky týkajúce sa zvý-
šenej aktivity GGT v kĺbe, sú v dobrej zho-
de s výsledkami klinickej štúdie pacientov 
s RA, v ktorej sa okrem zvýšenej aktivity 
GGT v plazme a v moči stanovila aj zvýšená 
aktivita GGT v synoviálnej tekutine (Ram-
babu et al. 1990). V jednej z našich štúdií 
sme poukázali na dobrú koreláciu medzi 
aktivitou GGT v kĺbe a OZK artritických 
zvierat (Bauerova et al. 2006). V RA sa zis-
tila zvýšená expresia GGT v aktivovaných 
lymfocytoch, ktoré sa kumulujú na mies-
tach zápalu. Ishizuka  et al. (2007) zistili, že 
protilátky neutralizujúce GGT mali terape-
utický efekt a zmierňovali deštrukciu 
chrupky a kĺbov myší s artritídou induko-
vanou kolagénom. Zvýšená aktivita 
a expresia GGT v tkanive kĺbu je dobrým 
markerom synoviálneho zápalu a resorpcie 
kosti. Látky schopné redukovať aktivitu 
a/alebo expresiu GGT by sa mohli stať dô-
ležitou súčasťou terapie RA.  

Často používaným markerom pero-
xidácie lipidov je malondialdehyd (MDA), 
ktorý sa stanovuje ako adukt s kyselinou 
tiobarbiturovou (Brown a Kelly 1996). Kli-
nické štúdie zistili zvýšené hladiny TBARS 
v plazme pacientov s RA (Baskol et al. 
2005; 2006; Sarban et al. 2005). Podobne 
bola hladina TBARS zvýšená aj v plazme 
zvierat s AA (Bauerova et al. 2008b; 
2009b; He et al. 2006; Sotnikova et al. 
2009; Strosova et al. 2008; 2009; Tastekin 
et al. 2007). Na stanovenie RFK, RFD 
a peroxidov lipidov sa v súčasnosti často 
používajú metódy založené na chemilumi-
niscencii a fluorescencii. Fluorescenčné 
adukty proteínov sú deriváty, ktoré vznika-
jú reakciou sekundárnych produktov pero-
xidácie lipidov (hlavne MDA a HNE) 
s voľnými aminoskupinami proteínov (Al-
dini et al. 2007; Requena et al. 1996). Al-

bumínová proteínová frakcia v sérach myší 
a ľudí sa identifikovala ako najviac fluores-
kujúca frakcia proteínov (Tsuchida et al. 
1985). Niektorí autori naznačujú, že prote-
ínové adukty so sekundárnymi produktmi 
peroxidácie lipidov majú aj imunogénne 
vlastnosti a môžu zohrávať dôležitú úlohu 
v patogenéze autoimunitných chorôb vrá-
tane RA (Kurien et al. 2006; Tuma et al. 
2002). Tieto zistenia vyzdvihujú dôležitosť 
stanovenia aduktov proteínov 
v autoimunitných, chronických zápalových 
ochoreniach. Oxidačné poškodenie plazmy 
sme v našich experimentoch stanovili po-
mocou fluorescenčných aduktov proteí-
nov. Stanovili sa dva typy aduktov: s HNE 
a MDA. Naše laboratórium po prvý krát 
stanovilo hladiny HNE- a MDA-aduktov 
proteínov v plazme potkanov s AA (Ponist 
et al. 2010) podľa (Biasi et al. 1995; Tsu-
chida et al. 1985). Hladina HNE-aduktov 
bola mierne zvýšená už na 7. deň. Maxi-
málnu hladinu dosiahli HNE-adukty na 14. 
deň pokusu a potom hladina postupne 
klesala ku kontrolným hodnotám (28. 
deň). Podobný priebeh sa stanovil aj pre 
MDA-adukty, ich hladina však bola signifi-
kantne zvýšená ešte aj 21. deň (Ponist et 
al. 2010).  

Časový priebeh peroxidácie lipidov 
meranej pomocou MDA-aduktov proteí-
nov sa podobá časovému priebehu pro-
dukcie RFK neutrofilmi, ktoré boli stimulo-
vané forbolmyristátacetátom (PMA), me-
ranej v plnej krvi artritických zvierat che-
miluminometricky s maximálnymi hladi-
nami na 14. a 21. deň (Nosal et al.. 2007). 
Súčasné skúsenosti so zvieracími modelmi 
RA zdôrazňujú dôležitosť neutrofilov 
v iniciácii a progresii AA (Cross et al. 2006). 
Existuje viacero štúdií venovaných chemi-
luminiscencii generovanej neutrofilmi v 
plnej krvi (Arnhold et al. 1994; Cedergren 
et al. 2007; Miesel et al. 1996) 
a v synoviálnej tekutine (Arnhold et al. 
1994; Cedergren et al. 2007) u pacientov 
s RA v závislosti od závažnosti tohto ocho-
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renia. U pacientov s RA bol stanovený 2- 
až 8-násobný nárast chemiluminiscencie 
v plnej krvi v porovnaní so zdravými dob-
rovoľníkmi (Miesel et al. 1996). Výsledky 
publikované Nosáľom  et al. (2007) sú 
v dobrej zhode s týmto zistením. Zvieratá 
s AA mali signifikantne zvýšenú spontánnu 
chemiluminiscenciu už od 7. experimen-
tálneho dňa až do konca experimentu (28. 
deň). Neutrofily v plnej krvi artritických 
zvierat reagovali nadmerne na stimuláciu 
PMA a produkovali 6- až 9-krát viac RFK. 
Počas rozvoja AA zvierat sa stanovili aj 
zvýšené počty neutrofilov v plnej krvi (No-
sal et al. 2007). Oxidatívne poškodenie 
tkanív sa prejavilo zvýšenými hladinami 
RFK v kĺboch a slezinách artritických zvie-
rat, meranými pomocou chemiluminiscen-
cie (Drabikova et al. 2009).  

Tieto merania boli doplnené 
o spektrofotometrické stanovenie aktivity 
myeloperoxidázy (MPO) v experimente 
zameranom na hodnotenie terapeutické-
ho účinku dvoch stilbenoidov v AA (Macic-
kova et al. 2010). V tejto štúdii bola aktivi-
ta MPO v homogenáte kĺbu približne 3-
krát vyššia ako u zdravých kontrol. Tento 
poznatok je dôležitý, keďže MPO je najviac 
zastúpeným enzýmom neutrofilov. MPO je 
markerom OS a produkcie RFK a môže 
vyčerpávať zásoby NO v cievnom endotele 
(Brennan a Hazen 2003). MPO zvyšuje 
priľnavosť leukocytov, vrátane monocytov 
a neutrofilov, na endotel ciev (Johansson 
et al. 1997). Cievne endotelové bunky sú 
tiež schopné produkovať množstvo cytokí-
nov, ktoré pôsobia ako chemoatraktanty 
pre neutrofily. MPO aj cytokíny participujú 
na chemotaxii buniek na miesta zápalu. 
Lefkowitz  et al. (1999) naznačujú, že MPO 
môže byť dôležitým mediátorom zápalovej 
odpovede.  

S cieľom obohatiť spektrum moni-
torovaných parametrov OS sme v prípade 
neutrofilov stanovili aj ich fagocytózu, oxi-
dačné vzplanutie a metabolickú aktivitu. 
Použila sa prietoková cytometrická metó-

da podľa autorov Kronek et al. (2010), 
modifikovaná pre model AA (Bauerova et 
al. 2010). Zaujímavý poznatok o zvýšenej 
produkcii RFK neutrofilmi v plnej krvi, me-
ranej chemiluminometricky, už na 7. deň 
priebehu AA sme sa rozhodli podrobnejšie 
preskúmať aj pomocou prietokovej cyto-
metrickej metódy. Ďalším dôvodom na 
výber 7. dňa bola skutočnosť, že zmeny 
v reaktivite neutrofilov sa pozorujú ešte 
pred nástupom klinických parametrov (14. 
deň). Fagocytová aktivita a oxidačné 
vzplanutie neutrofilov boli zvýšené už na 
7. deň. Metabolická aktivita neutrofilov, 
definovaná ako percento dvojito pozitív-
nych buniek (súčasne fagocytujúcich 
a oxidačne vzplanutých), bola znížená. 
Tento výsledok možno vysvetliť nárastom 
„artritických“ neutrofilov, ktoré sú pozitív-
ne iba na oxidačné vzplanutie a preto nie 
sú započítané medzi dvojito pozitívne 
bunky (Bauerova et al. 2010).  

V plazme sa stanovila aj koncentrá-
cia jedného z najdôležitejších endogén-
nych antioxidantov u potkannov – koen-
zýmu Q9 (CoQ9). Signifikantné zmeny 
v hladinách CoQ9 a CoQ10 sa stanovili pri 
viacerých ochoreniach ľudí aj zvierat. Tieto 
zmeny môžu byť spôsobené poruchou v 
syntéze CoQ alebo nadmernou 
spotrebou CoQ v tele, alebo kombináciou 
týchto procesov (Bauerova et al. 2008; 
Littarru et al. 1991). V našich experimen-
toch sme sa zamerali na stanovenie hladi-
ny CoQ9 ako dominantnej formy CoQ 
u potkanov. Jeho koncentrácia je asi 10-
násobne vyššia ako CoQ10 (Dallner 
a Sindelar 2000). V AA sa plazmatická hla-
dina CoQ9 signifikantne zvyšuje 
v porovnaní so zdravými kontrolami. Pro-
cesy spojené s AA evidentne stimulujú 
syntézu a transport CoQ9 do plazmy (Bau-
erova et al. 2010). 

V plazme potkanov s AA sa ok-
rem monitorovania peroxidácie lipidov 
stanovilo aj oxidačné poškodenie proteí-
nov. Artritída, podobne ako iné ochorenia, 
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je sprevádzaná aj oxidačným poškodením 
proteínov plazmy pôsobením voľných ra-
dikálov. Karbonyly proteínov (aldehy 
a ketóny) vznikajú priamou oxidáciou, ale-
bo reakciou s inými reaktívnymi moleku-
lami vznikajúcimi počas oxidácie. Stanove-
nie karbonylov proteínov, markera OS, sa 
výhodne používa v diagnostike rôznych 
chorôb, lebo sa dajú relatívne skoro name-
rať už v počiatočných štádiách ochorenia 
a sú stabilné (Dalle-Donne et al. 2003). 
Schopnosť niektorých zlúčenín redukovať 
karbonyly proteínov sa považuje za jeden 
z nepriamych dôkazov ich antioxidačnej 
aktivity. Prvá aplikácia stanovenia karbo-
nylov proteínov v našich experimentoch 
s AA bolo v štúdii s karboxymetyl-(1,3)-β-
D-glukánom izolovanom zo Saccharomy-
ces cerevisiae (Kogan et al. 2005). V tomto 
experimente sme zistili signifikantne zvý-
šené plazmatické hladiny karbonylov pro-
teínov u artritických zvierat v porovnaní so 
zdravými kontrolami. Aj v ďalších našich 
experimentoch sme zistili zvýšené poško-
denie proteínov zapríčinené OS, ktorý je 
prítomný v AA (Bauerova et al. 2005; Bau-
erova et al. 2010; Strosova et al. 2009). 
Okrem karbonylov proteínov v plazme 
zvierat s AA sme stanovili aj karbonyly 
proteínov v mozgu, v experimente, 
v ktorom sme sledovali antioxidačné 
vlastnosti karnozínu (Ponist et al. 2011). 
Karbonyly proteínov v homogenáte mozgu 
zvierat boli signifikantne zvýšené, podob-
ne ako v plazme. Tento nový poznatok 
zdôrazňuje celkové systémové pôsobenie 
OS v chronických zápalových ochoreniach, 
akým je AA, s oxidačne poškodenými pro-
teínmi, nielen priamo v postihnutých tka-
nivách (chrupka, kosť a sval). 

OS bol pre chronický zápal, prítom-
ný v AA, významne zvýšený už 14. deň, 
kedy súčasne nastupujú aj klinické symp-
tómy ochorenia. OS zvyšoval spotrebu 
endogénnych antioxidantov v plazme, čo 
spôsobilo zníženie celkovej antioxidačnej 

kapacity plazmy (Bauerova et al. 2009a; 
Mihalova et al. 2007). 

Protizápalová a antioxidačná aktivi-
ta sa pripisuje aj hemoxygenáze (HO-1). 
Naše dáta poukazujú na signifikantný po-
kles (okolo 40%) v pľúcach artritických 
zvierat v porovnaní so zdravou kontrolou. 
Hladinu HO-1 v pečeni však adjuvantná 
artritída neovplyvnila. Dôležitú úlohu pri 
expresii proinflamačných génov hrá aj ak-
tivovaný NF-κB. V našom modeli sme zistili 
signifikantný nárast NF-κB v pľúcnom tka-
nive a v tkanive pečene artritických zvierat 
(Acquaviva et al. 2011; Vecchio et al. 
2011) Uvedený poznatok plánujeme ešte 
overiť aj v iných tkanivách relevantných pri 
štúdiu artritídy, napr. v kĺbe a slezine.  

Záverom môžeme konštatovať, že 
náš výskum prispel k objasneniu úzkeho 
prepojenia imunitných mechanizmov a 
redoxnej regulácie v organizme a poukázal 
na dôležitosť terapeutickej intervencie 
založenej na antioxidačnom účinku 
v kombinácii s klasickou imunosupresív-
nou a protizápalovou liečbou RA. 
 
Táto práca bola podporená projektom VEGA 
2/0045/11 a APVV-0052-10. 
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Úvod 
Pyróza spojená s nekardiálnou bo-

lesťou na hrudníku, ktorá je veľa krát rezis-
tentná na inhibítory protónovej pumpy, je 
častým klinickým problémom u pacientov 
s gastroezofágovou refluxnou chorobou 
(Fass and Sifrim, 2009; Page and Blac-
kshaw, 2009). Mechanizmus vysvetľujúci 
funkčnú pyrózu a bolesť na hrudníku 
v týchto podmienkach vrátane neerozívnej 
ezofagitídy nie je kompletne objasnený, 
ale s najväčšou pravdepodobnosťou zahŕ-
ňa aktiváciu nociceptorov (aferentných 
vlákien citlivých na noxické stimuly) 
v pažeráku. 

TRPA1 (Transient receptor poten-
tial ankyrin 1) receptor je považovaný za 
jeden z hlavných cieľových molekúl pre 
liečbu viscerálnej bolesti (Patapoutian et 
al, 2009; Blackshaw et al, 2010).  TRPA1 je 
6-doménový transmembránovy neselek-
tívny iónový kanál, ktorý je preferenčne 
exprimovaný v periférnych nociceptoroch 
a je aktivovaný celým radom endogénnych 
molekúl súvisiacich so zápalom 
a tkanivovým poškodením. Endogénne 
aktivátory TRPA1 receptora zahŕňajú pro-
dukty oxidačného stresu vyskytujúce sa 
počas expozície pažeráka kyslým refluxom 
(Andersson et al, 2008). K ďalším aktiváto-
rom TRPA1 receptora sa zaraďujú mnohé 
reaktívne molekuly bežne produkované 
imunitnými bunkami (napr. metabolity 
prostaglandínov PGE2 a PGD2), vyskytujúce 
sa v pažeráku za patologických podmienok 
(Taylor-Clark et al, 2008). Predchádzajúce 
štúdie ukázali, že TRPA1 prispieva 
k transdukcii a senzitizácii pažerákových 

aferentných nervov (Brierley et al, 2009; 
Yu and Ouyang, 2009), ale aktivácia paže-
rákových nociceptívnych vlákien spro-
stredkovaná TRPA1 receptorom nebola 
kompletne analyzovaná. 

Aferentná nociceptívna inervácia 
v pažeráku je komplexná (Kollarik et al, 
2010). Veľká populácia pažerákových noci-
ceptorov má embryologický pôvod 
z neurálnej lišty, tu sa zaraďujú spinálne 
DRG nociceptory, ktorých neuróny sú loka-
lizované v gangliách zadných rohov miechy 
a vágové jugulárne nociceptory 
s neurónmi vo vágových jugulárnych gan-
gliách. Ďalšie nociceptory embryologicky 
pochádzajú z epibranchiálnych plakód 
a ich neuróny sú lokalizované vo vágových 
nodóznych gangliách. Oba typy vágových 
nociceptorov sú zodpovedné za nocicep-
ciu, sú schopné diskriminovať noxické me-
chanické stimuly, majú exprimovaný kap-
saicínový receptor (TRPV1) (Yu et al, 
2005), ale vyznačujú sa rozdielmi 
v aktivačných mechanizmoch, zjavne pri 
transdukcii signálu serotoninergnými 
a purínergnými receptormi (Kwong et al, 
2008; Yu et al, 2008; Ru et al, 2011). 
S najväčšou pravdepodobnosťou tieto 
rozdielne typy nociceptorov v pažeráku 
regulujú rozdielne aspekty nocicepcie (Kol-
larik et al, 2010). 

Naše predchádzajúce štúdie ukáza-
li, že agonisty TRPA1 receptora boli rela-
tívne neefektívne pri stimulácii vágových 
jugulárnych pažerákových nociceptorov. 
Iní autori zistili, že  agonisty TRPA1 recep-
tora prednostne aktivujú vágové nodózne 
bronchopulmonálne nociceptory (Taylor-
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Clark et al, 2008a; Nassenstein et al, 
2008). Na základe týchto zistení sme vy-
slovili hypotézu, že agonisty TRPA1 budú 
preferenčne aktivovať vágové nodózne 
(plakodálne) nociceptory v pažeráku. 

 
Materiál a metodika 

V našich štúdiách sme použili mor-
čatá kmeňa Dunkin Hartley, samce  
s hmotnosťou 190-220g (Biotest, s. r.o., 
Konárovice, Česká republika). Experimen-
tálne štúdie  boli schválené Etickou ko-
misiou JLF UK v Martine a Štátnou veteri-
nárnou a potravinovou správou 
v Bratislave.  

 
Extracelulárne snímanie nervovej aktivity 
vágových nociceptorov 

Extracelulárne snímanie nervovej 
aktivity vágových neurónov bolo detailne 
popísané v predchádzajúcich prácach (Yu 
et al, 2005; Yu et al, 2008; Ru et al, 2011). 
V skratke, extracelulárne snímanie nervo-
vej aktivity z individuálnych vágových no-
dóznych a jugulárnych neurónov 
s mechanosenzitívnymi nervovými termi-
nálmi v pažeráku sme vykonali na izolova-
nom perfundovanom preparáte pažeráka 
morčaťa s intaktným vágovým nervovým 
systémom v podmienkach ex vivo.  Tkani-
vo spolu s príslušnými gangliami sme 
upevnili separátne do dvojkomorovej per-
fúznej komôrky,  ktorá bola perfundovaná 
okysličeným Krebsovým roztokom (v mM: 
118 NaCl, 5.4 KCl, 1 NaH2PO4, 1.2 MgSO4, 
1.9 CaCl2, 25 NaHCO3 a 11 dextróza, 
95%O2 - 5%CO2, pH=7.4, 35°C) spolu 
s indometacínom (3 µM) s prietokom 4–6 
ml/min. Aluminosilikátovú sklenenú mik-
roelektródu (2 MΩ) vyplnenú NaCl (3 M) 
sme zaviedli do nodózneho alebo jugulár-
neho ganglia a pri súčasnej distenzii paže-
ráka (60mmHg) sme vyhľadávali vhodné 
vágové aferentné nervové vlákna 
z pažeráka. Nervovú aktivitu, resp. signál 
nervového vlákna, ktorý je vyjadrený vý-
bojom akčných potenciálov bol zosilnený 

(Microelectrode AC amplifier 1800, A-M 
Systems, Sequim, WA, USA), filtrovaný 
(low cut-off, 0.3k Hz; high cut-off, 1kHz), 
zaznamenávaný na osciloskope (TDS340; 
Tektronix) a analyzovaný na Apple počítači 
so softvérom TheNerveOfIt (vzorkovacia 
frekvencia 33 kHz, PHOCIS, Baltimore, MD, 
USA). Mechanosenzitívne vlastnosti indi-
viduálnych nervových vlákien sme študo-
vali použitím izobarickej distenzie pažerá-
ka s intraluminálnymi tlakmi 10–30–60-
100 mmHg (generované  gravitačným tla-
kovým systémom) v trvaní 20 s, ktorému 
predchádzala 20 s pokojová aktivita. Inter-
val medzi jednotlivými distenziami bol 3 
min.  

Študované chemické látky boli roz-
pustené v Krebsovom roztoku 
a privádzané do pažeráka externou perfú-
ziou po dobu 30 min. Nervovú aktivitu sme 
kontinuálne monitorovali a analyzovali v 1-
s binoch (Hz). Odpoveď na farmakologické 
stimuly sme považovali za pozitívne, ak 
vyvolali  výboj akčných potenciálov 
s maximálnou frekvenciou najmenej 3 Hz 
(u vlákien bez pokojovej aktivity alebo 
u vlákien s pokojovou aktivitou maximálna 
frekvencia bola najmenej 3x vyššia ako 
frekvencia bazálnej aktivity). Bazálna akti-
vita bola zaznamenávaná počas 30 min  
pred samotnou aplikáciou farmakologic-
kého stimulu. Výsledky sme hodnotili ako 
priemer ± SEM a zo štatistických analýz 
sme použili párový a nepárový t-test. Za 
štatisticky významný rozdiel sme považo-
vali p<0,05. 

 
Použité farmakologické látky 

V práci sme použili nasledujúce lát-
ky: agonistu TRPA1 allyl-izotiokyanát 
(AITC, 100 μM, Sigma, Sigma-Aldrich, zá-
sobný roztok: 1M rozpustený v dimetylsul-

foxide) ďalšieho agonistu TRPA1 cinna-
mon-aldehyd (CIA, 300 μM, Sigma-Aldrich, 
zásobný roztok: 1M rozpustený v dimetyl-

sulfoxide) agonistu vaniloidného TRPV1 
receptora – kapsaicín (1 μM, Sigma-
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Aldrich, zásobný roztok: 10 mM  rozpuste-
ný v etanole)  a selektívneho antagonistu 
TRPA1 AP18 (30 μM, Tocris,  zásobný roz-
tok: 0,1 M, rozpustený v dimetylsulfoxide). 
Zásobné roztoky boli skladované 
v mrazničke pri teplote -20°C. Všetky tes-
tované chemikálie boli rozpustené 
v Krebsovom roztoku na stanovenú kon-
centráciu tesne pred použitím.  

 
Experimentálny protokol 

Testované farmakologické látky bo-
li rozpustené v Krebsovom roztoku a do-
dávané do pažeráka v externej perfúzii 
počas 30 min. Nervová aktivita (výboj akč-
ných potenciálov) bola monitorovaná kon-
tinuálne a analyzovaná v 1 s binoch, ktorá 
bola porovnávaná s pokojovou – bazálnou 
aktivitou. Na konci každého experimentu 
bol použitý agonista TRPV1 receptora – 
kapsaicín na potvrdenie kapsaicín-
pozitívnych nociceptívnych aferentných 
nervových vlákien. 

 
Výsledky 

V kontrolných pokusoch sme zistili, 
že použité rozpúšťadlo dimetylsulfoxid 
v maximálnej koncentrácii 0,03% nemalo 
žiadny efekt na aktivitu pažerákových no-
dóznych a jugulárnych nervových vlákien. 
Selektívny agonista TRPA1 allyl-
izotiokyanát (AITC, 100 μM) vyvolal ro-
bustný výboj akčných potenciálov 
s maximálnou frekvenciou 33,5 ± 4,5 Hz 
v nodóznych nociceptoroch (n=9/11) po-
rovnaní s maximálnou frekvenciou 
v pokojových bazálnych podmienkach 1,9 
± 1,3 Hz (p<0,01, párový t-test) (Obr. 1A). 
Selektívny antagonista TRPA1 AP18 (30 
μM) zabránil aktivácii nervových vlákien 
indukovanej AITC (n=5) a odpoveď bola 
porovnateľná s kontrolnými bazálnymi 
hodnotami. Inhibičný efekt AP18 bol čias-
točne reverzibilný. Po 60 – 90 min premý-
vaní Krebsovým roztokom AITC vyvolal 

opäť robustnú aktiváciu (17 ± 3 Hz). Tieto 
výsledky dokazujú, že aktivácia nodóznych 
vlákien AITC je sprostredkovaná cez TRPA1 
receptor. 

Pre porovnanie aktivity nodóznych 
vlákien vyvolanej AITC a hodnotení odpo-
vede nodóznych nociceptorov na 2 efek-
tívne noxické stimuly: podprahovú kon-
centráciu kapsaicínu (1 μM) (n=12) 
a noxickú distenziu pažeráka intraluminál-
nym tlakom 100 mmHg (n=23) sme zistili, 
že nervová aktivita stimulovaná TRPA1 
receptorom prostredníctvom AITC bola asi 
2-násobne vyššia (Obr. 1A). 

Na rozdiel od nodóznych nocicep-
torov, AITC mal relatívne slabší aktivačný 
účinok na jugulárne nociceptory, maxi-
málna frekvencia akčných potenciálov 
bola 7,3 ± 1,6 Hz (n=7/10) v porovnaní 
s bazálnymi hodnotami 1 ± 0,4 Hz (p<0,01, 
párový t-test). Odpoveď na expozíciu AITC 
v jugulárnych vláknach bola viac ako 
o polovicu nižšia ako odpoveď na noxické 
stimuly: kapsaicín (1 μM) (n=11, 21,2 ± 3,9 
Hz) a distenziu (100mmHg) (n=20, 17,8 ± 
2,6). 

Podobne ako AITC, aj ďalší selek-
tívny agonista TRPA1 cinnamon-aldehyd 
(CIA, 300 μM) bol zjavne efektívnejší 
v stimulácii nodóznych než jugulárnych 
nociceptorov. CIA (300 μM) vyvolal ro-
bustnú aktiváciu nodóznych nociceptorov 
(n=22/27). Maximálna frekvencia akčných 
potenciálov  bola 18,8 ± 2,7 Hz 
v porovnaní s bazálnymi hodnotami (n=22) 
1,1 ±  0,3 Hz  (p<0,01, párový t-test) (Obr. 
1B). CIA aj napriek vyššej koncentrácii 300 
μM v porovnaní s AITC (100 μM) mal zjav-
ne nižší aktivačný účinok na jugulárne no-
ciceptory 3,5 ± 2 Hz (Obr. 1B). Ďalšie zvy-
šovanie koncentrácie nemalo žiadny efekt 
na aktiváciu jugulárnych nervových vlá-
kien. 
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Obr. 1 Agonisty TRPA1 sú efektívnejšie v aktivácii nodóznych než jugulárnych nociceptorov. A) Odpoveď nodóznych a jugulárnych nocicep-
torov (nervová aktivita vyjadrená v Hz) na agonistu TRPA1 AITC (allyl-izotiokyanát ) v porovnaní s bazálnymi hodnotami (CTRL) 
a odpoveďou na nociceptívne stimuly: kapsaicín a distenziu pažeráka pri 100mmHg. B) Odpoveď nodóznych a jugulárnych nocicepto-
rov (nervová aktivita vyjadrená v Hz) na agonistu TRPA1 CIA (cinnamon-aldehyd) v porovnaní s bazálnymi hodnotami (CTRL). 

 

Aj napriek tomu, že kvantitatívna 
analýza ukázala, že nodózne nociceptory 
sú excitované asi 3 - 4  krát intenzívnejšie 
ako jugulárne nociceptory na oba selektív-
ne  agonisty TRPA1, allyl-izotiokyanát a 
cinnamon-aldehyd, nodózne a jugulárne 
nociceptory reagovali na kontrolné stimuly 
agnonistu TRPV1 - kapsaicín a distenziu 
pažeráka veľmi podobne. 

 
Diskusia 

V našej práci sme ukázali, že väčši-
na pažerákových nociceptorov pochádza-
júcich z plakód a neurálnej lišty exprimuje 
TRPA1 iónový kanál, avšak agonisty TRPA1 
majú signifikantne vyšší aktivačný účinok 
na nodózne vágové nociceptory než na 
populáciu nociceptorov z neurálnej lišty, 
kde patria vágové jugulárne ako 
aj spinálne nociceptory. Z toho vyplýva, že 
v tkanive pažeráka, ktorý je inervovaný 
oboma nociceptívnymi podtypmi, budú za 
aktiváciu TRPA1 receptorov preferenčne 
zodpovedné plakodálne nodózne nocicep-
tory, ktoré sa exkluzívne vyskytujú vo vá-
gových nervoch.  

TRPA1 predstavuje senzor pre celú 
varietu endogénnych reaktívnych molekúl 
ako sú produkty oxidačného a nitračného 
stresu. V pažeráku najväčším zdrojom oxi-
dačného stresu je refluxná tekutina vráta-

ne kyseliny, v prípade zápalu je to infiltrá-
cia polymorfonukleárnymi leukocytmi 
(Farhadi et al, 2002). Produkty oxidačného 
stresu zahŕňajúce 4-hydroxynonenal, 4-
oxo-nonenal a do určitej miery aj peroxid 
vodíka priamo aktivujú TRPA1 (Andersson  
et al, 2008;  Taylor-Clark et al, 2008a; Bes-
ssac et al, 2008). Navyše bežné metabolity 
kyseliny arachidonovej (metabolity pros-
taglandínov PGE2 a PGD2) produkované 
aktivovanými imunitnými bunkami sú tiež 
efektívnymi aktivátormi TRPA1 (Taylor-
Clark et al, 2008). Teda ukazuje sa, že 
mnoho typov endogénnych aktivátorov 
TRPA1 je produkovaných v pažeráku 
u pacientov s ochoreniami pažeráka. 

Aferentné nervy v pažeráku morča-
ťa kódujú noxické stimuly (nociceptory) 
a embryologicky pochádzajú z dvoch od-
lišných zdrojov: epibranchiálnych plakód 
(vágové nodózne nociceptory) a neurálnej 
lišty (vágové jugulárne a spinálne DRG 
nociceptory). Oba podtypy kódujú mnohé 
noxické chemické stimuly relevantné pre 
pažerák ako je gastroezofágový refluxný 
mediátor, kyselina (Kollarik et al, 2007) 
alebo pažerákový mediátor bolesti adeno-
zín (Ru et al, 2011), resp. zápalový mediá-
tor ako je bradykinín (Yu and Quyang, 
2009). Avšak nociceptory pochádzajúce 
z plakód a neurálnej lišty sa odlišujú 
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v senzorických transdukčných mechaniz-
moch. Na rozdiel od nociceptorov 
z neurálnej lišty, plakodálne (nodózne) 
nociceptory reagujú na serotonin (cez se-
rotonínový 5-HT3 receptor) (Yu et al, 
2008). Podobne nociceptory, ktoré majú 
embryologický pôvod z plakód, ale nie 
z neurálnej lišty odpovedajú na purinergné 
agonisty P2X receptora pre ATP (Yu et al, 
2005; Kwong et al, 2008). Rozdiely 
v aktivácii medzi nodóznymi a jugulárnymi 
nociceptormi s väčším spektrom pre no-
dózne nociceptívne  vlákna boli pozorova-
né aj pri aktivácii adenozínových recepto-
rov (Ru et al, 2011). Prezentovaná štúdia 
ukazuje, že okrem kvalitatívnych rozdielov, 
nodózne a jugulárne nervové vlákna sa 
odlišujú aj v kvantitatívnych charakteristi-
kách, nodózne nociceptory sa vyznačujú 
vyššou intenzitou aktivácie cez TRPA1 re-
ceptory.  

Aj keď spinálne DRG nociceptory 
predstavujú hlavnú dráhu pre viscerálnu 
bolesť (Grundy 2002), vágové aferentné 
nervy sprostredkovávajú reflexnú regulá-
ciu viscerálnych orgánov a môžu modulo-
vať tiež bolesť. Presné dôsledky aktivácie 
nodóznych a jugulárnych nociceptívnych 
podtypov v pažeráku pre reflexnú regulá-
ciu a vnímanie bolesti nie sú úplne známe. 
Na rozdiel od pažeráka aktivácia nodóz-
nych a jugulárnych nociceptorov v pľúcach 
má opačný efekt na respiračné reflexy 
(Canning and Chou, 2009). Napríklad akti-
vácia nodóznych nociceptorov zvyšuje 
frekvenciu dýchania a inhibuje kašľový 
reflex, zatiaľ čo aktivácia jugulárnych vlá-
kien inhibuje frekvenciu dýchania 
a zosilňuje kašeľ. Naše výsledky ukazujú, 
že v prítomnosti endogénnych agonistov 
TRPA1 v pažeráku dominantnú úlohu 
v aktivácii zohrávajú práve nodózne noci-
ceptívne vlákna a táto aktivácia bola tak 
efektívna ako aktivácia vyvolaná známymi 
noxickými stimulmi ako je kapsaicín 
a noxická distenzia pažeráka (100mmHg). 

V našej práci sme porovnávali pa-
žerákové nociceptívne podtypy použitím 
nadprahových koncentrácií agonistov TR-
PA1 receptora. Avšak expozícia jugulár-
nych nociceptorov agonistom TRPA1 ne-
preukázala významnú nervovú aktivitu. 
Naše výsledky tiež indikujú, že vyššia efek-
tivita agonistov TRPA1, ktoré aktivujú no-
dózne nociceptory nie je spôsobená vyš-
šou excitabilitou ich nervových terminálov, 
pretože nodózne a jugulárne nociceptory 
odpovedali veľmi podobne na kapsaicín 
nielen v extracelulárnych štúdiách, ale aj 
na izolovaných neurónoch v patch clamp 
štúdiách.  

Mechanizmus vysvetľujúci kvanti-
tatíne rozdiely v odpovediach sprostred-
kovaných TRPA1 medzi nodóznymi 
a jugulárnymi nociceptormi nie je známy. 
Jedným z možných mechanizmov by moh-
la byť vyššia expresia TRPA1 v nodóznych 
nociceptívnych (TRPV1-pozitívnych) neu-
rónoch než v jugulárnych nociceptoroch. 
Avšak ďalšie publikované výsledky doku-
mentujú, že celková expresia TRPA1 nie je 
vyššia v nodóznych v porovnaní so spinál-
nymi DRG neurónmi. Kvantitatívna analýza 
qRT-PCR u myší ukázala vyššiu expresiu 
TRPA1 v spinálnych DRG  neurónoch 
v porovnaní s plakodálnymi (nodóznymi) 
neurónmi (Nassenstein et al, 2010).  

V našom usporiadaní pokusov boli 
TRPA1 iónové kanály aktívnejšie 
v nodóznych nociceptoroch. Celý rad in-
tracelulárnych mechanizmov vrátane in-
tracelulárneho kalcia, polyfosfátov 
a interakcia s TRPV1 môžu prispievať k 
regulácii aktivity TRPA1 v aferentných ne-
urónoch. Ďalšie štúdie sú nevyhnutné na 
odhalenie presnejších mechanizmov vy-
svetľujúcich rozdielnu odpoveď nodóznych 
a jugulárnych vágových nociceptorov na 
agonisty TRPA1 receptorov.  

 
Táto práca  bola finančne podporená: Vega 
1/0037/11, CEVYPET (EU). 
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Úvod 

Pľúcna arteriálna hypertenzia 
(PAH) je chronické, progresívne a potenci-
álne fatálne ochorenie pľúcneho obehu, 
charakterizované patologickým zvýšením 
pľúcnej cievnej rezistencie (PVR),  progre-
sívnym zlyhávaním pravého srdca, vý-
znamne zhoršenou kvalitou života a pred-
časnou smrťou (Galié a kol., 2009). Z po-
hľadu hemodynamickej definície je cha-
rakterizovaná ako progredujúca  prekapi-
lárna pľúcna hypertenzia. Je to taká forma 
pľúcnej hypertenzie, kedy je zvýšený 
stredný tlak v arteria pulmonalis (≥ 25 mm 
Hg), súčasne je normálny tlak v zaklínení 
(PCWP ≤ 15 mm Hg) a pľúcna cievna rezis-
tencia (PVR) je nad 3 Woodove jednotky 
(W.j.) (Kamenský, Murín a kol., 2009; Jan-
sa a kol., 2009). 

PAH je vzácne ochorenie, minimál-
na  prevalencia dospelej európskej popu-
lácie  je 15-50 prípadov  na milión obyva-
teľov (Peakock a kol., 2007). Predstavuje 
heterogénnu skupinu chorôb. Predovšet-
kým sem patrí  idiopatická a hereditárna 
PAH, ktorých výskyt predstavuje asi 43% 
populácie s PAH. Idiopatická PAH sa vysky-
tuje v populácii s ročnou incidenciou    2-5 
% prípadov na milión obyvateľov, pričom 
častejšie bývajú postihnuté ženy. Heredi-
tárna forma predstavuje 6-10% prípadov 
PAH. Výskyt PAH spojený s postihnutím 
spojivového tkaniva predstavuje 15-20% 
prípadov dospelej populácie. Najčastejšou 
príčinou pri systémovom ochorení je sys-
témová sklerodermia a systémový lupus 
erytematodes  (Mukerjee a kol., 2003). 
Pomerne vzácne sa vyskytuje PAH pri 
reumatoidnej artritíde a pri dermatomyo-

sitíde. Faktor, zapríčiňujúci idiopatickú  
ako i hereditárnu PAH zostáva  neznámy. 
Ochorenie sa dáva do súvislosti s mutáciou 
génov pre receptory niektorých rastových 
faktorov. Do skupiny PAH patrí i celý rad 
stavov, kde vyvolávajúcim faktorom je 
systémové ochorenie spojivového tkaniva, 
vrodená skratová srdcová vada (Eisen-
mengerov syndóm), portálna hypertenzia, 
abúzus  návykových látok (kokaín, amfe-
tamín), anorektík a iných toxických látok, 
HIV infekcia (Tab.1). Mechanizmus vzniku 
PAH spojenej s abúzom niektorých návy-
kových látok a anorektík  zrejme súvisí 
s interakciou s vnútrobunkovým prenosom 
serotonínu, dopamínu prípadne i noradre-
nalínu. PAH spojená s HIV infekciou sa 
vyskytuje v 0,5% infikovaných chorých. 
V patofyziológii zrejme hrá významnú úlo-
hu pôsobenie cytokínov, rastových fakto-
rov a endotelínu. 

Prognóza PAH je nepriaznivá. Me-
dián prežitia neliečenej PAH je 2,8 roka. 
Medián prežitia neliečenej PAH pri systé-
movej sklerodermii je 12 mesiacov.  Rov-
nako nepriaznivú prognózu má i PAH spo-
jená s HIV infekciou. Prognóza PAH spoje-
nej s vrodenou srdcovou vadou je výrazne 
priaznivejšia (Jansa a kol., 2011). Príčina 
PAH spočíva v prestavbe pľúcneho riečis-
ka.  Jednotlivé nozologické jednotky PAH 
majú podobnú patogenézu. Zvyšovanie 
PVR ako ústredného faktora sa realizuje 
viacerými mechanizmami ako vazokon-
strikcia, zápal, trombóza a najmä ob-
štrukčná remodelácia pľúcnych artérií, pod 
ktorú zahŕňame procesy hypertrofie, proli-
ferácie a fibrózy. 
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Tab.1 Klinická klasifikácia PAH ( Galié a kol., 2011). 

1.  Pľúcna arteriálna hypertenzia (PAH) 

1.1 Idiopatická 

1.2 Hereditárna 

- pri mutácii génu na BMPR2 receptore (bone morphogenetic protein receptor type 

II) - pri mutácii génov na ALK1 receptore (A receptor type - II like 1) alebo endoglin 

(ENG) s hereditárnou hemoragickou hemangiopatiou alebo bez nej                               - 

mutácie na neznámom géne                                 

1.3 Indukovaná liekmi alebo toxínmi 

1.4 Asociovaná s inými stavmi (APAH) 

1.4.1 ochorenie spojivového tkaniva 

1.4.2 infekcia HIV 

1.4.3 portálna hypertenzia 

1.4.4 vrodené chyby srdca 

1.4.5 schistozomiáza 

1.4.6 chronická hemolytická anémia 

1.5 Perzistujúca pľúcna hypertenzia novorodencov 

 

Za kľúčový bod kaskády vedúcej 
k remodelácii sa považuje endotelová dys-
funkcia, ktorá vedie k poruche rovnováhy 
humorálnych regulačných faktorov 
v prospech vazokonstrikčne, prokoagulač-
ne a mitogénne pôsobiacich mediátorov 
ako sú endotelín, serotonín, tromboxán. 
Expresia týchto látok je nadmerná, na 
druhej strane produkcia látok priaznivo 
pôsobiacich na endotel ako prostacyklín, 
bradykinín a predovšetkým NO, je chro-
nicky znížená. Rozvinutý patologicko - ana-
tomický obraz pozostáva z hypertofie mé-
die, proliferácie a fibrózy intimy, in situ 
trombóz v arteriolách a v závere obrazu 
nekrotizujúcej arteritídy. Je to ireverzibilný 
proliferatívny a obliteratívny proces, ktorý 
vedie k obštrukcii a reštrikcii pľúcneho 
arteriálneho riečiska (Šimková, 2008). 
Podkladom všetkých typov PAH je teda 
dysfunkcia endotelu pľúcnych ciev 
u geneticky disponovaného jedinca. Dys-
funkcia endotelu je navodená vyvolávajú-
cim faktorom, ktorým môže byť vaskulití-
da, infekcia (HIV) alebo abúzus toxických 
látok a niektorých liekov (anorektiká).                                                                                     
Diagnóza PAH sa opiera o nasledujúce 
vyšetrenia: Echokardiografia, Bodyple-

tysmografia, difúzna kapacita pľúc, venti-
lačná a perfúzna scintigrafia pľúc. Katetri-
zácia  sa odporúča pri zhoršení stavu alebo 
zmene liečby.  Stanovenie diagnózy PAH 
ako i nasadenie adekvátnej liečby patrí 
výhradne do špecializovaných centier.  
 
Liečba 

V nadväznosti na zavŕšenú diagnos-
tiku by mala nasledovať liečba zodpoveda-
júca úrovni súčasných medicínskych po-
znatkov (Šimková a Janeková, 2005). 

Cieľom liečby je zasiahnuť do troch 
základných patofyziologických mechaniz-
mov uplatňujúcich sa pri vzniku a rozvoji 
pľúcnej arteriálnej hypertenzie (vazokon-
strikcia, proliferácia, prokoagulačný stav) 
(Jansa a kol., 2004) (Obr.1).Zároveň si sú-
časné terapeutické režimy kladú za cieľ 
ovplyvniť symptómy a prognózu cho-
rých, zlepšiť  ich kvalitu života a znížiť mor-
talitu (Ruan a kol., 2010). Cieľom liečby 
PAH  je dosiahnutie funkčnej triedy NYHA 
II  (Martinický, 2009).Terapeutické mož-
nosti PAH zahŕňajú režimové opatrenia, 
farmakologickú liečbu konvenčnú podpor-
nú, špecifickú (vazodilatačná liečba bloká-
tormi kalciových kanálov, prostanoidmi, 
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antagonistami endotelínových receptorov, 
inhibítormi fosfodiesterázy typu 5),  kom-
binovanú liečbu, ktorej koncept vychádza 
z patofyziologickej predstavy viacerých 

dráh sprostredkujúcich patologické zmeny 
v pľúcnych cievach  (Luknár a kol., 2010), 
ako i nefarmakologické opatrenia. 
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Obr.1 Ciele farmakoterapie (upravené podľa Callaghan a kol., 2011) 

 
Režimové opatrenia 

 Fyzická záťaž je u chorých s PAH 
vhodná podľa individuálnej tole-
rancie. Optimálne je ľahké aeróbne 
cvičenie (chôdza). 

 Nie je vhodný pobyt vo vysokých 
nadmorských výškach (nad 2000 m 
n. m.). 

 Pri ceste lietadlom je nevyhnutná 
inhalácia kyslíka. 

 Odporúča sa očkovanie proti chríp-
ke a pneumokokovej infekcii. 

 Zvážiť psychosociálnu podporu pa-
cientov s PAH. 

 Tehotenstvo je u PAH kontraindi-
kované, materská mortalita počas 
gravidity a pôrodu dosahuje 30 – 
50 %. Nutná je účinná antikoncep-
cia. Z hľadiska tromboembólie je 
akceptovateľná hormonálna anti-
koncepcia pri súčasnej antikoagu-
lačnej liečbe. 

 Chirurgické výkony s celkovou 
anestéziou trvajúce dlhšie než tri 
hodiny sú rizikové. Pri chirurgic-
kých výkonoch by sa mala podľa 
možnosti používať epidurálna 
anestéza namiesto celkovej anes-
tézy (Jansa a kol., 2011; Galiè a 
kol., 2009). 

 
Konvenčná podporná farmakoterapia 

Diuretiká – zlepšujú symptómy 
v súvislosti s retenciou tekutín pri srdco-
vom zlyhaní 

Antikoagulačná liečba - chronická 
antikoagulačná liečba warfarínom je indi-
kovaná predovšetkým u idiopatickej, he-
reditárnej PAH a u PAH asociovanej 
s abúzom anorektík, taktiež pri intrave-
nóznej liečbe prostanoidmi s cieľom znížiť 
riziko trombózy z katétru. Cieľové INR sa 
má pohybovať okolo 2,0 (Jansa a kol., 
2011). 
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Kardiotoniká - digoxín nie je 
v súčasnej dobe bežnou súčasťou terapie 
pľúcnej arteriálnej hypertenzie (Jansa a 
kol., 2011). 

Oxygenoterapia -  vo forme dlho-
dobej domácej oxygenoterapie za účelom 
zlepšenia okysličenia tkanív a indikuje sa 
podľa platných kritérií po kyslíkovom tes-
te. Pacient inhaluje 15 – 16 hodín denne. 
Podáva sa 2 – 3 l kyslíka / min. (Šimková, 
2008). 
 
Špecifická farmakoterapia  

Špecifická farmakoterapia modulu-
je abnormality prostacyklínovej, endotelí-
novej a NO cesty v patogenéze PAH,  tým 
brzdí vlastné patogénne mechanizmy cho-
roby (vazokonstrikciu, obštrukčnú  remo-
deláciu). (Šimková, 2008; Jansa a kol., 
2011).  
 
Blokátory kalciových kanálov  

Blokátory vápnikových kanálov 
špecificky blokujú prienik iónov Ca2+ napä-
ťovo riadenými kalciovými L – kanálmi do 
hladkosvalovej bunky arteriol, čím navodia  
vazodilatáciu v arteriálnom riečisku (Lin-
cová a Farghali a kol., 2002). Majú priazni-
vý účinok na pľúcnu hemodynamiku a na 
zníženie hypertenzie v artéria pulmonalis. 
Na druhej strane však táto liečba súčasne 
vedie k zvýšenému prekrveniu hypoventi-
lovaných alveol a k zhoršeniu ventilačno / 
perfúznych pomerov a k poklesu PaO2.. 
Liečba vysokými dávkami blokátorov kal-
ciových kanálov (nifedipín, diltiazem, am-
lodipín) je indikovaná len v prípade pozi-
tívneho testu pľúcnej vazoreaktivity.  Za 
kritériá pozitivity testu  akútnej pľúcnej 
vazodilatácie sa považuje pokles stredné-
ho tlaku v a. pulmonalis aspoň o 10 mm 
Hg vstupných hodnôt, ale zároveň pod 40 
mm Hg bez súčasného poklesu srdcového 
výdaja. Dlhodobou odpoveďou na vazodi-
latačnú liečbu blokátormi kalciových kaná-
lov, ktorá je charakteristická zlepšením 
symptómov do štádia NYHA I a II, sa vy-

značuje asi len polovica akútnych respon-
dérov. To je zároveň dôvod, prečo sú blo-
kátory kalciových kanálov v súčasnosti 
zriedkavo používané v klinickej praxi 
(McLaughlin, Davis, Cornwell, 2011). 

Liečba retardovaným nifedipínom 
sa zahajuje dávkou 30 mg dvakrát denne 
s titráciou dávky do 120 – 240 mg. Liečba 
diltiazemom začína dávkou 60 mg trikrát 
denne s cieľovou dávkou 240 – 720 mg 
denne. Amlodipín dávkujeme od 2,5 mg 
denne do cieľovej dávky viac než 20 mg 
denne. Liečba blokátormi kalciových kaná-
lov nesmie byť náhle prerušená pre riziko 
„rebound“ fenoménu (Jansa a kol., 2011). 
 
Prostanoidy  

Prostanoidy sú autakoidy odvode-
né od kyseliny arachidónovej. Kľúčovým 
enzýmom v ich syntéze je cyklooxygenáza 
(COX) a prostacyklínsyntetáza. 

Ich účinok v pľúcnej cirkulácii je 
sprostredkovaný špecifickými receptormi 
na povrchu bunky, ktoré boli objavené na 
povrchu trombocytov a na bunkách endo-
telu. Všetky prostanoidné receptory sú 
spojené s efektorovým mechanizmom G – 
regulačných proteínov, preto sa po navia-
zaní prostanoidu na receptor spustí akti-
vácia G – proteínu a zvýši sa intracelulárna 
koncentrácia cAMP, ktorá následne aktivu-
je proteínkinázu A. To zapríčiní inhibíciu 
agregácie trombocytov, relaxáciu hladké-
ho svalstva a vazodilatáciu v pľúcnych ar-
tériách (Ruan, 2010). 

Prostacyklín (prostaglandín I 2)  je 
metabolit arachidónovej kyseliny. Inhibuje 
agregáciu krvných doštičiek a prispieva 
k antitrombotickým vlastnostiam nepo-
škodenej steny ciev. Je silným vazodilatá-
torom, spôsobuje relaxáciu hladkého sval-
stva ciev a jeho i.v. podanie vedie 
k hypotenzii. Znižuje pľúcnu vaskulárnu 
rezistenciu (Lincová, Farghali a kol., 2002). 

Jeho nevýhodou je však krátky bio-
logický polčas, a preto sa pre klinické pou-
žitie hľadali jeho chemicky stabilnejšie 
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formy ako je napríklad epoprostenol (Ru-
an, 2010). 

 Epoprostenol je syntetický analóg 
prostacyklínu. Vzhľadom k jeho krátkemu 
biologickému polčasu (3 – 5 min) je nutné 
podávať ho formou dlhodobej kontinuál-
nej infúzie do centrálneho žilového katét-
ra. Roztok epoprostenolu je termolabilný, 
preto je nutné ho počas aplikácie chladiť. 
Zároveň sa musí chrániť pred svetlom, 
skladovať pri teplote 2 – 8   C, pretože pri 
izbovej teplote zostáva stabilný  8 hodín. 
Epoprostenol zlepšuje symptómy, telesnú 
výkonnosť, hemodynamické parametre 
a prognózu pacientov s IPAH a FPAH, čo 
bolo dokázané v niekoľkých randomizova-
ných štúdiách (Galiè a kol., 2009).  Liečba 
sa zahajuje  dávkou 2 – 4 ng/kg/min 
s postupným zvyšovaním dávky liečiva 
v závislosti od tolerancie a nežiaducich 
účinkov ( flush, bolesti hlavy, bolesti čelus-
tí, bolesti na hrudníku, nauzea, hnačka, 
hypotenzia, tachykardia). Za optimálnu 
dávku pri dlhodobej liečbe sa považuje 20 
– 40 ng/kg/min. Hlavným rizikom liečby sú 
lokálne a systémové infekčné komplikácie 
v dôsledku permanentného  centrálneho 
žilového katétra, riziko poruchy infúznej 
pumpy s vyvolaním „rebound“ fenoménu 
pri náhlom prerušení liečby. Intravenózny 
epoprostenol je liekom voľby u pacientov 
v klinickom štádiu NYHA III a IV (Galiè a 
kol., 2009). 

Treprostinil je tricyklický benzidí-
nový analóg epoprostenolu. Je  termosta-
bilný, čo dovoľuje podávanie liečiva pri 
izbovej teplote ako subkutánnu infúziu 
z malej prenosnej pumpy. U pacientov 
s PAH zlepšuje hemodynamiku, telesnú 
výkonnosť a prognózu. Liečba sa zahajuje 
dávkou 1 – 2 ng/kg/min. Za minimálne 
účinnú dávku sa považuje 10 ng/kg/min. 
Cieľová dávka kolíše medzi 20 – 80 
ng/kg/min podľa individuálnej tolerancie. 
Najčastejším nežiaducim účinkom je lokál-
na bolestivá reakcia v mieste podkožnej 
infúzie. Pri porovnaní s epoprostenolom 

odpadá nutnosť chladenia infúznej sústavy 
a hlavne riziko plynúce z náhleho preruše-
nia infúzie, pretože treprostinil má polčas 
58 – 83 minút.  

Subkutánny treprostinil je 
v Európskej únii registrovaný pre liečbu 
PAH v štádiu NYHA III (Jansa a kol., 2011). 

 Iloprost je chemický stabilný ana-
lóg prostacyklínu s polčasom 20 – 30 mi-
nút schválený pre inhalačnú liečbu idiopa-
tickej PAH. Pre navodenie dostatočného 
účinku v pľúcnej cirkulácii je potrebných 
minimálne 6 – 9 inhalácií dávky 2,5 – 5 µg 
denne. Po niekoľkomesačnej liečbe vedie 
ku zlepšeniu telesnej výkonnosti, hemo-
dynamiky a funkčnej triedy podľa NYHA. 
Dlhodobý účinok monoterapie zostáva 
sporný (Galiè a kol., 2009). Časté nežiadu-
ce účinky sú kašeľ, bolesť hlavy, flush, hy-
potenzia a bolesť čelustí. Inhalačný ilop-
rost schválila FDA (Food and Drug Admi-
nistration) v roku 2004 pre liečbu pacien-
tov vo funkčnej triede NYHA III a IV 
(McLaughlin a McGoon, 2006). 

Beraprost je prvý chemicky stabil-
ný perorálny analóg prostacyklínu. Účinok 
spočívajúci  v zlepšení vzdialenosti pri tes-
te šesťminútovou chôdzou je potvrdený 
po 3 – 6 mesiacoch liečby, pri dlhotrvajú-
cej monoterapii však nie je presvedčivý. 
Najčastejšie nežiaduce účinky vyskytujúce 
sa v priebehu liečby sú bolesť hlavy, flush, 
bolesť čeľustí a hnačka. Beraprost je pre 
liečbu PAH registrovaný v Japonsku 
a Kórei. V súčasnej dobe je testovaný be-
raprost s predĺženým uvoľňovaním (Galiè 
a kol., 2009; Jansa a kol., 2011). 
 
Antagonisty endotelínových receptorov 

Endotelín má v patogenéze PAH 
kľúčovú úlohu. Je produkovaný najmä 
v cievnom endoteli a jeho pôsobenie je 
zabezpečené prostredníctvom endotelíno-
vých receptorov:  

ETA receptor: jeho stimulácia vedie 
k pľúcnej vazokonstrikcii, podporuje proli-
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feráciu buniek hladkej svaloviny v artéria 
pulmonalis a aktivuje zápalové procesy. 

ETB receptor: jeho stimulácia vedie 
k vazokonstrikcii a taktiež k vazodilatácii, 
podporuje bunkovú proliferáciu, aktivuje 
zápalové procesy, podlieha up – regulácii 
pri vaskulárnych ochoreniach. 

Bosentan je duálny antagonista re-
ceptorov pre endotelín s výraznejšou afini-
tou k receptoru ETA. Pôsobí antiproliferač-
ne a vazodilatačne. Jeho vplyv na signifi-
kantné zlepšenie telesnej výkonnosti, he-
modynamických parametrov a prežívanie 
chorých bol dokázaný vo viacerých klinic-
kých štúdiách, hlavne u idiopatickej PAH 
a u PAH asociovanej so systémovými cho-
robami spojiva vo funkčnom štádiu NYHA 
II. Podáva sa v dávke 62,5 mg dvakrát 
denne prvé štyri týždne, neskôr 125 mg 
dvakrát denne. K hlavným nežiaducim 
účinkom patrí reverzibilná a na dávke zá-
vislá hepatopatia. Vyskytuje sa asi u 10% 
liečených. Kontrola hepatálnych testov je 
nutná po dvoch týždňoch od zvýšenia dáv-
ky a ďalej sa pokračuje v mesačných inter-
valoch počas celého trvania liečby. 
K normalizácii testov vedie redukcia dávky 
alebo prerušenie liečby. Okrem toho môže 
spôsobovať anémiu, interaguje 
s metabolizmom warfarínu a je teratogén-
ny. Môže znižovať účinnosť hormonálnej 
antikoncepcie. Je indikovaný u pacientov 
s PAH v štádiu NYHA II a III (Jansa a kol., 
2011). 

Ambrisentan je vysoko selektívny 
nesulfonamidový antagonista endotelíno-
vého receptoru ETA. Zlepšuje symptómy, 
telesnú výkonnosť, hemodynamické pa-
rametre a predlžuje dobu do klinického 
zhoršenia u pacientov s idiopatickou PAH. 
Liečba je zahajovaná dávkou 5 mg jeden-
krát denne a v prípade znášanlivosti ini-
ciálnej dávky je možné zvýšiť na 10 mg 
jedenkrát denne. Incidencia abnormálnych 
hepatálnych testov sa vyskytuje 
v rozmedzí 0,8 – 3 % liečených pacientov. 
Je schválený pre liečbu pacientov s PAH vo 

funkčnej triede NYHA II a III (Galiè a kol., 
2009). 

 Sitaxentan je selektívny antagonis-
ta endotelínového receptoru ETA.  V roku 
2010 bol z dôvodu bezpečnosti stiahnutý 
z trhu (Jansa a kol., 2011). 

  
Inhibítory fosfodiesterázy typu 5 

 Účinok NO na cievy je závislý od 
zvýšenej koncentrácie cyklického guano-
zínmonofosfátu (cGMP) nachádzajúceho 
sa v bunkách hladkej svaloviny ciev. Úči-
nok intracelulárneho cGMP je krátkodobý 
v dôsledku jeho rýchlej degradácie fosfo-
diesterázou typu 5, ktorá je produkovaná 
v pľúcnom tkanive. Génová expresia 
a aktivita fosfodiesterázy typu 5 je výrazne 
zvýšená pri chronickej pľúcnej hypertenzii. 
Inhibítory fosfodiesterázy sprostredkujú 
stúpanie hladiny cGMP a pôsobia vazodila-
tačne a antiproliferačne (Rubin, 2006). 

Sildenafil je perorálny, selektívny 
inhibítor fosfodiesterázy typu 5. Početné 
ukončené štúdie potvrdzujú  účinky silde-
nafilu zlepšujúce telesnú výkonnosť, symp-
tómy a hemodynamiku, pretrvávajúce i po 
12 mesiacoch. Liečba je indikovaná 
v dávke 20 mg trikrát denne. Vo väčšine 
prípadov je však nutné dávku zvýšiť na 80 
mg trikrát denne. Najčastejšie nežiaduce 
účinky sildenafilu sú ľahkého až stredne 
ťažkého stupňa, vyplývajúce hlavne 
z vazodilatácie (bolesti hlavy, flush, dys-
pepsia a epistaxia). Boli zaznamenané váž-
nejšie nežiaduce účinky ako infarkt myo-
kardu, náhla cievna mozgová príhoda 
v dosledku subarachnoidálneho krvácania 
a náhla srdcová smrť následkom komoro-
vej arytmie. Liek je zaregistrovaný pre 
liečbu PAH vo funkčnej triede NYHA II a III. 
(Galiè a kol., 2009). 

Tadalafil je selektívny inhibítor fos-
fodiesterázy typu 5. V súčasnosti je schvá-
lený aj pre liečbu erektilnej dysfunkcie ako 
sildenafil. Podáva sa perorálne jedenkrát 
denne v dávke 40 mg. Profil nežiaducich 
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účinkov je podobný ako u sildenafilu  (Ga-
liè a kol., 2009). 

 NO je endogénna vazodilatačná 
látka. Inhalovaný NO pôsobí vysokoúčinne 
a selektívne v oblasti pľúcnej cirkulácie. 
Použitie je overené pri pľúcnej hypertenzii 
novorodencov, u detí s vrodenými srdco-
vými chybami alebo pri pľúcnej transplan-
tácii. Okrem použitia pri akútnych situá-
ciách sa NO využíva pri teste akútnej pľúc-
nej vazoreaktivity. Jeho využitie  
v chronickej liečbe ukáže budúcnosť. Sup-
lementácia L–arginínu, ktorý je substrátom 
pre produkciu NO, viedla pri krátkodobej 
infúznej liečbe k poklesu pľúcnej cievnej 
rezistencie a stredného tlaku v artéria 
pulmonalis. Potenciálnou nevýhodou 
chronickej liečby by mohlo byť zvýšenie 
koncentrácie polyamínov, ktoré majú pro-
liferatívne účinky (Šimková, 2008).  
 
Kombinovaná farmakoterapia 

Monoterapia  PAH u mnohých pa-
cientov  nevedie k dosiahnutiu požadova-
ného liečebného cieľa. Je to dosiahnutie 
stupňa NYHA I-II, prejdenie vzdialenosti > 
400 -500m pri 6-minútovom teste chôdze, 
kompenzované pravostranné zlyhanie. 
Kombinovaná liečba umožňuje zasiahnuť 
naraz do viacerých patogenetických me-
chanizmov. 
 
Záver 

PAH je progresívne ochorenie 
s mimoriadne zlou prognózou. Malé one-
skorenie v diagnóze môže mať dramatický 
dopad na ďalší vývoj ochorenia. Prognóza 
PAH je porovnateľná s niektorými pokroči-
lými karcinómami. Medián prežitia je 
u pacientov s PAH vo funkčnej triede NY-
HA/WHO IV 6 mesiacov, u pacientov vo 
funkčnej triede NYHA/WHO III 2,6 roka 
a u pacientov vo funkčnej triede NY-
HA/WHO I-II 4,9 roka (Martinický, 2009). 

Pred nami je neľahká úloha vedieť 
vybrať najvhodnejšiu látku alebo ich kom-
bináciu pre jednotlivých pacientov. Výber 

iniciálnej terapie ovplyvňuje viacero medi-
cínskych faktorov, ako je typ PAH, komor-
bidity pacienta, ale aj skúsenosti 
a možnosti jednotlivých centier s liečbou. 
Ak sa stanovené ciele nepodarí dosiahnuť 
pomocou monoterapie, odporúča sa lieč-
bu stupňovať pridaním ďalšieho lieku. 
Kombinovaná farmakoterapia je považo-
vaná za vhodnú u väčšiny pacientov. Avšak 
optimálne načasovanie a spôsob kombiná-
cie liečiv a stratégií vyžaduje naďalej ich 
sledovanie.   

 
Podporené grantom VEGA č. 1/0030/11. Práca 
bola podporená projektom "Dobudovanie 
centra experimentálnej a klinickej respirológie" 
spolufinancovaným zo zdrojov ES.  
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Inhibítory angiotenzín konvertujú-
ceho enzýmu (ACE) patria v súčasnosti k 
liekom prvej voľby v  terapii chronického 
zlyhania srdca a hypertenzie. Opodstatne-
nie ich širokého  klinického uplatnenia je 
spojené s minimálnym výskytom  nežiadu-
cich účinkov na centrálny nervový systém, 
kardiálne  funkcie, metabolizmus lipidov, 
glukózy a kyseliny močovej. 

Aj keď majú ACE-inhibítory pomer-
ne nízky výskyt nežiaducich účinkov, naj-
frekventovanejším je  negatívne ovplyvne-
nie respiračného systému  s výskytom su-
chého dráždivého kašľa, dyspnoe a sipotu. 
Incidencia výskytu kašľa po enalaprile mô-
že dosiahnuť až 20%. Výskyt kašľa násled-
kom terapie inhibítormi ACE je nezávislý  
od typu základného  ochorenia, akým mô-
že byť esenciálna, renovaskulárna hyper-
tenzia, alebo chronické zlyhanie srdca 
(Chan et al, 2010).  

Kašeľ vyvolaný dlhodobým podá-
vaním  látok zo skupiny ACE-inhibítorov 
spadá do skupiny suchého neproduktívne-
ho kašľa, často sa zhoršujúceho v noci. 
Kašeľ sa môže objaviť po niekoľkých 
dňoch, ale aj mesiacoch  liečby.  Po vysa-
dení ACE-inhibítora sa stráca v priebehu 
niekoľkých dní.  Neexistuje presný dia-
gnostický prvok, ktorým by sa dal odlíšiť 
kašeľ vyvolaný podávaním ACE-inhibítorov 
od bežného kašľa vyvolaného napr. víru-
sovým ochorením. Jediným riešením na 
rozpoznanie príčiny kašľa počas podávanie 
ACE-inhibítorov je prerušenie liečby  uve-
deným typom liečiva. Ak  bol kašeľ vyvola-
ný podávaním ACE-inhibítora  vymizne v 
priebehu niekoľkých dní (Kastelik et al., 
2005). 

Jedným z faktorov, ktoré môžu 
ovplyvniť výskyt respiračných nežiaducich 
účinkov ACE inhibítorov je dávka liečiva.  
Podľa niektorých klinických štúdií je kašeľ 
pravdepodobne  nezávislý na dávke poda-
ného ACE-inhibítora. Podľa iných autorov 
sa však v  praxi  dosiahlo znížením dávky 
čiastočné odstránenie respiračných prí-
znakov počas terapie ACE – inhibítormi 
(Korpáš et al., 2006). 

 Široko diskutovanou otázkou je aj 
vzťah chemickej štruktúry  ACE-inhibítora 
a kašľa.  Podľa starších prác bolo všebecne 
používaným záverom tvrdenie, že výskyt 
kašľa je nezávislý od chemickej štruktúry 
ACE-inhibítora. Napriek tomu mierne zvý-
šená incidencia kašľa bola pozorovaná po 
ACE-inhibítoroch obsahujúcich v molekule 
sulfhydrylovú skupinu, ako je napr. kap-
topril. Výskyt kašľa je frekventovanejší 
podávaním dlhodobo účinkujúcich foriem 
ACE-inhibítorov, ako je napr. prodrug-
forma enalaprilu. Niektorí autori popisujú 
nižší výskyt kašľa po ACE-inhibítoroch se-
lektívnych pre N-doménu ACE ako je napr. 
imidapril. Tieto ACE-inhibítory majú nižšiu 
afinitu k N - doméne ACE, ktorá je zodpo-
vedná za odbúravanie bradykinínu. V praxi 
sa však tieto tvrdenia nepotvrdili. Príčinou 
môže byť malé množstvo klinických štúdií 
týkajúcich sa respiračných nežiaducich 
účinkov po aplikácii novších ACE-
inhibítorov (Morice, 2004). 

Otázka výskytu kašľa a pohlavia je 
nedoriešenou otázkou. Výsledky jednotli-
vých klinických štúdií sa líšia závermi týka-
júcimi sa kašľa a ženského pohlavia.  Zvý-
šený výskyt kašľa u žien  môže súvisieť s 
hladinou pohlavných hormónov, pretože 
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čiastočné zvýšenie incidencie tohto respi-
račného nežiaduceho účinku sa pozorova-
lo u žien v menopauze. Podľa niektorých 
prác podanie danazolu, látky, ktorá znižuje 
hladinu estrogénov, vyvolalo u samičiek 
morčaťa zvýšenie incidencie kašľa induko-
vaného 4-týždňovým podávaním cilazapri-
lu. Zníženie hladiny estrogénov môže byť 
additívnym faktorom pri potenciácii kašľa 
u žien liečených ACE- inhibítormi v meno-
pauze, alebo postmenopauzálnom období. 
Na druhej strane množstvo záverov klinic-
kých štúdií uzatvorilo túto otázku vyššou  
ochotou  zo strany žien spolupracovať v 
štúdiách týkajúcich sa epidemiológie kašľa 
a terapie ACE-inhibítormi (Nicolls a Gilrist, 
2005). 

Zaujímavou otázkou je aj  vzťah faj-
čenia a výskytu nažiadúcich účinkov po 
ACE-inhibítoroch. Zistil sa znížený výskyt 
kašľa u fajčiarov liečených ACE-
inhibítormi. Príčinou môže byť znížená 
citlivosť bronchiálnych a pulmonálnych C - 
vlákien u fajčiacich jedincov. Dlhodobou 
expozíciou C-vlákien nikotínu, môže dôjsť 
k deplécii senzitívnych neuropeptidov. 
Uvedené tvrdenia, však nie sú podložené 
priamymi experimentálnymi  dôkazmi. 

Aj keď frekvencia výskytu dyspnoe 
a sypotu, ako nežiaduceho účinku pri lieč-
be  inhibítormi ACE dosahuje len 3%, je 
nebezpečným prvkom u pacientov so zvý-
šenou bronchiálnou reaktivitou. V klinic-
kých podmienkach takúto skupinu repre-
zentujú najmä pacienti s astmou bronchia-
le. Niektorí autori uvádzajú, že bronchiálna 
obštrukcia bola  zaznamenaná aj u pacien-
tov liečených ACE-inhibítormi, u ktorých 
nebola pred podaním ACE-inhibítora zis-
tená zvýšená bronchiálna reaktivita.  

Nežiaduce účinky enalaprilu na dý-
chací systém sú spojené s inhibíciou ACE a 
následnou kumuláciou bradykinínu, SP a 
ďalších neuropeptidov v dýchacích ces-
tách. Bradykinín v dýchacom systéme spô-
sobuje proliferáciu neutrofilov a eozinofi-
lov, uvoľňovanie histamínu mastocytmi.  
Bradykinín zvyšuje sekréciu hlienu pôso-
bením na submukózne žľazy, alebo aktivá-
ciou C-vlákien a cholinergických nervov. 
Tieto prozápalové účinky bradykinínu, ako 
aj priame pôsobenie na hladkú svalovinu, 
môžu vyústiť do bronchokonstrikcie.  Bra-
dykinín zvyšuje vyplavovanie SP ovplyvne-
ním citlivosti aferentných senzitívnych 
nervových zakončení (Malini et al., 1999).  
Zvýšená lokálna koncentrácia bradykinínu, 
SP a  ďaľších neuropeptidov sa  podiela na 
vzniku kašľa. Mechanizmus jeho vzniku 
súvisí so zvýšením citlivosti  nemyelinizo-
vaných aferentných senzitívnych nervo-
vých zakončení - C vlákien a  dráždením 
rýchlo sa adaptujúcich (irritant) kašľových 
receptorov  (RARs)  myelinizovaných afe-
rentných nervových vlákien.        

V našich experimentálnych pod-
mienkach podávanie enalaprilu vyvolalo 
signifikantné zvýšenie sledovaných para-
metrov kašľa vyvolaného mechanickou 
stimuláciou dýchacích ciest. Tento fakt 
potvrdil zvýšenú citlivosť kašľového refle-
xu a  participáciu RARs  pri tvorbe kašľa  
počas  terapie ACE-inhibítormi (Fraňová 
a Nosáľová, 1999).   

Z hľadiska farmakologickej modulá-
cie respiračných nežiaducich účinkov inhi-
bítorov ACE sme zaznamenali signifikantné 
zníženie parametrov kašľa po kombinácii 
enalaprilu s inhalačne podaným furosemi-
dom.
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Obr. 1 Provnanie počtu nárazov (PN) mechanicky vyvolaného kašľa z tracheobronchiálnej oblasti dýchacích 

ciest pred podaním farmaka (Norma) a po 15 dňovom podávaní enalaprilu, a kombinácie enalaprilu s dil-
tiazemom, enalaprilu s furosemidom 

 

Furosemid  je kľučkové diuretikum, 
ktoré po inhalačnom podaní má výrazný 
antitusický a bronchodilatačný účinok. 
Mechanizmus uvedených účinkov furose-
midu je pravdepodobne komplexným ja-
vom, ktorý nie je zatiaľ presne definovaný. 
Furosemid je inhibítorom Na+/K+/2Cl- kot-
ransportu epiteliálnych buniek dýchacích 
ciest, čím môže ovplyvňovať zloženie peri-
ciliárnej tekutiny. V protektívnom účinku 
inhalačného furosemidu na dýchací sys-
tém sa môže uplatniť inhibícia degranulá-
cie mastocytov a vyplavovania histamínu, 
zvýšenie syntézy PGE2 a PGI2, zníženie hla-
diny LTD4, proliferácie eozinofilov a neut-
rofilov, a pravdepodobne  aj zásah do me-
tabolizmu  ďalších zápalových buniek (Na-
kagawa, 2004).  

Pri ovplyvnení kašľa, ktorý bol po-
tencovaný dlhodobým podávaním enalap-
rilu sme zistili, že  inhalačne podávaný 
furosemid znížil výskyt kašľa, ktorý bol 
potencovaný podávaním enalaprilu. 15-
dňové podanie furosemidu a enalaprilu 
v porovnaní s monoterapiou enalaprilom 
vyvolalo signifikantný pokles počtu nára-
zov kašľa z laryngofaryngálnej aj tracheob-

ronchiálnej oblasti dýchacích ciest (Obr. 1, 
Obr. 2). 

Na základe uvedených výsledkov 
môžeme konštatovať, že inhalačne podaný 
furosemid by mohol byť potenciálnou lát-
kou, ktorá by sa mohla uplatniť 
v minimalizácii respiračných nežiaducich 
účinkov  pozorovaných po podaní inhibíto-
rov ACE (Fraňová. 2001). 
Z ďalších  farmakologických skupín látok,  
ktoré  by sa mohli uplatniť na znížení res-
piračných nežiaducich účinkov ACE-
inhibítorov sme sa zamerali na skupinu 
antagonistov napäťovo-riadených kalcio-
vých kanálov typu L. Táto voľba vychádzala 
z toho, že blokátory kalciových kanálov sú 
v liečbe kardiovaskulárnych ochorení pri-
márnou antihypertenzívne pôsobiacou 
farmakologickou skupinou, ktorá sa často 
kombinuje  s inhibítormi ACE.  Uvedená 
kombinácia je podložená synergickými 
hemodynamickými profilmi. ACE-
inhibítory  blokujú transformáciu angio-
tenzínu I na angiotenzín II a inhibujú de-
gradáciu bradykinínu. Bradykinín stimuluje 
tvorbu NO a syntézu prostacyklínu. Anta-
gonisti kalciových kanálov inhibujú účinok 
angiotenzínu I a endotelínu I na úrovni 
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vaskulárnych hladkých svalov, redukciou 
vstupu vápnika a facilitáciu vazodilatačné-
ho efektu NO. Kombinácia ACE–
inhibítorov s antagonistami Ca2+–kanálov 
okrem pozitívnych hemodynamických, 
antiproliferatívnych, antitrombotických 

a antiaterogénnych vlastností, umožňuje 
zníženie dávky uvedených antihypertenzív 
a tým znižuje pravdepodobnosť  výskytu 
nežiaducich účinkov (Ruschitzka et al., 
2005). 

 

 
Obr. 2 Provnanie počtu nárazov (PN) mechanicky vyvolaného kašľa z laryngofaryngálnej oblasti dýchacích ciest 

pred podaním farmaka (Norma) a po 15 dňovom podávaní enalaprilu, a kombinácie enalaprilu 
s diltiazemom, enalaprilu s furosemidom. 

 
Pri ovplyvnení kašľového reflexu sledo-

vaného počas 15-dňového simultánneho po-
dávania enalaprilu s diltiazemom sme zistili, že 
došlo k štatisticky významnému poklesu počtu 
nárazov kašľa (PN) hlavne z tracheobron-
chiálnej oblasti  dýchacích ciest (Obr. 1).  

Počet nárazov kašľa z laryngofaryngál-
nej oblasti v porovnaní s normou nebol štatis-
ticky významne znížený, ale priebeh kašľovej 
odpovede nedosiahol zvýšenie pozorované po 
podaní samotného enalaprilu (Obr.1). Nami 
získaný výsledok považujeme za mimoriadne 
významný, nakoľko  kombinovaná terapia 
zahrňujúca simultánne podávanie enalaprilu 
s diltiazemom by mohla čiastočne znížiť výskyt 
kašľa vyvolaného podávaním enalaprilu, pri 
zachovaní hemodynamickej aktivity (Fraňová 
a Nosáľová, 2004). 

Ďalšou látkou, ktorá by mohla znížiť, 
alebo eliminovať kašeľ po ACE-inhibítoroch, je 
kromoglykát  sodný. Kromoglykát sodný patrí 
do skupiny tzv. chromónov,  využívajúcich sa 
v liečbe širokej škály  alergických ochorení. 
Mechanizmus účinku kromoglykátu je založe-
ný na stabilizácii membrány mastocytov  
a následnej supresii uvoľňovania zápalových 
mediátorov  a cytokínov (Sadeshi –Hashjin, 
2002). Kromoglykát dosahuje  uvedený efekt 
inhibíciou  Cl- kanálov mastocytov a znížením 
vodivosti Ca2+ iónov membrány mastocytov.  
Nemenej dôležitým účinkom kromoglykátu, 
ktorým by mohol  ovplyvniť obranné reflexy 
dýchacích ciest je neselektívna inhibícia tachy-
kinínových receptorov a stabilizácia C –vlákien 
(Hargreaves a Benson, 2005). 

Podľa našich výsledkov 15-dňové podá-
vanie enalaprilu s inhalačnou aplikáciou kro-
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moglykátu sodného v porovnaní 
s monoterapiou enalaprilom dosiahlo pre-
svedčivé zníženie počtu nárazov mechanicky 
vyvolávaného kašľa len z laryngofaryngálnej 
oblasti dýchacích ciest.  Počet nárazov kašľa 
z tracheobronchiálnej oblasti, v porovnaní 
s podávaním samotného enalaprilu, nebol 
kombinovanou liečbou enalaprilu 
s kromoglykátom sigifikantne ovplyvnený. 
Opäť sa potvrdila rôzna ovplyvniteľnosť kašľa 
z laryngofaryngálnej a tracheobronchiálnej 
oblasti dýchacích ciest. Príčinou môžu byť 
rozdiely v zastúpení kašľových receptorov 
v laryngu a trachey.  

Záverom je  možné konštatovať, že 
chronický, dráždivý  kašeľ je častým  sprievod-
ným javom vyskytujúcim sa počas liečby inhi-
bítormi ACE. Výsledky našich experimentov 
však potvrdili, že je možné tento  negatívny 
efekt eliminovať farmakologickým zásahom a 
tým prispieť k benefitu liečby inhibítormi ACE. 

Na základe dosiahnutých výsledkov charakte-
rizujúcich potenciu jednotlivých látok  minima-
lizovať nežiaduce účinky enalaprilu 
v dýchacom systéme je možné zostaviť pora-

die:  inhalačne  furosemid    diltiazem      
inhalačne kromoglykát. 
 
Práca bola realizovaná za podpory „Centra 
experimentálnej a klinickej respirológie II“ 
spolu-financované z EÚ zdrojov. 
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V posledných desaťročiach sa neu-
robiologický výskum čoraz intenzívnejšie 
venuje hľadaniu štrukturálneho alebo 
funkčného vzťahu medzi depresiou 
a mozgovou dysfunkciou. Toto hľadanie 
vychádza z uznávanej paradigmy, na zá-
klade ktorej sa depresia považuje za ocho-
renie mozgu (1). Samozrejme, že sa 
v prípade primárnej depresie nejedná o 
hrubé organické poškodenie mozgu, ale o 
jemnú, diskrétnu, klinicky ťažko  detegova-
teľnú poruchu štruktúry či funkcie mozgu. 
Napriek intenzívnym snahám neurovedcov 
o nájdenie optimálneho opisu vzťahu me-
dzi depresiou a zmenami na mozgu, pres-
ná kauzalita a podrobný popis štrukturál-
nych alebo funkčných porúch mozgu, kto-
ré by mohli viesť k manifestácií depresie 
doposiaľ nejestvuje. Existuje celý rad hy-
potéz, objasňujúcich depresiu a jej preja-
vy. Výskyt viacerých hypotéz naznačuje, že 
depresia nie je ochorenie, ktoré by sa dalo 
uchopiť pomocou jednej vysvetľujúcej 
teórie. Každá hypotéza, ktorá si nárokuje 
objasniť vznik depresívnej epizódy, sa po-
kúša vysvetliť toto ochorenie na základe 
určitej špecifickej neorobiologickej para-
digmy, v súlade s Kuhnovým nazeraním na 
vedu ako na súboj hypotéz, z ktorých kaž-
dá je platná v určitom ohraničenom myš-
lienkovom modeli (2). Depresia z tohto 
pohľadu sa na prvý pohľad javí ako ocho-
renie, ku ktorému vedú rôzne patomecha-
nizmy, ústiace do podobného konzistent-
ného obrazu. Jedno však majú tieto hypo-
tézy spoločné. Ide o nazeranie na depresiu 
ako na duševné ochorenie, pri ktorom 
dochádza k narušeniu prenosu signálu 

v CNS a to predovšetkým na úrovni che-
mických synáps (3). Kľúčovú úlohu v týchto 
procesoch hrá G-proteín, ktorý slúži ako 
transdukčný prvok, ktorý prenáša signál na 
efektorový systém (iónový kanál alebo 
enzýmový mechanizmus). Porucha preno-
su signálu, vedie k dlhodobému ovplyvne-
niu neurónovej aktivity v určitých oblas-
tiach mozgu, zodpovedných za vznik poci-
tov typických pre depresiu. V zásade môže 
byť porucha reprezentovaná narušením 
dostupnosti neurotransmiterov,  recepto-
rov, prenášačov ako aj vnútrobunkových 
procesov súvisiacich s prenosom nervové-
ho signálu. Z pohľadu neurochemických 
hypotéz najväčšia pozornosť je venovaná 
serotonínovému prenášaču (3). Ten je 
zodpovedný za prenos serotonínu do 
vnútra bunky. Okrem toho aj zmeny 
v dostupnosti ďalších neurotransmiterov, 
ako sú noradrenalín a dopamín, sa tiež 
považujú  za významný faktor sprevádza-
júci vznik a liečbu porúch nálady. 
V poslednom období sa však ťažisko vý-
skumu patogenézy depresie presúva čoraz 
viac k snahám zachytiť okrem zmien 
v neurotransimisii aj zmeny v štruktúre 
jednotlivých mozgových štruktúrach. 
 
Štrukturálne zmeny na mozgu pri depresii 

Výsledok volumometrických mera-
ní naznačuje, že pri depresii sa redukuje 
najmä objem v regionálnych oblastiach 
CNS, sprevádzaný znížením počtu buniek 
alebo ich objemu. Vysvetlenie takejto 
zmeny nie je jednoduché. Súčasné hypoté-
zy hovoria o troch možných príčinách: 

 neurovývojové abnormality, 
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 progresia ochorenia mozgu, zahrňu-
júca stratu, prípadne atrofiu glie 
a neurónov, 

 následok biochemických zmien 
(napr. v hladine glukokortiokoidov). 

 Objemové zmeny v regionálnych 
oblastiach CNS môžu pomôcť aj pri riešení 
otázky, čo stojí za depresívnou symptoma-
tológiou. V zásade sa vysvetlenie depre-
sívnej symptomatológie ponúka na zákla-
de narušenia normálnej funkcie neurál-
nych okruhov v mozgu, do ktorých sú za-
pojené hipokampus a frontálna kôra ako aj 
ďalšie časti mozgu (ncl.accumbens, amyg-
dala a hypotalamus). Neokortex 
a hipokampus sú s najväčšou pravdepo-
dobnosťou zodpovedné za kognitívne as-
pekty depresie. Striatum a amygdala sa 
podieľajú na emočných prejavoch, hypota-
lamus hrá zase úlohu v rozvoji neurovege-
tatívnych symptómov depresie (4). Pouka-
zuje na to, ako z jednotlivých „kúskov“ 
vzniká homogénna „mozaika“ depresívnej 
symptomatiky. Okrem toho to nasvedčuje, 
že depresia je ochorenie so zložitým neu-
robiologickým pozadím, ktoré nemožno 
zjednodušovať, na jednotnú, celostnú 
a všetko vysvetľujúcu patofyziologickú 
hypotézu.   

Vznik depresie sa dáva aj do kau-
zálneho súvisu so stresom. Biochemické 
vysvetlenie vzniku depresie pri strese je 
vysvetľované aktiváciou osi hypotalamus - 
hypofýza – nadobličky (HHN). Na túto sku-
točnosť upozornil  Board (5) už pred viac 
ako 50 rokmi. Akútny stres a aktivácia osy 
hypotalamus–hypofýza–nadobličky (HHN) 
zvyšuje koncentráciu určitých neurostero-
idov v CNS, ktoré podporujú syntézu korti-
koliberínu (CRF) a funkciu GABAA recepto-
rov. To v konečnom dôsledku spôsobuje 
atrofiu hipokampálnych neurónov, na kto-
rú má vplyv aj vysoká koncentrácia gluko-
kortikoidov ako aj glutamátu. Glukokorti-
koidy a glutamát totižto redukujú bunkovú 
odolnosť a zvyšujú citlivosť neurónov 
v hipokampe na negatívne vplyvy, čím je 

narušená hipokampálna neurogenéza. 
Neuróny hypotalamu uvoľňujú pri depresii 
CRF, ktorý sa dostáva krvnou cestou do 
adenohypofýzy a stimuluje uvoľňovanie 
ACTH. ACTH stimuluje uvoľňovanie gluko-
kortikoidov (najmä kortizolu 
a kortikosterónu) z kôry nadobličiek (6). 
Kortizol pôsobí na neuróny hipokampu 
toxicky, čo sa prejavuje ich atrofiou. 
U depresívnych pacientov je narušená os 
HHN, v dôsledku čoho je vyradená spätná 
väzba vyššej koncentrácie ACTH 
a kortizolu na kôru nadobličky (4). Aktivuje 
sa tzv. bludný kruh.  Koncentrácia kortizo-
lu teda neúmerne stúpa. Štúdia Pariante-
ho a Lightmana (7) dokázala, že zmeny 
v regulácií osi HHN v podmienkach chro-
nického stresu alebo veľkej depresívnej 
poruchy sa prejavia aj v zmenenej koncen-
trácií kortizolu v periférnej krvi a v slinách. 
Rubinow ešte v roku 1984 naopak prezen-
toval  pozitívnu koreláciu medzi hladinou 
voľného kortizolu v moči a závažnosťou 
kognitívneho deficitu (8). V inej štúdii sa 
pri depresii preukázala hyperkortizolémia 
ako aj hypoaktivita glukokortikoidných 
receptorov nielen  v limbickom systéme, 
ale aj v imunitných bunkách, čo sa prejavi-
lo hypersekréciou prozápalových cytokí-
nov u pacientov s depresiou (9). Tieto vý-
skumy teda Boardovu hypotézu jedno-
značne potvrdzujú.  
 
Novšie hypotézy vplyvu antidepresív  

Najnovšie výskumy študujú vnút-
robunkové procesy a ich patológiu, ktorá 
vyúsťuje do narušenia štrukturálnej plasti-
city a bunkovej odolnosti mozgových bu-
niek.  Podľa Dumanovej neurotrofnej hy-
potézy (10) dochádza pod vplyvom stresu 
u depresívnych pacientov k atrofii neuró-
nov alebo k bunkovej smrti. Napriek tomu, 
že v súčasnosti detailné mechanizmy nie 
sú plne objasnené, predpokladá sa, že dô-
ležitú úlohu zohrávajú signálne transdukč-
né cesty pre cAMP a neurotrofné faktory. 
Pozoruhodné je, že sa jedná o rovnaké 
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cesty, aké zohrávajú úlohu v bunkových 
modeloch plasticity neurónov. Z toho vy-
plýva, že atrofia neurónov a ich smrť môže 
byť výsledkom narušenia mechanizmov 
podmieňujúcich neuronálnu plasticitu.  

Podľa Dumanovej teórie dochádza 
okrem neurotrofie aj k významnej prolife-
rácií a maturácií neurónov v určitých ob-
lastiach dospelého mozgu, vrátane hipo-
kampu (10). Neurogenéza je extrémne 
dynamickým procesom a má vplyv na uče-
nie a pamäť, ktoré sú pri depresii naruše-
né. A práve liečba určitými psychofarma-
kami iniciuje neurogenézu, čo sa prakticky 
využíva pri terapii depresie. Existujú dôka-
zy, že SSRI antidepresíva, TCA, IMAO, tia-
neptin a lithium stimulujú neurogenézu 
rovnako ako ECT a repetetívna transkra-
niálna magnetická stimulácia. Ako uvádza 
Manji et al. (11) Dumanova teória  posky-
tuje úplne nový pohľad na mechanizmy 
účinku antidepresív. Podľa uvedených au-
torov  prostredníctvom cAMP dochádza 
k zvýšenej expresii a funkcii transkripčné-
ho faktora CREB, čo vedie k up-regulácií 
špecifických cieľových génov, vrátane gé-
nu pre neurotrofný faktor BDNF. BDNF 
patrí medzi mozgové rastové faktory, kto-
ré sú potrebné nielen pre rozvoj 
a diferenciáciu mnohých neurónov vo vý-
voji mozgu, ale aj na udržiavanie a prežitie 
neurónov v dospelom mozgu (9). BDNF 
podporuje rast serotoninergných 
a noradrenergných vlákien a chráni ich 
pred neurotoxickým vplyvom kortikostero-
idov (12).  Manji et al. (11 ) uvádzajú zvý-
šenáú koncentráciu BDNF a jeho receptora 
TrkB v hipokampe pacientov, ktorí užívali 
antidepresíva alebo prekonali elektrokon-
vulzívnu terapiu. Dnes už vieme, že nie je 
vylúčená expresia BDNF aj pri transkra-
niálnej magnetickej stimulácii. Ako však 
celý proces ochranného pôsobenia anti-
depresív funguje ?  

Chronické podávanie antidepresív 
ako aj ECT zvyšuje expresiu BDNF 
v hipokampe a v kortikálnych neurónoch 

a môžu tak brániť stresom indukovanému 
zníženiu produkcie BDNF. Tento faktor 
pôsobí ako antagonista NMDA receptorov. 
NMDA receptor je zodpovedný za zvýšenú 
dostupnosť glutamátu. Glutamát otvára 
kalciové kanály, vďaka čomu dochádza 
k intracelulárnej autolýze, ktorá sa 
v konečnom dôsledku prejaví na volumo-
metrickej zmene hipokampu. Zmenu ob-
jemu hipokampu vidieť hlavne v jeho api-
kálnej oblasti, inervovanej gabaergnými 
vláknami z gyrus dentatus (13). BDNF ako 
antagonista NMDA receptorov dokáže 
neurotoxickú kaskádu blokovať, vďaka 
čomu je centrom záujmu neurotrofnej 
hypotézy. Jeho úloha je zrejme kľúčová, 
o čom svedčí nález zníženej expresie BDNF 
a jeho receptora TrkB v hipokampe depre-
sívnych suicidujúcich osôb. BDNF však 
nemá vplyv len na hipokampus. 
V poslednej dobe sa študuje aj ako 
ochranný faktor amygdaly pred toxickým 
vplyvom glukokortikoidov (14). 

Naznačená biochemická kaskáda 
by nebola úplná, pokiaľ by sme neuviedli 
napojenie Dumanovej hypotézy na recep-
torové a neurotransmiterové hypotézy. 
Terapeutický efekt moderných antidepre-
sív totiž spočíva vo zvýšení funkcie seroto-
ninergného a noradrenergného systému. 
A práve zmeny v týchto systémoch  spôso-
bujú zvýšenie aktivity transkripčného fak-
tora CREB, čím dôjde k expresii neutrofínu 
BDNF a jeho receptora TrkB, čo 
v konečnom dôsledku vedie k zvýšenej 
plasticite neurónov a k obnove ich bunko-
vých funkcií (15). Duman tak podal exce-
lentné vysvetlenie účinkovania antidepre-
sív a ich ochranný vplyv na neuróny v CNS. 
Zároveň naznačil aj akým smerom sa má 
uberať štúdium procesov atrofie niekto-
rých mozgových štruktúr u pacientov 
s depresiou.  

Z Dumanovej hypotézy vyplýva, že 
za procesmi vedúcimi k atrofii neurónov sa 
skrývajú deje ako chronický stres, dlhodo-
bé zvýšenie hladín glukokortikoidov, hy-
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poglykémia, ischémia, neurotoxíny ako aj 
niektoré vírusové infekcie. Podobne ako 
pri ochrannom pôsobení antidepresív, aj 
pri procesoch atrofie neurónov hrá kľúčo-
vú úlohu BDNF. Expresia BDNF je 
v stresových situáciách znížená, čo dokázal 
výskum vplyvu imobilizačného stresu 
na krysí hipokampus (9). S veľkou pravde-
podobnosťou pôsobí podobne, ak nie rov-
nako, psychosociálny stres na ľudí (12). 
A dodajme, že rovnaký efekt malo dlhodo-
bé podávanie kortizolu, ktoré sa prejavilo 
atrofiou či dokonca smrťou vulnerabilných 
neurónov v hipokampe, hlavne v oblasti 
C3.  

    Dumanova hypotéza má zásadný 
vplyv na ponímanie antidepresívnej liečby. 
Od prístupov k psychofarmakám ako lie-
kom, ktoré zasahujú len na úrovni neuro-
transmiterov, receptorov a membrán, 
k pohľadu na psychofarmaká, ktoré majú 
okrem tejto funkcie aj schopnosť modulo-
vať proces plasticity neurónov 
a ovplyvnenie ich bunkových funkcií. 

Na Dumanovu hypotézu nadviazala 
v roku 2002 neurogénna hypotéza. Tá po-
dobne ako neurotrofná hypotéza zname-
nala úplne nový pohľad na depresiu, ktorú 
do určitej miery vnímala ako neurovývojo-
vú poruchu dospelých. Depresia je podľa 
tejto teórie spojená so zníženou neuroge-
nézou v hipokampe, pričom antidepresíva 
umožňujú túto neurogenézu stimulovať. 
Tu treba podotknúť, že pre formulovanie 
takejto hypotézy bolo potrebné zmeniť 
názor na vznik nových nervových buniek 
nakoľko sa  ich vznik počas života človeka 
nepredpokladal (16). Až v roku 1998 sa 
objavili prvé správy o možnej neurogenéze 
v dospelom mozgu (17).  Eriksson 
a spolupracovníci vtedy dokázali, že 
v ľudskom mozgu dochádza k bunkovej 
genéze a že si tento potenciál mozog udr-
žuje po celý život. Zdroj týchto buniek je 
práve v oblasti gyrus dentatus hippocam-
pi, pričom bunky z tejto oblasti sa môžu 
diferencovať s morfologickými a fenotypo-

vými charakteristikami neurónov. Gyrus 
dentatus hippocampi sa považuje za zatiaľ 
jedinú dokázanú lokalitu mozgu, v ktorej 
bola zaznamenaná neurogenéza granulár-
nych buniek (12). V roku 2003 totiž publi-
kovali Santarelli a spolupracovníci štúdiu, 
v ktorej popísali úlohu kmeňových buniek 
pri antidepresívnej terapii (18). Napriek 
príťažlivosti a elegantnosti neurogénnej 
hypotézy, nebolo kauzálne spojenie neu-
rogenézy a depresie doposiaľ dostatočne 
preukázané. Väčšina vedcov zaoberajúca 
sa touto problematikou pripúšťa, že táto 
hypotéza prispieva k objasneniu hipokam-
pálnych aspektov pri depresii, zároveň 
však dodáva, že nedostatočná hipokam-
pálna neurogenéza v dospelosti sama 
o sebe zrejme nemôže vysvetliť depresiu. 
Vývoj však pokračoval ďalej a v roku 2003 
bola formulovaná hypotéza bunkovej plas-
ticity, ktorá spája neurotrofnú 
a neurogénnu hypotézu do tvrdenia, že 
depresia môže byť spôsobená narušenou 
bunkovou plasticitou, ktorá vedie 
k neprimeraným vzťahom medzi štruktú-
rou a funkciou. Neuroplasticita je defino-
vaná ako schopnosť mozgovej kapacity 
modifikovať svoju štruktúru alebo funkciu 
ako odpoveď na učenie a poškodenie 
mozgu (16). Je to  schopnosť organizmu 
získať informáciu a vytvoriť primerané 
odpovede pre rovnaké alebo príbuzné 
podnety aj v budúcnosti (19). Tento pojem 
je však zatiaľ veľmi menlivý 
a nejednoznačný, keďže zastrešuje zmeny 
od úrovne nervovej bunky a jej časti až po 
adaptačnú schopnosť organizmu ako celku 
(16).  

Neuroplasticita je vysvetľovaná 
pomocou hypotézy, ktorá na neuróny 
v mozgu nazerá ako na súčasť dynamické-
ho procesu. Počas vnútromaternicového 
obdobia sa neuróny vyvíjajú z pluri-
potentných embryonálnych kmeňových 
buniek, neskôr sa diferencujú, vytvárajú 
synapsy a nakoniec odumierajú. Dôležité 
je zistenie, že nervové kmeňové bunky 
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zostávajú aj v dospelom mozgu človeka 
a sú potenciálnym zdrojom nových buniek 
(16). Tu je teda súvis medzi neurogénnou 
hypotézou a plasticitou mozgu. Na plasti-
citu však treba nazerať aj z pohľadu vytvá-
rania nových synáps a neustáleho prepo-
jovania neuronálnej siete (16). 

Je samozrejmé, že tak ako 
v prípade neurochemických hypotéz, ani 
táto hypotéza, ani Dumanova hypotéza 
nevystihujú depresiu ako ochorenie „en 
block“. Zaostrenie pozornosti na hipo-
kampus a limbický systém ako aj  výskum 
neurochemických a štrukturálnych zmien 
v týchto anatomických oblastiach mozgu  
umožňujú kvalitatívne nové nazeranie na 
toto komplikované ochorenie. Zároveň 
poukazujú na ďalšie doteraz málo prebá-
dané aspekty antidepresívnej liečby, ktorej 
efekt podľa najnovších výskumov nie je len 
na úrovni biochemickej harmonizácie neu-
rotransmisie, ale aj na štrukturálnych 
a objemových zmenách niektorých oblastí 
CNS. 
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Dýchací systém je neustále expo-
novaný respiračným patogénom, alergé-
nom a toxínom. Je to jeden z dôvodov, 
prečo si vyvinul účinný spôsob obrany, 
nazývaný mukociliárny transport (MCT). 
Účinnosť tohto obranného reflexu dýcha-
cích ciest (DC) je závislá od koordinovanej 
činnosti ciliárnych buniek, ktoré dokážu 
svojím rytmickým kmitavým pohybom 
odstrániť z DC denne cca 10 ml hlienu. 
Energiu bunky získavajú z ATP mechaniz-
mom, na ktorom participuje intracelulárny 
kalcium-kalmodulínový komplex (Korngre-
en a Priel, 1996). Funkčnosť ciliárneho 
aparátu môže byť ovplyvnená teplotou 
(Jorissen a Bessems, 1995), pH (Clary-
Meinesz et al., 1998), viskoelastickými 
vlastnosťami a objemom hlienovej vrstvy, 
ako aj objemom tekutej vrstvy povrchu DC 
(airway surface liquid; ASL) (Tarran, 2004). 

Dostatočná hydratácia povrchu DC 
je výsledkom vzájomnej činnosti amilorid-
senzitívnych Na+ kanálov (ENaC), trans-
membranózneho regulátora vodivosti pre 
cystickú fibrózu (CFTR) a Ca2+ aktivovaných 
Cl- kanálov (CaCC) (Gallietta et al., 2004; 
Mall, 2008). Narušením rovnováhy 
v dôsledku poruchy absorpcie Na+ a sekré-
cie Cl- iónov dochádza k dehydratácii po-
vrchu DC, ktorá je charakteristickou črtou 
chronickej obštrukčnej choroby pľúc 
(CHOCHP) (Mall et al., 2008; Clunes et al., 
2012) a cystickej fibrózy (CF) (Boucher, 
2007).  

Je dokázané, že cigaretový dym, 
ako jedna z príčin CHOCHP, moduláciou 
činnosti CFTR, poškodzuje sekréciu Cl- ió-

nov. Nedostatočný objem ASL inhibuje 
funkciu cílií, čím zhoršuje odstraňovanie 
hlienu z DC, napomáha obštrukcii DC hlie-
nom, vedie k metaplázii pohárikových bu-
niek a uľahčuje vývoj neutrofilného zápalu 
s bakteriálnou kolonizáciou a emfyzémom 
pľúc. V konečnom dôsledku kolaps steny 
DC znižuje účinnosť mukociliárneho trans-
portu a kašľa (Clunes et al., 2012).  

CF je genetické ochorenie, ktoré je 
pravdepodobne spojené so zlyhaním lo-
kálnej obrany DC. Niektoré štúdie potvrdi-
li, že v priebehu tohto ochorenia baktérie 
ľahšie adherujú k epiteliálnym bunkám 
v dôsledku zvýšenej bunkovej expresie 
gangliozidu (asialoGM1) Saiman a Prince, 
1993), zlyhaniu antimikróbnej funkcie 
(Ganz, 2002) alebo fagocytózy neutrofilov 
(Berger et al., 1989). Patofyziológia ocho-
renia je však výsledkom neschopnosti epi-
telu vylučovať Cl- ióny a regulovať absor-
bciu Na+. Nedostatok periciliárnej tekutiny 
vedie ku akumulácii hyperviskózneho hlie-
nu, ktorý sa nedá odstrániť MCT alebo 
kašľom. Perzistentná prítomnosť baktérií 
v DC a zápal sú príčinou remodelácie steny 
DC s hyperpláziou a metapláziou hlieno-
tvorných žliazok, zmnožením bronchiálnej 
cirkulácie, bronchiektáziami a tvorbou 
parenchýmových cýst, ktoré môžu progre-
dovať až do fibrózy pľúc (Boucher, 2007; 
Livraghi a Randell, 2007).  
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Obr. 1 Poškodenie regulácie hydratácie povrchu dýchacích ciest v patologických podmienkach cystickej fibrózy. V dôsledku neprítomnosti 

alebo poškodenia funkcie CFTR je znížená sekrécia Cl- iónov a sekundárne zvýšená reabsorpcia Na+ iónov v epitely dýchacích ciest.  
ENaC - amilorid-senzitívne Na+ kanály; CFTR - transmembranózny regulátor vodivosti pre cystickú fibrózu; CaCC, ORCC a CLC2 – chlo-
ridové kanály (upravené podľa Zeitlin , 2008). 

 

Menej častým genetickým ochore-
ním v porovnaní s CF je primárna ciliárna 
dyskinéza (PCD). Jej klinický obraz je veľmi 
rôznorodý. Kartagenerov syndróm je kli-
nickým prejavom poškodenia respiračné-
ho traktu. V patofyziológii ochorenia zo-
hráva dôležitú úlohu abnormálna funkcia 
motilných cílií.  Funkčné zmeny sú spojené 
so zmenami frekvencie kmitania, smeru, 
sily a koordinácie pohybov cílií. 
V niektorých prípadoch ide o apláziu, 
kompletnú neprítomnosť cílií (Livraghi 
a Randell 2007). Veľká časť pacientov 
s PCD má  v dôsledku mutácií niektorých 
génov poškodený proteín cílií dyneín, kto-
rý spoločne s mikrotubulmi vytvára funk-
čnú jednotku pohybu cílií (Mitchison et al., 
2012). 

Ciliárna dysfunkcia sa častejšie vy-
skytuje v súvislosti s expozíciou respirač-
ného epitelu mikróbnym patogénom napr. 
Pseudomonas aeruginosa a Haemophilus 
influenzae, ktoré produkujú toxíny, po-
škodzujúce funkciu mukociliárneho apará-
tu. Navyše je pravdepodobné, že zápalové 
mediátory, dokázané u pacientov 

s chronic-kou rhinosinusitídou, sú príčinou 
sekundárneho poškodenia MCT (Gudis et 
al., 2012) 

Ďalším chronickým ochorením, kto-
ré je spojené so zmenami MCT je bron-
chiálna astma. Ide o imunoalergické ocho-
renie, počas ktorého sa mení nielen kvan-
tita, ale aj kvalita produkovaného hlienu. 
Charakteristickou črtou astmy je hypersek-
récia hlienu v dôsledku 2,5- násobne zvý-
šeného počtu pohárikových buniek, nad-
mernej expresie génov pre glykoproteíny 
hlienu, degranulácie pohárikových buniek 
a zvýšenej bronchovaskulárnej permeabili-
ty so zvýšením množstva plazmatických 
proteínov. Všetky spomenuté faktory spo-
ločne s bunkovým detritom menia kvalitu 
hlienu, čím dochádza k jeho sťaženej ex-
pektorácii. Taktiež sa môžu spájať 
s poškodením funkcie cílií. Ciliárna dysfun-
kcia sprevádza stredne ťažký až ťažký stu-
peň astmy, kedy dochádza aj k abnormali-
tám v ultraštruktúre bronchiálneho epite-
lu, spojených s redukciou ciliárnych bu-
niek, defektom mikrotubulov, poškodením 
mitochondrií a vakuolizáciou cytoplazmy 
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(Thomas et al., 2010). Hlien v DC je preto 
akumulovaný a je príčinou obštrukcie DC.  

Keďže náš ústav má nové prístrojo-
vé vybavenie na sledovanie pohybu cílií 
v dýchacom systéme, zahájili sme sériu 
experimentov, venovaných spomenutej 
problematike, t.j. MCT. Zavádzanie nových 

metodík do praxe je vždy spojené 
s množstvom problémov, ktoré je treba 
odstrániť, aby daná metodika bola naozaj 
optimálna. Softvér na monitoring 
a analýzu kinematiky cílií bol pripravený 
kolegami zo Žilinskej univerzity, my sme sa 
orientovali na jej praktickú časť. 

 

 

   
  A    B    C 

Obr. 2  A. Mikroskopický obraz ciliárneho epitelu trachey zdravých morčiat (zväčšenie 600x); B. Analýza frekvencie kmitania cílií za fyziolo-
gických podmienok pomocou softvéra Ciliary analysis. Oblasti záujmu (ROI) sú vyznačené zelenou farbou, príslušná hodnota mediánu 
frekvencie kmitania je vyjadrená v Hz červenou farbou; C. Postanalýza frekvencie kmitania cílií za fyziologických podmienok pomo-
cou softvéru Ciliary analysis. Manuálne označenie ROI, obsahujúcich funkčné cílie, modrou farbou. 

 

V priebehu odberu biologických 
vzoriek z oblasti trachey experimentálnych 
zvierat sme sa snažili o zachovanie štan-
dardných podmienok (teplota in vitro la-
boratória 20 - 24 °C, vlhkosť vzduchu 55 ± 
10 %, teplota fyziologického roztoku a tep-
lota podložného sklíčka 37,5 - 39 °C). Ma-
teriál, ster sliznice trachey, bol cytologic-
kou kefkou nanášaný na podložné sklíčko, 
za účelom prípravy mikroskopického pre-
parátu, vloženého do svetelného mikro-
skopu. Z každej vzorky bolo zaznamena-
ných 10 krátkych videosekvencií pomocou 
vysokorýchlostnej kamery Basler 540KC 
napojenej na počítač (obr. 2A). V priebehu 
vyhodnocovania experimentu sme pomo-
cou softvéru Ciliary analysis získali tzv. 
oblasti záujmu (ROI). Výstupom každej ROI 
bola maximálna (max), minimálna (min), 
priemerná (mean) a najčastejšie sa vysky-
tujúca hodnota (median) frekvencie kmi-
tania cílií. Pri konfrontácii výsledkov so 

zodpovedajúcim videozáznamom sme 
však dospeli k záveru, že program, ktorým 
získame ROI, bude musieť byť ešte modifi-
kovaný. V mnohých prípadoch sa stalo, že 
ROI neobsahovala miesta s prítomnosťou 
funkčných cílií (obr. 2B), alebo spomínané 
oblasti boli zbytočne veľké a obsahovali 
okrem cílií aj veľkú časť epitelu DC. Nieke-
dy boli zaznamenané ROI obsahujúce po-
hyblivé krvné elementy. Tým mohli byť 
skreslené naše konečné výsledky. Nový 
program postanalýzy, v priebehu ktorého 
si mohol výskumný pracovník manuálne 
označiť ROI (obr. 2C), odstránil niektoré 
spomínané nedostatky. Každá postanalýza 
bola realizovaná po predchádzajúcej vizua-
lizácii príslušného videozáznamu, a tak 
vypočítané hodnoty skutočne zodpovedali 
frekvencii kmitania funkčných cílií 
v získanom biologickom materiály.  

Naše získané výsledky budú zákla-
dom pre budúce experimenty, venované 
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problematike MCT, čím rozšírime experi-
mentálne možnosti nášho ústavu v oblasti 
sledovania obranných reflexov DC. 

 
Práca bola podporená nasledovnými pro-
jektami: „Dobudovanie centra experimen-
tálnej a klinickej respirológie II (CEKR II)“, 
„Meranie kinetiky cílií respiračného traktu“ 
a „Podpora rozvoja ľudských zdrojov 
s využitím najmodernejších postupov 
a foriem vzdelávania na JLF UK v Martine“ 
podporené EU a ESF. 
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Základom prežitia a zabezpečenia 
fyziologickej funkcie buniek v organizme 
cicavcov je ich adekvátna saturácia kyslí-
kom a výživnými látkami. Z toho dôvodu 
sú lokalizované vo vzdialenosti maximálne 

100-200 m od kapilár, čo je vzdialenosť, 
do ktorej je schopný kyslík difundovať. Pre 
vyššie organizmy je teda nevyhnutné vy-
tvárať nové krvné zásobenie procesmi 
známymi ako vaskulogenéza (tvorba ciev z 
prekurzorových buniek) alebo angiogené-
za (tvorba ciev z preexistujúcich ciev) (Ax-
nick and Lammert 2012). Tvorba ciev je 
proces primárne sa vyskytujúci počas in-
trauterinného vývoja plodu a je limitovaný 
počas postnatálneho života, kedy, s vý-
nimkou ženského reprodukčného systé-
mu, je väčšinou spojený s patologickými 
procesmi, ktoré môžu byť žiaduce (hojenie 
rán, srdcová ischémia) alebo nežiaduce 
(diabetická retinopatia, rast nádorov) (Po-
tente et al. 2011).  

Angiogenéza je stupňovitý proces 
ovplyvňovaný početnými pozitívnymi a 
negatívnymi regulátormi angiogenézy, 
pričom za fyziologických podmienok je 
ovplyvňovaný hlavne negatívnymi regulá-
tormi. V prípade porušenia jemnej rovno-
váhy medzi pozitívnymi a negatívnymi 
regulátormi angiogenézy môže dôjsť buď k 
zníženej alebo zvýšenej  tvorbe nových 
ciev.  

V poslednej dobe narastá počet 
prác zaoberajúcich sa vzťahom angiogené-
za-rast nádorov-metastázovanie. Pretože 
inhibícia angiogenézy sa javí ako  perspek-
tívny smer v terapii/prevencii nádorov, 
výskum v tejto oblasti sa nevyhol ani prí-

rodným látkam vrátane flavonoidov a 
chalkónov.  

 
Základné kroky angiogenézy 

Ako už bolo povedané, neovaskula-
rizácia je zložitý proces, ktorý je ovplyvňo-
vaný mnohými faktormi a nie je cieľom 
tejto práce sa zapodievať detailami, ktoré 
častokrát ešte nie sú celkom jasné. Z toho-
to dôvodu sú v nasledujúcej časti spome-
nuté iba základné kroky vedúce k tvorbe 
nových ciev.  Nádorové bunky prijímajú 
kyslík a výživu pasívnou difúziou. Pri do-
siahnutí veľkosti asi 2 mm3 tento spôsob 
výživy začína byť nedostatočný a nádor si 
potrebuje vytvoriť kapilárnu sieť, aby mo-
hol pokračovať v raste. Proces angiogené-
zy začína degradáciou extracelulárnej mat-
rice (resp. bazálnej membrány) proteáza-
mi, ktoré sú sekretované aktivovanými 
endoteliálnymi bunkami. Endotelové bun-
ky  proliferujú, čo vedie k vytváraniu vý-
bežkov endoteliálnych ciev do okolitého 
tkaniva. Neskôr sa endotelové bunky for-
mujú a vytvárajú nové rúrkovité štruktúry, 
na ktoré pevne nasadá novovytvorená 
bazálna membrána. V prípade normálnej 
aj patologickej angiogenézy hlavným spúš-
ťačom tohoto procesu je hypoxia. Táto 
indukuje expresiu vaskulárneho endote-
liálneho rastového faktora (VEGF) a jeho 
receptorov cez expresiu tzv. hypoxiou-
indukovateľného faktora (HIF), ktorý kon-
troluje expresiu niektorých génov ako 
napr. génov VEGF, syntázy oxidu dusnaté-
ho (NOS), doštičkového rastového faktora 
(PDGF), angiopoietínu 2 a iných (Carmeliet 
and Jain 2011). VEGF a príbuzné molekuly 
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slúži ako endoteliotropný induktor angio-
genézy. Aktivácia angiogenézy cez špeci-
fické pleiotropné angiogénne faktory ve-
die ku komplexnej aktivácii endotelových 
buniek vrátane aktivácie autokrinného 
rastového regulačného systému, expresie 
cytokínov a receptorov pre rastové fakto-
ry, tvorby adhéznych molekúl. Na rozdiel 
od fyziologickej angiogenézy, nádorová 
angiogenéza je takmer vždy spojená so 
zápalovou reakciou a zápalové bunky ako 
napr. monocyty, makrofágy, trombocyty, 
mastocyty uvoľňujú veľké množstvo an-
giogénnych faktorov, ktoré sa môžu zú-
častniť v procese angiogenézy (Carmi et al. 
2009). 

 
Flavonoidy 

Mechanizmus antiproliferatívneho 
resp. protinádorového účinku flavonoidov 
je relatívne známy a okrem priameho 
cytotoxického účinku zahŕňa aj moduláciu 
širokého spektra transdukčných systémov, 
ktoré v konečnom dôsledku vedú 
k inhibícii rastu nádorovej bunky/nádoru. 
Jednou z posledných oblastí, na ktoré sa 
zameral výskum potenciálne protinádoro-
vých vlastností flavonoidov je ich potenci-
álne antiangiogénny účinok. 

Jako už bolo spomínané, VEGF je 
jeden zo základných pro-angiogénnych 
faktorov. Liu et al. (2005) vo svojej práci 
zistili, že apigenín, jeden z často sa vysky-
tujúcich prírodných flavonoidov inhiboval 
transkripciu VEGF u buniek pľúcneho ná-
doru. Inhibícia aktivácie transkripcie VEGF 
bola sprostredkovaná zníženou expresiou 

HIF-1, ktorý zohráva esenciálnu úlohu 
v počiatočných krokoch neovaskularizácie. 
Autori tieto výsledky potvrdili aj v in vivo 
experimentoch, kde u myšiek po aplikácii 
apigenínu došlo k zníženiu tvorby ciev. 

Apigenín inhiboval tvorbu VEGF a HIF-1 
aj u buniek izolovaných z nádoru ovárií. 
Taktiež inhiboval  expresiu obidvoch fakto-
rov cez PI3K/AKT/p70S6K1 a HDM2/p53 
transdukčný systém. Jedným z ďalších me-

chanizmov, ktorým apigenín môže inhibo-
vať tvorbu nových ciev je supresia aktivá-

cie nukleárneho faktora kapaB (NF-B), 
ktorý reguluje expresiu antiapoptotických 
génov regulujúcich prežívanie buniek. In-

hibícia aktivácie NF-B viedla k zníženej 

expresii NF-B-regulovaných génov, 
z ktorých sa niektoré podieľajú na angio-
genéze (VEGF, matrixová metaloproteiná-
za-MMP, NO-syntáza) (Shukla and Gupta, 
2004). 

Flavopiridol, syntetický flavonoid, 
výrazný inhibítor cyklín-dependentných 
kináz je v súčasnosti v klinickom skúšaní 
ako nádejná protinádorová látka. Okrem 
priameho účinku na nádorové bunky bolo 
zistené, že flavopiridol aj inhibuje angio-
genézu. Newcomb et al.  (2005) preukázali 
schopnosť flavopiridolu inhibovať expresiu 

VEGF a HIF-1 u gliómových buniek. Fla-
vopiridol zároveň inhiboval migráciu ná-
dorových buniek. Tieto in vitro údaje kore-
lovali aj s redukciou vaskularity u myší 
s gliómami, ktorým bol aplikovaný flavopi-
ridol (Gupta et al. 2010). Humánne neu-
roblastómy  produkujú angiogénne pepti-
dy a zvýšená angiogenéza koreluje s ich 
agresívnym správaním sa, so schopnosťou 
metastázovať a so slabou klinickou odpo-
veďou. Rapella et al. (2002) študovali 
schopnosť flavopiridolu inhibovať expresiu 
VEGF indukovanú hypoxiou u buniek neu-
roblastómu a zistili výraznú schopnosť 
flavopiridolu znížiť expresiu VEGF, čo by 
mohlo mať význam pri použití v klinickej 
praxi. 

Protinádorové účinky zeleného  ča-
ju (ZČ) a jeho účinných látok (katechíny) 
bol preukázaný v in vitro aj in vivo pod-
mienkach. V posledných rokoch sa výskum 
zaoberajúci týmto populárnym nápojom 
zameral aj na štúdium schopnosti ZČ zasa-
hovať do procesu angiogenézy. jeden 
z možných mechanizmov ako katechíny 
propagujú svoj antiangiogénny účinok je 
ich schopnosť zabrániť tvorbe komplexu 
VEGF s jeho receptorom a tak zabrániť 
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signálnej ceste tohto proangiogénneho 
faktora. Aplikácia epigalokatechín galátu 
(EGCG) viedla už k spomínanému efektu, 
následkom čoho bola inhibovaná fosfati-
dylinositol-3 kináza (PI3-kináza) ako aj ak-

tivita NF-B a inhibovaná celá signálna 
cesta, čo malo za následok zásah do pro-
cesu angiogenézy (Rodriquez et al. 2006). 
Schopnosť katechínov inhibovať angioge-
nézu študovali aj početní ďalší autori. Oak 
a kol. (2005) zistili, že extrakt ZČ inhiboval 
základné kroky angiogenézy ako napr. 
migráciu a proliferáciu endotelových bu-
niek ale aj expresiu niektorých angiogén-
nych faktorov  (MMP-2, VEGF). Antiangio-
génne účinky boli zistené aj in vivo, keď 
EGCG inhiboval rast nádorov pankreasu 
u myší (Shankar et al. 2012).  

Protinádorové účinky katechínov 
zaujali do tej miery, že sa začala študovať 
aj možnosť ich chemickej modifikácie so 
zámerom zvýšenia ich biologického účin-
ku. Matsubara et al.  (2006) sledovali vplyv 
konjugácie s mastnými kyselinami na úči-
nok katechínov. Acyl-katechín a katechín 
konjugovaný s kyselinou steárovou inhibo-
vali DNA polymerázu a zároveň aj proces 
angiogenézy. O preventívnom účinku ZČ, 
jeho mechanizmoch účinku ako aj 
o význame pre ľudské zdravie širšie pojed-
náva vo svojej práci Yang a spoluautori 
(2009). 

V poslednej dobe je venovaná veľ-
ká pozornosť sóji a jej potenciálne proti-
nádorovým účinkom. Bolo dokázané, že 
v tomto smere zohráva najvýznamnejšiu 
úlohu izoflavonoid genisteín. Okrem už 
vyššie spomínaného protinádorového 
efektu bolo preukázané, že časť týchto 
účinkov môže byť sprostredkovaná schop-
nosťou inhibovať neovaskularizáciu. 

Su a spoluautori (2005) študovali 
vplyv genisteínu a ďaších izoflavonoidov zo 
sóje na pro- a antiangiogénne faktory. 
Zistili, že genisteín v závislosti na dávke 
znižoval expresiu/uvoľňovanie VEGF, 
MMP-2 a MMP-9, trombocytami uvoľňo-

vaného rastového faktora. Na druhej stra-
ne zvyšoval aktivitu antiangiogénnych fak-
torov ako napr. endostatín, angiostatín, 
trombospondín-1. tento účinok preukázali 
v in vitro ako aj v in vivo podmienkach. 
Účinok genisteínu však zahŕňa aj ďalšie 
mechanizmy. Ako sa domnievajú Buchler 
et al. (2004), antiangiogénny účinok genis-
teínu by mohol byť sprostredkovaný inhi-
bíciou tvorby hypoxiou-indukovaného HIF, 
ktorý je hlavným regulátorom aktivity 
VEGF. Vo svojej práci sledovali vplyv genis-
teínu na sekréciu VEGF za hypoxických 
podmienok u buniek nádoru z pankreasu. 
Zistili, že genisteín v dávkovej závislosti 
inhiboval aktivitu HIF-1, čo viedlo 
k zníženej sekrécii VEGF. 

Genisteín, ako bolo zistené, priamo 
ovplyvňuje transkripciu niektorých génov, 
ktoré majú súvis s nádorovou angiogené-
zou. U buniek z nádora prostaty bolo zis-
tené, že genisteín znižuje transkripciu gé-
nov pre MMP-9, VEGF, TGF a iných, čím 
zasahuje do nádorovej angiogenézy ale aj 
do metastázovania a invazivity nádoru. Na 
základe týchto výsledkov sa autori práce 
domnievajú, že genisteín môže zohrávať 
vážnu úlohu v prevencii nádorov prostaty 
(Li a Sarkar, 2002). Najnovšie výskumy 
poukázali na ďalšie možné mechanizmy 
antiangiogénneho účinku genisteínu. Ge-
nisteín indukovbal apoptózu endoteliál-
nych buniek stimulovaných VEGF-om 
a taktiež inhiboval produkciu a aktivitu 
MMP. Zároveň inhiboval aktiváciu niekto-
rých signálnych dráh (JNK, MAPK) ako aj 
aktiváciu proteín kináz (Yu et al. 2010).  

Štúdium potenciálneho antiangio-
génneho účinku sa samozrejme týkalo aj 
celého spektra ďalších flavonoidov. Pri 
štúdiu vzťahu antiangiogénny účinok-
štruktúra Kim et al. (2006) zistili, že schop-
nosť inhibovať angiogenézu ako aj schop-
nosť inhibovať expresiu adhéznych mole-
kúl aktivovanými endotelovými bunkami 
nemá priamy súvis s počtom –OH skupín 
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ako to je pri antioxidačnom účinku flavo-
noidov. 

Jedným z možných cieľov pri anti-
angiogénnom účinku flavonoidov može 
byť HIF. Flavonoidy ako napr. izoramnetín, 
luteolín alebo kvercetín inhibovali jeho 
expresiu v mikrogramových množstvách 
(Hasebe et al. 2003). Antiangiogénny po-
tenciál kvercetínu potvrdili aj Tan et al.  
(2003). Zistili, že kvercetín inhiboval zá-
kladné kroky angiogenézy ako je proliferá-
cia endotelových buniek, ich migrácia, 
formovanie mikrokapilár pri použití HU-
VEC. Antiangiogénny účinok kvercetínu bol 
potvrdený aj v in vivo štúdiách, kde kver-
cetín efektívne inhiboval tvorbu kapilár na 
chorioallantoidnej membráne kuracích 
embryí. Okrem toho kvercetín inhiboval aj 
jeden z ďalších proangiogénnych faktorov 
–MMP-2. 

Pre kvercertín bude platiť tá istá 
skutočnosť ako pre mnohé iné flavonoidy: 
jeho antiangiogénny účinok bude pozostá-
vať z ovplyvnenia viacerých  kľúčových 
krokov angiogenézy. Potvrdením tohto 
tvrdenia je aj skutočnosť, že kvercetín zá-
sahom do signalizačnej cesty sprostredko-
vanej aktiváciou receptora pre epidermál-
ny rastový faktor (EGFR) inhiboval tyrozín-
kinázu, následkom čoho bola znížená sek-
récia MMP (Lee et al. 2004). 

Prísľubom  do budúcnosti može byť 
aj skutočnosť, že kvercetín môže potenco-
vať účinok látok používaných v súčasnej 
terapii nádorových ochorení. Ma et al. 
(2004) kombinovali tamoxifén 
s kvercetínom u myší, ktorým boli apliko-
vané bunky nádorov prostaty. Zistili, že 
kombinácia obidvoch látok mala lepší te-
rapeutický účinok ako bol pozorovaný 
u jednotlivých látok. Okrem samotného 
antiproliferatívneho účinku autori zistili 
znížený expresiu VEGF ako aj zníženú den-
zitu mikrokapilár, čo svedčí 
o antiangiogénnom účinku vyššie spomí-
nanej kombinácie.  

V našich experimentoch s flavono-
idmi sme zistili, že zmes flavonoidov signi-
fikantne inhibovala niektoré kroky angio-
genézy ako napríklad migráciu endotelo-
vých buniek, tvorbu mikrokapilár alebo 
expresiu MMP (Mojžiš et al. 2008). Pri 
porovnávaní antiangiogénneho účinku 
rôznych flavonoidov sme zistili, že kverce-
tín v porovnaní s chryzínom a 3-hydro-
xyflavónom vykazoval signifikantne výraz-
nejší účinok na endotelové bunky (Pilátová 
et al. 2010).  

 
Chalkóny 

Chalkóny sú metabolické prekurzo-
ry flavonoidov vo vyšších rastlinách a po-
dobne ako flavonoidy majú široké spek-
trum biologických účinkov vrátane proti-
nádorových (Repanas et al. 2012). 

Jedným z možných mechanizmov 
protinádorového účinku chalkónov môže 
byť aj ich antiangiogenny účinok. Nam et 
al. (2003) študovali antiangiogénny účinok 
novosyntetizovaných 2',5'-
dihydroxychalkónov. Niektoré z nich vyka-
zovali výrazný cytotoxický účinok u buniek 
HUVEC. Najvýraznejší účinok bol popísaný 
u 2-chloro-2',5'-dihydroxychalkónu, ktorý 
okrem cytotoxického účinku tiež inhiboval 
tvorbu mikrokapilár in vitro. Neskô Bertl a 
spoluautori (2004) študovali potenciálne 
antiangiogenny účinok xantohumolu a 
izoxantohumolu, chalkónov prítomých v 
chmeli, a zistili, že v in vitro podmienkach  
xantohumol inhiboval tvorbu mikrokapilár 
(IC50 = 2,2 μmol.l-1). Inhibičný účinok 
izoxantohumolu bol slabší. Obidva 
chalkóny taktiež inhibovali migráciu en-
dotelových buniek v koncentráciách 0,03 
resp. 0,6 μmol.l-1. Xantohumol blokoval 
angiogenézu aj v in vivo podmienkach. 
Subkutánn aplikácia tohto chalkónu počas 
7 a 14 dní viedla k inhibícii rastu nádorov 
mliečnej žľazy o  46% resp. 83% v porov-
naní s neliečenou skupinou. Súčasne 14 
dňová aplikácia xantohumolu viedla k 
zníženiu neovaskularizácie o 33% v porov-
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naní s kontrolnou skupinou (Gerhauser 
2005). Neskôr bolo zistené, že xantohumol 
ovplyvňoval NFκB a Akt signálnu transduk-
ciu u endoteliálnych buniek, čo poukazuje 
na skutočnosť, že komponenty týchto 
bunkových signálnych ciest by mohli byť 
cieľové molekuly v mechanizme účinku 
xantohumolu. Tento chalkón taktiež inter-
feruje s ďalšími krokmi angiogenézy ako 
napr. invazivita a migrácia endotelových 
buniek, rast a formovanie mikrokapilár 
(Albini et al.  2006). Xantohumol taktiež 
redukukoval sekréciu VEGF a znižoval in-
vazivitu a produkciu MMP u leukemických 
bunkových línií, čo (ako sa autori domnie-
vajú) by mohlo znížiť riziko život ohrozujú-
cich komplikácií ako sú leukostáza alebo 
tkanivová infiltrácia u leukemických pa-
cientov (Dell'Eva et al. 2007). 

Likochalkón E, retrochalkón izolo-
vaný z koreňov Glycyrrhiza inflata, bol 
popísaný ako mohutný induktor apoptózy 
u endotelových buniek. Aj keď presný me-
chanizmus tohto účinku nie je známy, au-
tori sa domnievajú, že môže byť výsled-
kom modulácie NF-kappaB a proteínov 
Bcl-2 rodiny (Chang et al. 2007). Antian-
giogénny účinok chalkónov v in vitro ako aj  
in vivo podmienkach potvrdili aj Lee et al. 
(2006). 2'-hydroxy-4'-metoxychalkón 
potláčal angiogenézu na chorioallantoid-
nej membráne kuracích embryí ako aj u 
myší. Podobne 2',4'-dihydroxy-6'-metoxy-
3',5'-dimetylchalkón extrahovaný zo su-
chých kvetov Cleistocalyx operculatus po-
užívaných v tradičnej čínskej medicíne 
blokoval angiogenézu in vitro aj in vivo. V 
in vitro podmienkach reverzibilne inhibo-
val fosforyláciu tyrozínkináz VEGF recepto-
ra. Taktiež inhiboval aktiváciu signálnych 
ciest MAPK and Akt. Systémová aplikácie 
tohto chalkónu viedla k inhibícii rastu sub-
kutánnych nádorov u experimentálnych 
zvierat so súčasným poklesom denzity ciev 
v nádoroch (Zhu a kol., 2005). 

Naše výsledky taktiež potvrdzujú 
antiangiogénny účinok chalkónov. Zistili 

sme, že syntetický analóg chalkónu (E-2-
(40-metoxybenzylidén)-1-benzosuberón 
v netoxických koncentráciách inhiboval 
migráciu endotelových buniek, expresiu 
MMP-9 a sekréciu VEGF (Pilátová et al. 
2010). Výrazný in vitro a in vivo antiangio-
génny účinok sme zistili aj u 4-
hydroxychalkónu, ktorý potláčal početné 
kroky angiogenézy vrátane proliferácie 
endotelových ciev, migrácie a tvorby mik-
rokapilár. Okrem toho 4-hydroxychalkón 
inhiboval fosforyláciu (ERK)-1/-2 a Akt ki-
náz indukovanú rastovými faktormi. Vý-
razný antiangiogénny účinok tohto chal-
kónu bol potvrdený aj v in vivo podmien-
kach, keď signifikantne inhiboval tvorbu 
mikrokapilár na chorioalantoickej mem-
bráne kurčiat (Varinská et al. 2012). 

  
Práca bola podporovaná Agentúrou na podpo-
ru výskumu a vývoja na základe zmluvy č. 
APVV-0325-07 a SEPO-II (ITMS kód: 
26220120039). 
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Syndróm aspirácie mekónia (MAS) 
MAS je jednou z najčastejších príčin 

respiračného zlyhávania novorodencov 
narodených v termíne alebo po termíne. 
Prvá stolica novorodenca (mekónium) sa 
môže dostať do pľúc počas prvých vdychov 
novorodenca, ale k aspirácii môže dôjsť aj 
intrauterinne, napr. ako reakcia na stres 

spojený s fetálnou asfyxiou 4. Na vzniku 

MAS sa podieľa viacero patomechanizmov 
(Obr. 1): obštrukcia dýchacích ciest (DC), 
neinfekčná pneumónia, inaktivácia surfak-
tantu, pľúcna vazokonstrikcia, či porucha 
samočistiacich mechanizmov pľúc, pričom 
ich podiel ako aj otázka iniciálneho me-
chanizmu zodpovedného za spustenie 
MAS sú predmetom diskusií. 

 

 
 
Obr. 1 Prehľad patomechanizmov MAS 

 
Sled dejov pri MAS je možné 

z časového hľadiska rozdeliť na 2 fázy. 
Včasné zmeny vyplývajú z obštrukcie veľ-
kých dýchacích ciest, čo vedie ku zvýšeniu 
odporu pľúc a funkčnej reziduálnej kapaci-
ty, zníženiu poddajnosti pľúc, hypoxémii, 
hyperkapnii a acidóze. Neskoré zmeny sú 
spôsobené postupom mekónia do stred-

ných a malých dýchacích ciest 32. Rozví-
jajú sa zápalové zmeny a inaktivácia pľúc-
neho surfaktantu a nastupuje kolaps dý-

chacích ciest a alveol 6, 22. 
V samotnom mekóniu sa nachádza-

jú látky, ako napr. interleukíny (IL)-1β, -6, -

8 a TNFα 7, ktoré zvyšujú chemotaxiu 
neutrofilov a podporujú ich prestup cez 
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alveolokapilárnu membránu. Okrem toho 
môžu látky prítomné v mekóniu (PLA2, soli 
žlčových kyselín, bilirubín, cholesterol, 
voľné mastné kyseliny, hém atď.) zinten-
zívniť zápalovú reakciu stimuláciou tvorby 
bioaktívnych látok vrátane cytokínov a 

ROS v neutrofiloch 28 a makrofágoch 5, 
ale aj v endotelových a epitelových bun-
kách (Obr. 2). Uvoľnenie prozápalových 

látok (TNF, interleukínov, prostaglandí-
nov, leukotriénov, PAF atď.) 
z aktivovaných buniek, aktivácia komple-
mentu, aktivácia koagulácie a iné vedú 
k deštrukcii bazálnych membrán endotelu 
a epitelu, prieniku tekutiny, bielkovín 
a buniek z krvi do alveol a k aktivácii ďal-
ších mechanizmov podieľajúcich sa na po-
škodení pľúc. 

 

 
 
Obr. 2 Schéma zápalovej odpovede na prítomnosť mekónia v pľúcach. 

 
Z uvedeného vyplýva, že zápal, 

pľúcny edém, pľúcna vazokonstrikcia 
a bronchokonstrikcia ako kľúčové patome-
chanizmy MAS predstavujú vhodný cieľ 
pre podanie protizápalových látok, ako sú 
napr. inhibítory fosfodiesteráz. 

 
Farmakologické vlastnosti inhibítorov 
fosfodiesteráz  

Fosfodiesterázy (PDE) predstavujú 
rodinu enzýmov – fosfohydroláz, ktoré sú 
schopné katalyzovať hydrolýzu 3` cyklic-
kých fosfátových väzieb cyklického 3`,5` 
adenozín (cAMP) a/alebo guanozín mono-
fosfátu (cGMP). Keďže každý typ buniek 
dokáže produkovať viacero rôznych pod-
typov fosfodiesteráz, ich pôvod 

a lokalizácia je považovaná za hlavný regu-
lačný mechanizmus koncentrácie cyklic-
kých nukleotidov v príslušných bunkách. 
Prehľad účinkov jednotlivých fosfodieste-
ráz a ich inhibítorov je uvedený v Tab. 1. 

 
Neselektívne PDE inhibítory 

Predstaviteľmi neselektívnych PDE 
inhibítorov sú xantínové deriváty alebo 
metylxantíny (MTX). MTX sa ako prirodze-
né purínové alkaloidy nachádzajú 
v niektorých rastlinách. Najznámejšie sú 
trimetylxantín kofeín, u ktorého prevažujú 
centrálne (psychostimulačné) účinky a 
dimetylxantíny teofylín a teobromín, u 
ktorých prevládajú periférne účinky (bron-
chodilatačné a kardiostimulačné).  

 
Tab. 1. Funkcie jednotlivých rodín PDE (upravené podľa 3).   

mekónium
(PLA2, IL-1β, IL-6, IL-8, TNFα)

influx neutrofilov a makrofágov

 prozápal. cytokíny

(IL-1β, IL-6, IL-8, 
IL-13, TNFα atď.)

 IL-10

aktivácia 
komplementu

 expresia

PLA2, iNOS, COX-2

 apoptóza
epitelových buniek

 ROS

 proteolytické
enzýmy

 PG, LT, TXA2

 PAF
 ET-1
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PDE rodina Funkcia 

PDE1 PDE1A - regulácia kontrakcie cievneho hladkého svalu, funkcia spermií 

PDE1B - zapojenie do dopamínergnej transmisie, vplyv na prežívanie a aktiváciu imunitných buniek  

PDE1C - nevyhnutná na proliferáciu cievnej hladkej svaloviny, regulácia funkcie spermií a neurónov  

PDE2 PDE2 - sprostredkovanie prepojenia medzi metabolizmom cGMP a cAMP, regulácia sekrécie aldosteró-

nu z nadobličky, fosforylácie Ca
2+

 kanálov v srdci prostredníctvom cAMP a PKA, cGMP v neurónoch, 

dlhodobej pamäti a bariérovej funkcie endotelových buniek v podmienkach zápalu  

PDE3 PDE3A - regulácia kontraktility myokardu, agregácie doštičiek, kontrakcie hladkej svaloviny ciev 

a dýchacích ciest, dozrievania oocytu a uvoľňovania renínu 

PDE3B - mediácia odpovede na inzulín (najmä antilipolytického účinku), regulácia bunkového cyklu, 

mediácia inhibičného účinku leptínu a iných vplyvov na uvoľňovanie inzulínu a renínu  

PDE4 PDE4 - úloha v rôznych procesoch takmer vo všetkých tkanivách, vrátane mozgových funkcií, aktivácie 

monocytov a makrofágov, infiltrácie neutrofilov, proliferácie buniek hladkej svaloviny ciev, fertility, 

vazodilatácie a kontraktility myokardu   

PDE5 PDE5 - regulátor hladkej svaloviny ciev, najmä penisu a pľúc, zapojenie do mediácie NO-cGMP 

v doštičkách (kontrola zrážania krvi), úloha v regulácii cGMP mediácie v mozgu   

PDE6 PDE6 - zapojenie do signálnych prenosov a fotoreakcií v oku, regulácia uvoľňovania melatonínu  

PDE7 PDE7 - úloha pravdepodobne v aktivácii T-buniek a ďalších zápalových buniek  

PDE8 PDE8 - úloha v aktivácii T-buniek a vo funkcii spermií a Leydigových buniek   

PDE9 PDE9 - úloha zatiaľ neznáma, vplyv na signálnu dráhu NO-cGMP v mozgu  

PDE10 PDE10A - regulácia cGMP v mozgu, úloha v procesoch učenia a pamäti (?)  

PDE11 PDE11 - úloha pravdepodobne vo vývoji  funkcii spermií  

 
Teofylín má relatívne malú terape-

utickú šírku, pričom za bezpečnú sa pova-
žuje dávka, ktorá zabezpečí plazmatické 
hladiny v rozmedzí 10-15 mg/l. Bronchodi-
latačný efekt sa dostavuje pri vysokých 
koncentráciách teofylínu v plazme (>10 
mg/l), kým protizápalový účinok je možné 
pozorovať pri nižších koncentráciách (5-10 
mg/l). V súčasnosti sa teofylín používa 
najmä v liečbe chronickej obštrukčnej 
bronchopulmonálnej choroby (COPD) a 

astmy 1.  
Presný mechanizmus pôsobenia 

xantínových derivátov je stále predmetom 
diskusií. Teofylín ako neselektívny PDE 
inhibítor zvyšuje hladiny cAMP a cGMP 
v bunkách, čo vedie ku bronchodilatácii a 
vazodilatácii (Obr. 3). 

Okrem toho teofylín znižuje množ-
stvo vápnika, acetylcholínu a monoamínov 
v bunkách a znižuje uvoľňovanie a účinok 
rôznych mediátorov zápalu a bronchokon-

strikcie vrátane prostaglandínov. Vďaka 
podobnej štruktúre sú teofylín a ostatné 
MTX deriváty aj antagonistami adenozíno-
vých (purínergických) receptorov. Adeno-
zín je signálny nukleozid s rôznorodými 
účinkami. V dýchacích cestách spôsobuje 
bronchokonstrikciu a chronický zápal a 
moduluje činnosť neutrofilov, eozinofilov, 
lymfocytov a makrofágov. Keďže adenozín 
je aj silný bronchokonstriktor, ktorý uvoľ-
ňuje histamín a leukotriény pri astme, ale 
napr. aj pri hypoxémii, teofylín ako kom-
petitívny inhibítor adenozínových recepto-
rov spôsobuje bronchodilatáciu. Okrem 
toho teofylín podporuje aktivitu mastocy-
tov a bazofilov, zvyšuje tvorbu surfaktantu 
a mukociliárny transport a zlepšuje vychy-

távanie ROS 1, 29. Blokáda adenozíno-
vých receptorov sa považuje za jeden 
z najdôležitejších mechanizmov pôsobenia 
teofylínu. 
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Obr. 3 Schéma pôsobenia teofylínu na fosfodiesterázy. R: receptor, Gs: stimulačný G proteín, AC: adenylát-

cykláza, GC: guanylátcykláza, PK: fosfokináza. 

 
Aminofylín je zmesou teofylínu a 

etyléndiamínu v pomere 2:1. Ako už bolo 
uvedené vyššie, teofylín ako neselektívny 
PDE inhibítor zvyšuje vnútrobunkové hla-
diny cAMP a cGMP, čo vedie k bronchodi-
latácii a pľúcnej vazodilatácii ako aj k nie-
ktorým protizápalovým účinkom. Ďalšia 
časť molekuly aminofylínu, etyléndiamín, 
zvyšuje účinnosť teofylínu zvýšením jeho 
rozpustnosti. Etyléndiamín je zároveň aj 
vysoko účinnou antioxidačnou látkou 
schopnou vychytávať hydroxylové radikály 
(OH.) a kyselinu chlórnu (HOCl) in vivo, a 

tak znížiť oxidačné poškodenie tkanív 13. 
V klinickej praxi sa aminofylín používa 
najmä pre svoje bronchorelaxačné a proti-
zápalové účinky ako aj pre schopnosť sti-

mulovať dýchanie 1, 24. 
Pentoxifylín tiež patrí do skupiny 

dimetylxantínov. Keďže má výborné he-
moreologické vlastnosti, znižuje agregáciu 
trombocytov a tvorbu trombov a zlepšuje 
prietok periférnymi cievami, používa sa 
v liečbe intermitentných klaudikácií a 
vaskulárnej demencie. Podobne ako teofy-
lín, aj pentoxifylín funguje ako neselektív-
ny PDE inhibítor (zvyšuje cAMP) a antago-
nista adenozínových receptorov. Aktivuje 

tiež PKA, inhibuje syntézu TNF a leuko-

triénov a redukuje zápal 8, 23.  
Vlastnosti MTX derivátov sa môžu 

líšiť podľa schopnosti ovplyvniť jednotlivé 
skupiny fosfodiesteráz či podľa stupňa 
interakcie s adenozínovými receptormi. 
Napríklad pentoxifylín a aminofylín vyka-
zujú značnú antioxidačnú kapacitu. Amino-
fylín redukoval nahromadenie neutrofilov 
v pľúcach, znížil peroxidáciu lipidov, hladi-
ny IL-8 a TNFα a zlepšil oxygenáciu u paci-
entov počas náhrady srdcovej chlopne 

14. Pentoxifylín znížil tvorbu oxidantov 
neutrofilmi po expozícii TNFα v in vitro 

podmienkach 33. 
Systémové podanie metylxantínov 

však môže byť spojené aj s nežiaducimi 
účinkami na kardiovaskulárne parametre, 
ako je hypertenzia, tachykardia a riziko 

vzniku arytmií 9, 15. 
 

Selektívne PDE inhibítory 
Rôzne formy (podtypy) PDE sú spo-

jené s rozličnými bunkami, a teda aj funk-
ciami organizmu ako aj s patologickými 
stavmi. Na základe toho sa predpokladá, 
že selektívne inhibítory jednotlivých izofo-
riem PDE dokážu cielene ovplyvniť rôzne 
funkcie a patologické stavy bez výraznej-

 

↓ zápal 

Teofylín 
Agonista 

napr. ANP 

Agonista 

napr. β2 

Relaxácia 
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ších nešpecifických vedľajších účinkov. 
V ovplyvnení ochorení dýchacích ciest sa 
skúmajú najmä inhibítory PDE-4 a PDE-5 
podtypov, menej PDE-3 a PDE-7 podtypov. 

PDE-4 inhibítory špecificky hydro-
lyzujú cAMP. Exprimujú sa napr. v T- a B-
lymfocytoch, eozinofiloch, neutrofiloch, 
epitelových bunkách dýchacích ciest 

a endotelových bunkách 10, z čoho vy-
plýva ich protizápalový a imunomodulačný 

efekt 25.  
PDE-5 inhibítory sú degradačnými 

enzýmami cGMP o.i. aj v hladkej svalovine 
pľúcych ciev a dýchacích ciest, čo vedie 
k redukcii pľúcnej vaskulárnej rezistencie, 
poklesu pľúcnej hypertenzie a potlačeniu 

cievnej remodelácie 26. Okrem toho 
majú PDE-5 inhibítory aj protizápalové 
pôsobenie podobné PDE-4 inhibítorom 

31. 
PDE-3 hydrolyzuje cAMP. V klinike 

sa PDE-3 inhibítory používajú najmä ako 
neglykozidové kardiotoniká, majú však aj 
priamy relaxačný účinok na hladkú svalo-
vinu dýchacích ciest, pôsobia na alveolár-
ne makrofágy a trombocyty a majú antitu-

sické 21 a protizápalové 11 účinky. 
 

Použitie PDE inhibítorov v liečbe MAS 
Keďže izoformy PDE-3, PDE-4 a 

PDE-5 môžu vzhľadom na svoje prozápalo-
vé vlastnosti zohrávať určitú úlohu aj v 
patogenéze MAS, dá sa predpokladať, že 
použitie neselektívnych, ale aj selektívnych 
PDE inhibítorov by mohlo byť prospešné aj 
v liečbe MAS. 

 
Neselektívne PDE inhibítory v liečbe MAS 

Pri in vitro inkubácii s mekóniom 
podanie pentoxifylínu inhibovalo degranu-
láciu polymorfonukleárov a znížilo produk-

ciu TNF 30. V in vivo experimentoch u 
prasiatok s MAS pentoxifylín zlepšil lokál-
ne ventilačno-perfúzne pomery a zabránil 

zvýšeniu TNF, proteínov a alveolárnych 
makrofágov v BAL tekutine, ale neo-

vplyvnil akumuláciu neutrofilov v pľúcach 

12. 
Liečba aminofylínom v našich ex-

perimentoch výrazne zlepšila respiračné 
parametre v porovnaní s neliečenou sku-
pinou zvierat. Aminofylín znížil pľúcnu 
vaskulárnu rezistenciu vyjadrenú percen-
tom pravo-ľavých pľúcnych skratov a cen-
trálnym venóznym tlakom a zlepšil oxyge-
náciu. Okrem toho zmiernil pľúcny zápal a 
edém, znížil reaktivitu tracheálneho hlad-
kého svalu na histamín a znížil počet neut-
rofilov v pľúcach ako aj oxidačné poškode-
nie pľúc v porovnaní s neliečenými zviera-

tami s MAS 19. Významné zlepšenie nie-
ktorých pľúcnych funkcií bolo pritom mož-
né pozorovať už 30 min. od podania lieč-
by. 

Okrem priaznivých účinkov na 
pľúcne funkcie a zápal sme u králikov 
s MAS pozorovali aj pomerne závažné kar-
diovaskulárne účinky aminofylínu. Už po-
čas podávania, ale najmä v priebehu 5 
min. po i.v. podaní aminofylínu králikom s 
MAS sme zistili zvýšenie tlaku krvi a frek-
vencie srdca spolu so zvýšením niektorých 
parametrov variability frekvencie srdca 
(VFS) charakterizujúcich predovšetkým 

parasympatikovú aktivitu 20.  
Existuje niekoľko možností, ako 

znížiť výskyt nežiaducich účinkov aminofy-
línu resp. teofylínu. Prvou možnosťou je 
použiť nižšie dávky liečiva. V našich expe-
rimentoch sme porovnávali terapeutický 
efekt vysokej (2 mg/kg) a nízkej (1 mg/kg) 
dávky aminofylínu na pľúcne funkcie. Zistili 
sme, že zlepšenie niektorých respiračných 
parametrov (oxygenácia, redukcia pľúcne-
ho edému, zníženie pravo-ľavých skratov) 
bolo výraznejšie po podaní vyššej dávky, 
na druhej strane pokles niektorých marke-
rov oxidačného stresu (markerov oxidácie 
proteínov) a tiež ovplyvnenie reaktivity 
pľúcneho tkaniva na bronchokonstrikčné 
mediátory boli výraznejšie po podaní níz-

kej dávky aminofylínu 17. Pri porovnaní 
kardiovaskulárnych účinkov sme ale vý-
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raznejšie rozdiely medzi podaním vysokej 
a nízkej dávky aminofylínu u zvierat s MAS 
nepozorovali (Mokrá et al. v tlači). 

Ďalšou možnosťou je použiť amino-
fylín v kombinácii s vhodným liečivom, 
napr. s glukokortikoidom. Aditívny účinok 
oboch podaných liečiv by umožnil podať 
nižšie dávky a tým znížiť aj výskyt nežiadu-
cich účinkov. V našich experimentoch sme 
porovnávali efekt podania aminofylínu 
a kombinácie aminofylínu s i.t. podaným 
glukokortikoidom budezonidom. Zistili 
sme, že uvedená kombinácia výraznejšie 
zlepšila pľúcne funkcie zvierat s MAS, 
zmiernila zápal, pľúcny edém a oxidačný 
stres ako samotný aminofylín. Navyše na 
rozdiel od aminofylínu kombinácia amino-
fylínu s budesonidom mala len minimálne 
nežiaduce účinky na kardiovaskulárny sys-

tém 16. 
Znížiť možný výskyt nežiaducich 

účinkov na KVS parametre by mohlo aj 
podanie selektívnych PDE inhibítorov na-
miesto neselektívnych, ktoré by teoreticky 
mohli mať menej nežiaducich účinkov. 
Tento predpoklad sa ale nepotvrdil 
v prípade i.v. podania PDE-3 inhibítora 
olprinonu v našich pokusoch, kde aminofy-
lín aj olprinon vykazovali podobné účinky 
na kardiovaskulárne parametre (Mokrá et 
al. v tlači). 

 
Selektívne PDE inhibítory v liečbe MAS 

V liečbe MAS boli zatiaľ testované 
len niektoré PDE-5 a PDE-3 inhibítory. 
Liečba sildenafilom u prasiatok s MAS 
zvrátila zvýšenie tlaku v a. pulmonalis už 1 
hod. po podaní liečby, a to bez ovplyvne-

nia systémovej cirkulácie 27. Podanie 
milrinonu, selektívneho PDE-3 inhibítora, 
zlepšilo oxygenačný index a prežívanie u 4 

pacientov s MAS 2. 
Iný PDE-3 inhibítor – olprinon - 

zlepšil pľúcne funkcie zvierat s MAS, 
zmiernil pľúcny edém, znížil počet neutro-
filov prenikajúcich do pľúc a znížil tiež per-
cento pravo-ľavých pľúcnych skratov 

(Mokrá et al. v tlači). Pri analýze markerov 
oxidačného stresu v mitochondriách pľúc 
sme po liečbe olprinonom zistili signifi-
kantný pokles koncentrácií väčšiny sledo-
vaných markerov oxidácie lipidov 
i proteínov v homogenáte pľúcneho tkani-
va, ako aj v izolovaných mitochondriách 

pľúc 18. 
 

Záver 
Vzhľadom na kľúčovú úlohu zápalu, 

oxidačného stresu, edému a pľúcnej vazo-
konstrikcie v patogenéze MAS predstavujú 
PDE inhibítory perspektívnu farmakologic-
kú skupinu. Úlohou ďalších štúdií 
v budúcnosti bude preskúmať vhodnosť, 
dávkovanie a tiež možné nežiaduce účinky 
jednotlivých neselektívnych, ale aj selek-
tívnych PDE inhibítorov a zvážiť ich možné 
použitie v rámci liečby MAS. 

  
Podporené grantom VEGA č. 1/0030/11 
a 1/0057/11. Práca bola podporená projektom 
"Dobudovanie centra experimentálnej a klinic-
kej respirológie" spolufinancovaným zo zdrojov 
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Úvod 
Oxidačný stres (OS) je súčasťou 

mnohých patofyziologických porúch 
a doprevádza klinické stavy akými sú zá-
pal, ischemicko-reperfúzne poškodenie, 
diabetes, malígny rast a iné (Droge  2002). 
Dôležitú úlohu  v OS hrajú profesionálne 
fagocyty s prevahou polymorfonukleár-
nych leukocytov produkujúcich reaktívne 
metabolity kyslíka (RMK) a to ako pri fa-
gocytóze, tak aj pri poškodení tkanív 
a orgánov (Valko et al.2007). Napriek to-
mu, že poznáme prirodzené aj farmakolo-
gické antioxidanty, stále nepoznáme prí-
činy a podstatu OS a terapeuticky skôr 
ovplyvňujeme dôsledky ako jeho príčiny. 

V ostatnom čase sa venuje pozor-
nosť prírodným antioxidantom, z ktorých 
mnohé sú jednak súčasťou dennej stravy, 
jednak sa vyznačujú nízkou toxicitou 
(Rahman et al. 2006).Z nich dôležitú sku-
pinu tvoria prírodné polyfenoly, medzi 
ktoré patrí napr. resveratrol a kurkumín 
(Rahman 2008).  

Napriek tomu, že existujú stovky 
vedeckých prác in vitro potvrdzujúce 
priaznivý účinok polyfenolov, nie je dosta-
tok dôkazov o ich pôsobení in vivo. Ukáza-
li sme významné pôsobenie mnohých prí-
rodných polyfenolov na oxidatívne vzpla-
nutie ľudských neutrofilných leukocytov, 
ako aj ich priaznivé pôsobenie na modeli 
adjuvantnej artritídy (Perečko et al.2011). 

V tejto štúdii sme sa zaoberali pô-
sobením kurkumínu, n-feruloylséro-
tonínu, pinosylvínu a pterostilbénu na 
mechanizmus tvorby reaktívnych foriem 

kyslíka v plnej ľudskej krvi a na izolova-
ných neutrofilných leukocytoch. 

 
Metódy a materiál 

Použili sme luminol, izoluminol, 
PMA (4β-phorbol-12β-myristate-α13-
acetate), dextran (priemerná m.h. 
464,000): Sigma-Aldrich Chemie (Deisen-
hofen, Nemecko), HRP (horseradish pero-
xidase) superoxiddizmutáza a kataláza: 
Merck (Darmstadt, Nemecko), Lymphop-
rep (denzita 1,077 g/mL): Nyco-med 
Pharma AS (Oslo, Nórsko). 

Fosfátový  tlmivý roztok (PBS) s ob-
sahom: 136,9 mM NaCl; 2,7 mM KCl; 8,1 
mM Na2HPO4; 1,5 mM KH2PO4; 1,8 mM 
CaCl2;  a 0,5 mM MgCl2x6H20; pH 7,4; Ty-
rodeho roztok s obsahom: 136,9 mM Na-
Cl; 2,7 mM KCl; 11,9 mM NaH2CO3; 0,4 
mM NaH2PO4x2H20; 1 mM, MgCl2x6H20 a 
5,6 mM glukóza; pH 7,4. 

 
Použité prírodné látky 

Kurkumín (KUR: diferuloylmetán - 
Sigma-Aldrich Chemie Deisenhofen, Ne-
mecko), N-feruloylsérotonín (N-f-5HT), 
pinosylvín (PIN: 3,5-dihydroxy-trans-
stilben)   a pterostilbén (PTE: 3,5-dimet-
oxy-4-hydroxystilben) boli syntetizované 
Ing. Harmathom na Ústave organickej 
chémie a biochémie Akadémie vied Čes-
kej republiky v Prahe. 
 
Získanie krvi a separácia neutrofilov 

Čerstvú krv sme získali od 
dobrovoľníkov-mužov (vek 20-50 rokov) 
bez  medikácie 7 dní, v krvnej banke 
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venepunkciou do 3,8% roztoku 
trojsodného citrátu (pomer krv:citát = 
9:1) na základe povolenia etickej komisie 
NTS-KRA/2011/SM. Neutrofilné leukocyty 
sme izolovali diferenciálnou centrifu-
gáciou v 3% dextrane s následnou 
separáciou cez Lymphoprep. Po  hypoto-
nickej hemolýze,  premytí  v PBS    
a spočítaní (Coulter Counter, Electronics) 
sme suspenziu buniek  nariedili na 104 

neutrofilov/μL. Pracovná suspenzia obsa-
hovala viac ako 96% živých buniek (stano-
vené mikroskopicky ofarbením trypano-
vou modrou – Drábiková et al. 2006, 
2007). 

 
Stanovanie chemiluminiscencie (CHL) pl-
nej krvi a izolovaných neutrofilov. 

Oxidatívne vzplanutie profesionál-
nych fagocytov v krvi (vzorky riedené 50 x 
– Nosáľ et al. 2011) sme stanovili po sti-
mulácii PMA (0,05 µM) v 250 µL vzorkách 
(Drábiková et al. 2007). Extra- a intracelu-
lárnu tvorbu reaktívnych metabolitov kys-
líka (RMK) v izolovaných neutrofiloch sme 
stanovili pomocou lumino-
lom/izoluminolom zosilnenej CHL opísa-
nej  v predošlých prácach (Jančinová et al. 
2006a,b). CHL v plnej krvi a izolovaných 
neutrofiloch sme merali v mikrodoštičko-
vom luminometri Immunotech LM-01T   
(Česká Republika) pri 37oC (Jančinová et 
al.2006b). 

 
Stanovenie aktivácie proteinkinázy C 
(PKC) 

Fosforyláciu protein kinázy C sme 
stanovili metódou podľa Jančinovej et al. 
(2009). Izolované neutrofily inkubovali pri 
37oC so skúmanými látkami 1 min 
a následne stimulovali PMA (0,15 µM, 1 
min). Po lýze buniek, následnej sonikácii  

a centrifugácii supernatant varili 5 min 
v ústojnom roztoku a vzorky naniesli na 
SDS polyakrylamidový gél. Proteíny sepa-
rovali elektroforézou a naniesli na Imobi-
lon-P Transfer Membrane (Milipore USA). 
V jednom z pásikov sa stanovila aktivita 
PKC, druhý slúžil ako kontrola (α-aktín). 
Po spracovaní pásikov sa prvý pásik inku-
boval v prítomnosti Fosfo-PKC protilátkou 
a po ďalšom spracovaní sa vizualizoval 
pomocou Enhanced Chemiluminiscence 
Western Blotting Detection Reagents 
(Amersham,UK) a analyzoval autorádio-
graficky. Optická denzita pásikov PKC sa 
korigovala odpovedajúcou denzitou aktí-
nového prúžku. 

 
Spracovanie výsledkov 

Číselné hodnoty merania  sa získali 
z plochy pod krivkou chemilumi-
niscenčných kriviek počas inkubácie 5 min 
pri 37o C, počítačovým programom a sú 
vyjadrené ako percento stimulovanej 
chemiluminiscencie forbolmyristátacetá-
tom (PMA kontrola = 100%). Získané nu-
merické údaje výsledkov meraní boli 
spracované štatisticky programom ANO-
VA a významnosť výsledkov bola hodno-
tená na hranici významnosti pre p<0,05 a 
0,01. 

 
Výsledky 

Účinok kurkumínu, N-f-5HT, pino-
sylvínu a pterostilbénu na tvorbu RMK 
meranú v plnej ľudskej krvi stimulovanej 
PMA demonštruje obrázok 1. 
V koncentračnej závislosti všetky skúma-
né látky znižovali CHL, pričom 
v koncentrácii 1 µM významne kurkumín, 
N-f-5HT  a pterostilbén na  63 a 70% sti-
mulácie. V koncentrácii 100 µM  inhibícia 
predstavovala 3 až 29% stimulácie. 
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Obr. 1 Účinok N-feruloylsérotonínu(N-f-5HT), kurkumínu, pinosylvínu a pterostilbénu v koncentzračnej závislosti na chemiluminiscenciu 
plnej ľudskej krvi stimulovaú PMA (0,05 µM) pri 37oC vyjadrenú ako % stimulácie PMA. n=6-8, x+SEM,  *p< 0,05,  **p<0,01 

 

 
 
Obr. 2 Účinok N-feruloylsérotonínu(N-f-5HT), kurkumínu, pinosylvínu a pterostilbénu v koncentračnej závislosti na extracelulárnu chemilu-

miniscenciu izolovaných neutrofilov stimulovanú  PMA (0,05 µM) pri 37oC vyjadrenú ako % stimulácie PMA. n=6-8, x+SEM,  *p< 0,05,  
**p<0,01 

 

 
 

Obr. 3 Účinok N-feruloylsérotonínu(N-f-5HT), kurkumínu, pinosylvínu a pterostilbénu v koncentračnej závislosti na intracelulárnu chemilu-
miniscenciu  izolovaných neutrofilov stimulovanú  PMA (0,05 µM) pri 37oC vyjadrenú ako % stimulácie PMA. n=6-8, x+SEM,  *p< 0,05,  
**p<0,01 
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Obrázok 2 znázorňuje účinok poly-
fenolov na extracelulárnu chemilumi-
niscenciu izolovaných neutrofilov. V kon-
centrácii 1 µM významne znížili tvorbu 
RMK N-f-5HT, kurkumín a prerostilbén. 
Zvýšením koncentrácie látok na 10 a 100 
µM sa vysoko významne zvýšil účinok 
všetkých polyfenolov na obsah RMK ex-
tracelulárne, ktorý bol koncentračne zá-
vislý. 

Pôsobenie študovaných polyfeno-
lov na intracelulárnu tvorbu RMK pred-
stavuje obrázok 3. V koncentrácii 1 µM 
bol významne účinný N-f-5HT, 
v koncentráciach 10 a 100 µM všetky tes-
tované látky významne znížili intracelu-
lárnu tvorbu RMK. 

Účinok polyfenolov na aktiváciu 
proteinkinázy C (PkC) v izolovaných ľud-
ských neutrofiloch znázorňuje obrázok 4. 

Kurkumín, N-f-5HT a pinosylvín 
v koncentračnej závislosti (10 a 100 µM) 
znižili aktiváciu PkC stimulovanú PMA 
(=100%) nasledovne: Kurkumín na 61,4 
a 29,1%, N-f-5HT na 78,1 a 47,7% 
a pinosylvín na 60,4 a 39,4%. Pterostilbén 
zvýšil významne aktiváciu PkC na 137,3 
a 143,8%.  

Vzťah medzi inhibíciou intracelu-
lárnej chemiluminiscencie a aktivácie PkC 
polyfenolov v koncentrácii 10 a 100 µM 
predstavuje obrázok 5. Z obrázka vyplýva 
priamy, dávkovo závislý vzťah medzi po-
tlačením tvorby intracelulárnych RMK 
a inhibíciou aktivácie PkC pre kurkumín, 
N-f-5HT a pinosylvín. Pterostilbén, ktorý 
inhiboval tvorbu intracelulárnych RMK 
stimuloval tvorbu PkC v izolovaných neut-
rofiloch. 

 
Obr. 4 Účinok kukrumínu, N-feruloylsérotonínu, pinosylvínu a pterostilbénu v koncentráciach 10 a 100 µM pri 37oC na aktiváciu proteinki-

názy C (PkC) v izolovaných neutrofiloch stimulovnaých PMA (0,15 µM). n=4, x+SEM,  **p<0,01 
 

 
Obr. 5 Vzťah účinku N-feruloylsérotonínu(N-f-5HT), kurkumínu, pinosylvínu a pterostilbénu v koncentračnej závislosti na intracelulárnu 

chemiluminiscenciu  izolovaných neutrofilov a aktiváciu PkC  stimulované  PMA (0,05 µM a 0,01 µM) pri 37oC vyjadrenú ako % stimu-
lácie PMA. n=6-8, x+SEM,  *p< 0,05,  **p<0,01 
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Diskusia 
Tvorbu reaktívnych metabolitov 

kyslíka profesionálnych fagocytov v plnej 
krvi a izolovaných neutrofiloch možno ge-
nerovať rôznymi stimulmi, z ktorých popri 
kalciovom jonofore A23187 a opsonizova-
nom zymosane je najúčinnejším forbolmy-
ristátacetát (PMA) aktivujúci fosforyláciu 
regulačných enzýmov (Nosáľ et al.2011). 
Študované prírodné polyfenoly N-
feruloylsérotonín, kurkumín, pinosylvín a 
pterostilbén znižujú chemiluminiscenciu 
v plnej ľudskej krvi. Inhibičný účinok na 
tvorbu RMK bol koncentračne závislý 
a v prípade pinosylvínu popísaný aj pre 
tvorbu reaktívnych metabolitov dusíka 
v kultúrach makrofágov (Jančinová et al. 
2010). Inhibícia oxidatívneho vzplanutia 
plnej ľudskej krvi bola opísaná aj pre syn-
tetické  kumarínové deriváty a resveratrol 
(Drábiková et al. 2010, Cavallaro et al. 
2003). S výnimkou pinosylvínu všetky 
ostatné polyfenoly významne znižovali 
oxidatívne vzplanutie neutrofilov extrace-
lulárne v koncentrácii 1 µM, ďalším zvýše-
ním ich koncentrácie sa účinok výrazne 
zvyšoval pre všetky testované polyfenoly 
(obrázok 2). Tento účinok je v súľade 
s pôsobením polyfenolov v plnej krvi 
a pravdepodobne súvisí s ich zhášacím 
mechanizmom na uvoľnené RMK podobne 
ako je tomu v bezbunkových systémoch 
(Perečko et al.2010). 

Potlačenie oxidatívneho vzplanutia 
študovanými polyfenolmi poukazuje na 
interakciu s mechnizmami aktivácie neut-
rofilov intracelulárne. Chemiluminiscencia 
je výsledkom generácie supexidu NADPH-
oxidázou závislej od fosforylácie proteínov 
(regulačných enzýmov) proteínkinázou C 
(Arnhold  et al.1999). 

Za pozornosť slúži účinok študova-
ných polyfenolov na intracelulárnu chemi-
luminiscenciu (obrázok 3). V 1 µM  kon-
centrácii bol významne účinný N-f-5HT, 
zvýšením koncentrácie polyfenolov na 10 
a 100 µM sa významne zvýšila ich schop-

nosť inhibovať tvorbu RMK v poradí N-f-
5HT>PTE>PIN>KUR.  

Štúdie s rezveratrolom, piceatan-
nolom, pinosylvínom a pterostilbénom 
ukázali, že tieto polyfenoly ani v koncen-
trácii 100 µM nepoškodzujú izolované ne-
utrofily a nezvyšujú aktivitu kaspázy-3, 
ktorá je indikátorom ich apoptózy (Pereč-
ko et al. 2012). 

Mnohé polyfenoly inhibujú aktivá-
ciu proteínkinázy C v izolovaných neutrofi-
loch v koncentračnej závislosti, čo veľmi 
pravdepodobne súvisí s ich schopnosťou 
potláčať-inhibovať tvorbu RMK intracelu-
lárne (Jančinová et al. 2010, Nosáľ  et al. 
2011 Perečko et al. 2010). Zo vzájomného 
porovnaia účinku kukrumínu, N-f-5HT a 
pinosylvínu na potlačenie intracelulárnej 
chemiluminiscencie a aktivácie proteinki-
nízy C (obrázok 5) vyplýva, že existuje 
priamy vzťah medzi potlačením intracelu-
lárnej chemiluminiscencie a inhibíciou 
aktivácie proteinkinázy C, čo sa potvrdilo 
aj v koncentračnej závislosti  účinku látok. 

Pretože izoformy PKC α a β2 sa 
priamo zúčastňujú na aktivácii NADPH 
oxidázy (Fontayne et al. 2002), ich úplná, 
alebo čiastočná blokáda môže mať za ná-
sledok redukciu oxidatívneho vzplanutia 
a tak vysvetliť zníženie chemiluminiscencie 
v prítomnosti skúmaných látok. 

Výnimkou je pterostilbén, ktorý in-
hiboval intracelulárnu chemiluminiscenciu, 
ale stimuloval tvorbu proteínkinázy C. Je 
pravdepodobné, že tento rozdiel môže byť 
spôsobený ovplyvnením iných regulačných 
systémov pterostilbénom intracelulárne 
(napr. mobilizácia vnútrobunkového Ca2+).  
 
Práca vznikla s podporou projektov APVV-
0052-10 a VEGA 2/0003/10 
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Chronická obštrukčná choroba pľúc 
(CHOCHP) je často sprevádzaná rôznymi 
komorbiditami, ktoré u pacienta zhoršujú 
funkčný stav dýchacích ciest, znižujú kvali-
tu života a zvyšujú mortalitu. Jednou 
z nežiaducich komorbíd je aj osteoporóza, 
ktorej prevalencia je u pacientov 
s CHOCHP vyššia ako u zdravej populácie. 
Okrem toho Ferguson et al. (1) ukázali, že 
zníženie FEV1 je dokázateľne sprevádzané 
zvýšeným rizikom osteoporózy. Dnes vie-
me, že osteoporóza  je systémové ochore-
nie kostného tkaniva. Typickým znakom 
pre toto ochorenie je znižovanie sily a 
odolnosti kosti s následným zvýšením rizi-
ka fraktúr (2). Charakteristickou črtou pre 
tieto zlomeniny je fakt, že ide o zlomeniny 
vznikajúce na podklade neadekvátne níz-
kej sily úrazu. Toto sa potvrdilo aj 
u pacientov s CHOCHP u ktorých sa zistili 
kompresívne fraktúry stavcov a to dokon-
ca aj v kľudovom štádiu ochorenia teda  u 
 asymptomatických pacientov. Ukázalo sa, 
že vertebrálne kompresívne fraktúry spô-
sobia zväčšenie kyfózy, čo  vedie k redukcii 
pohybov hrudníka s následným  zhoršením 
pľúcnych funkcií. Okrem toho, pacienti s 
fraktúrami rebier  hypoventilujú 
a následne dochádza k redukcii evakuácie 
spúta, čo môže agravovať exacerbácie 
CHOCHP. Na závažnosť a potrebu venovať 
sa tejto problematike poukazuje aj fakt, že 
u pacientov s CHOCHP prevalencia kom-
presívnych fraktúr stavcov, ako aj fraktúr 
bedrového kĺbu varíruje od 24 % do 63 % 
(3). Podľa Walsha et al.(4) príčinou tohto 
stavu je nízka denzita kostných minerálov, 
čo môže súvisieť so systémovým zápalom, 

užívaním kortikosteroidov, vekom, pohla-
vím, hospitalizáciou, zvýšením BMI 
a fajčením. 

 
Patogenéza osteoporózy a CHOCHP 

Kosti sú vo všeobecnosti rozdeľo-
vané na  kortikálne a trabekulárne. Korti-
kálna kosť je hustá a silná kosť nachádza-
júca sa predovšetkým v strednej časti dl-
hých kostí. Trabekulárna kosť je viac pô-
rovitá a typicky lokalizovaná na konci  dl-
hých kostí a vo vnútri stavcov a plochých 
kostí. Kostné tkanivo je počas života jedin-
ca kontinuálne obnovované. Zistilo sa, že u 
dospelého človeka je za rok nahradených 
až 25 % trabekulárnych kostí a 3 % korti-
kálnych kostí. Po dosiahnutí vrcholu kost-
nej masy v 25 až 30 roku života, remode-
ling kosti je spojený s nerovnováhou medzi 
tvorbou a rezorbciou. Výsledkom toho je 
priemerná 0,5 – 1 % ročná strata kostného 
tkaniva, ktorá závisí na pohlaví, mieste 
kostí a veku. 

Na celulárnej úrovni remodeling 
kosti je komplex súhier v ktorých osteob-
lasty, osteoklasty a osteocyty pracujú spo-
lu. Osteoklasty zabezpečujú odbúravanie 
a osteoblasty novotvorbu kosti. Osteoblas-
ty na svojom povrchu kontinuálne expri-
mujú receptorový aktivátor nukleárneho 
faktora kappa B ligandu (RANKL). Po na-
viazaní na príslušný  receptor označený 
ako RANK (receptor activator of nuclear 
factor-κB), ktorý sa nachádza na povrchu 
proosteoklastových buniek,  sa  tieto po-
stupne menia na zrelé a aktivované oste-
oklasty s následnou rezorbciou kosti (5).  
Tieto procesy sú regulované množstvom 
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humorálnych faktorov, ako sú hormóny, 
rastové a cytokíny. Najdôležitejšiu úlohu 
zohrávajú estrogény, ktoré zabezpečujú 
rovnováhu kostného obratu. 

Na lokálnej tkanivovej  regulácie 
kostného obratu hrá významnú úlohu os-
teoprotegerín (OPG). Ide o signálny prote-
ín zo skupiny TNF-alfa, ktorý potláča odbú-
ravanie kostí. Osteoprotegerín blokuje  
interakciu RANKL/RANK  a týmto účinkuje 
ako fyziologický regulátor obratu kosti (6). 
Nevyrovnanosť (nepomer) medzi RANKL 
a OPG vyvolá excesívnu aktivitu osteoklas-
tov a je považovaná za hlavnú príčinu os-
teoporózy. Hofbauer et al. (7) poukázali na 
nevýhodnosť farmakologické vlastnosti 
rekombinantného osteoprote-gerínu ako 
aj rekombinantého RANK. 

Iná, menej prebádaná cesta ide cez 
Wnt/β-catenín signálnu kaskádu. Zvýšená 
aktivita osteoblatov cez zvýšenie Wnt/β-
catenín signálnej kaskády zvyšuje tvorbu 
kosti, zatiaľ čo redukovanie Wnt signálov 
môžu viesť k osteoporóze (8). Dnes po-
známe viaceré faktory, ktoré ovplyvňujú 
obidve cesty regulujúce remodiling kosti. 
Zaujímavé pritom je, že niektoré faktory sú 
často popisované u pacientov CHOCHP. 
Ide predovšetkým o systémový zápal, pou-
žívanie kortikosteroidov a deficiencia vi-
tamínu D (obr. 1). 

 
Systémový zápal 

Systémový zápal, ktorý je hlavným 
patogenetickým faktorom chronickej ob-
štrukčnej choroby pľúc, hrá dôležitú úlohu 
aj vo vývoji osteoporózy u pacientov 
s týmto ochorením (9). Svedčí pre to fakt, 
že kľúčové zápalové cytokíny, ako je TNF-
alfa a IL-6, vedú k indukcii expressie RANKL 
a jeho naviazania na RANK, čím ovplyvňujú  
kostnú rezorbciu.  Okrem toho sa ukázalo, 
že zápalové cytokíny redukujú aktivitu 
Wnt/β-catenínovej signálnej kaskády, kto-
rá tiež zasahuje do remodelingu kosti (10, 
11). 
 

Kortikosteroidy a osteoporóza 
Glukokortikoidmi indukovaná os-

teoporóza predstavuje najčastejšiu 
a najzávažnejšiu formu sekundárnej oste-
oporózy. Je známe, že glukokortikoidy pre-
ferenčne ovplyvňujú trabekulárne kosti, 
pretože majú vyššiu metabolickú aktivitu. 
Pri chronickej liečbe gluko-kortikoidmi sú 
tiež ovplyvnené aj kortikálne kosti (10, 11). 
Akcelerácia kostných zmien je najväčšia 
počas prvých mesiacov glukokortikoidné-
ho pôsobenia. 

Mechanizmus tohto nepriaznivého 
pôsobenia glukokortikoidov súvisí so zvý-
šením expresie RANKL a makrofágy-
stimulujúceho faktora, čím znižujú expre-
siu OPG. Zároveň redukujú apoptózu zre-
lých osteoklastov, zvyšujú a predlžujú re-
zorbciu. V ďalšej fáze inhibícia proliferácie, 
diferenciácie a zrenia osteoblastov vedie 
k dlhotrvajúcemu poškodeniu tvorby kosti 
(12). V týchto procesoch je pravdepodob-
ne  zahrnutá aj inhibícia  Wnt/β-
catenínovej cesty. Negatívny efekt gluko-
kortikoidov na osteocyty modifikuje ich 
mikro-enviroment, čo môže alterovať ich 
mechanosenzorovú funkciu a  kosť sa tak 
stáva fragilnejšia a senzibilnejšia 
k fraktúram.  

Z uvedeného vyplýva, že mecha-
nizmus vzniku kostných zmien vyvolaných 
glukokortikoidmi je komplex-ný. Najdôleži-
tejším je tlmivý vplyv glukokortikoidov na 
maturáciu a funkčnú schopnosť osteoblas-
tu.  

  
Úloha vitamínu D 

Vitamín D hrá kľúčovú úlohu 
v regulácii kalcia a kostnej homeostázy 
(13). Nízke hladiny vitamínu D stimulujú 
parathyreoidnú žľazu k zvýšenej sekrécii 
parathyreoidného hormónu (PTH), čo 
kompenzuje nízku bioavailabilitu kalcia. 
Oveľa dôležitejšie je, že PTH vyvoláva ex-
presiu renálnej 1-alfa-hydroxylázy, 
s následnou produkciou aktívneho 1,25- 
dihydroxyvitamínu D3 (kalcitriolu). Tento 
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zabezpečuje klasický endokrinný účinok 
vitamínu D, teda reguluje homeostázu 
vápnika a fosfátov v čreve, prištítnych te-
lieskach a v kostiach. V kostnom tkanive 
ovplyvňuje nezrelé osteoblastické bunky a 
vedie k stimulácii osteoklastogenézy cez 
RANKL/RANK regulačný systém. Finálne 
vyvoláva zvýšenie kostnej rezorbcie 
a mobilizáciu kalcia z kostných kompart-
mentov. Zvýšenie hladín vápnika a 1,25- 
dihydroxyvitamínu D3  má za následok zní-
ženie sekrécie PTH a tým sa zabráni ne-
obmedzenej rezorbcii kosti. Niektorí autori 
(14) poukazujú, že 1,25-dihydroxyvitamín 
D3 zvyšuje OPG expresiu v zrelých osteob-
lastoch, čo prispieva k ďalšej redukcii os-
teoklastogenézy in vivo. 

Okrem endokrinného efektu vita-
mínu D sa potvrdil aj jeho autokrin-
ný/parakrinný účinok (15). Zistilo sa tiež, 
že jeho nedostatok predstavuje nový rizi-
kový faktor pre mnohé extraskeletálne 
ochorenia vrátane respiračného systému, 
ako aj celkovú mortalitu súčasnej populá-
cie. 

 
Zameranie liečby osteoporózy u pacien-
tov s  CHOCHP 

U pacientov s CHOCHP pri vývoji 
osteoporózy, okrem dôležitých a neod-
mysliteľných rizikových faktorov ako sú 
vek, pohlavie  a genetická výbava, sa môže 
uplatniť niekoľko iných faktorov (obr. 2), 
ktoré  môžu byť cieľom pre intervenciu. 
Ide o:    

a) optimalizáciu statusu vitamínu D, 
b) limitáciu použitia kortikosteroidov, 
c) substitúciu sexuálnych steroidov a 
d) aplikácia denosumabu. 

 
Deficiencia vitamíu D 

Bolo popísané významne pozitívne 
spojenie medzi hladinami 25-
hydroxyvitamínu D3 a denzitou kostných 
minerálov pri rôznych patologických sta-
voch, zahrňujúc do toho aj pacientov 
s CHOCHP (16). Je zaujímavé, že až 77% 

pacientov s CHOCHP vykazuje deficienciu 
vitamínu D. Nižšie hladiny 25-
hydroxyvitamínu D3 sa tiež spájajú so sva-
lovou slabosťou a zvýšeným rizikom pá-
dov.  

Dnes je jasne deklarované, že 
v súčasnej populácii je zvýšená prevalencia 
deficiencie  vitamínu D (15).  Štatistické 
údaje ukázali, že za posledných 15 rokov v 
populácii USA sa priemerné hladiny 25-
hydroxyvitamínu D3  znížili z 30 ng/ml na 
24 ng/ml. U starších pacientov sa odhadu-
je deficiencia vitamínu D od 40 % do 70 % 
populácie (17).  

Napriek tomu, že existuje kontro-
verzný pohľad  na optimálnu hladinu vita-
mínu D, sa dnes väčšina expertov  prikláňa 
k názoru, že hladiny cirkulujúceho 25-
hydroxyvitamínu D3 pod 20 ng/ml sú nízke. 
Je zaujímavé, že až 77 % pacientov 
s CHOCHP (GOLD I-IV) vykazuje deficienciu 
vitamínu D, čo podporuje myšlienku štan-
dardnej suplementácie u väčšiny pacien-
tov s CHOCHP (18, 19). 

 
Aká je suplementačná dávka vitamínu D? 

Podľa Lincovej a Farghaliho (13) 
účinnou prevenciou hypovitaminózy D je 
pravidelné denné podávanie vitamínu D 
v dávke 400 m.j., či už ako ergakalciferol 
alebo cholekalciferol. Liečba osteomalácie 
a krivice si vyžaduje aplikáciu vyšších dá-
vok (1 500 – 4 000 m.j.). 

V súčasnej dobe  odporúčaná sup-
lementačná dávka je 800 m.j./deň a to 
najmä pre starších pacientov, ktorých hla-
diny 25-hydroxyvitamínu D3 sú 30 ng/ml. 
Takto dosiahnuté sérové koncentrácie  
nielenže zastavia deficienciu vitamínu D, 
ale tiež poskytujú dostatočnú ochranu 
fragility kostí. 

Predsa len, veľkosť efektívnej  dáv-
ky pre individuálneho pacienta varíruje 
v závislosti od iniciálnej hladiny deficien-
cie, denzity kostných minerálov, expozícii 
slnka,  genetických a iných neidentifikova-
teľných faktorov. Je tiež všeobecne známe, 
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že každá dávka veľkosti 100 m.j./deň zvy-
šuje sérovú hladinu 25-hydroxyvitamínu 
D3  o 1,0 ng/mL. 

Vitamín D je na farmaceutickom 
trhu dostupný v dvoch formách a to ako 
ergokalciferol (vitamín D2) alebo cholekal-
ciferol (vitamín D3). Z hľadiska účinnosti sa 
javí efektívnejší vitamín D3. Na tabuľke 1 
sú uvedené prípravky vitamínu D dostupné 
na Slovenskom trhu. 

 
Použitie kortikosteroidov 

Systémove glukokortikoidy sa pou-
žívajú ako základná liečba exacerbácií 
CHOCHP a to aj napriek ich známemu ne-
priaznivému vplyvu na denzitu kostných 
minerálov  a výskyt fraktúr. Meta analýza 
van Staa et al. (17) ukázala silnú inverznú 
koreláciu medzi denzitou kosti a celkovou 
kumulatívnou dávkou glukokortikoidov. 
Okrem toho bola tiež zistená významná 
korelácia medzi veľkosťou dennej orálnej 
dávky glukokortikoidov a rizikom fraktúr. 
Už nízke orálne dávky a to 2,5  - 5,0 mg 
prednisonu denne sa spájajú so zvýšeným 
rizikom fraktúr. Riziko fraktúr sa rapídne 
zvýšilo v priebehu 3 až 6 mesiacov od za-
čiatku orálnej kortikoidnej liečby, ale naj-
väčšie  riziko fraktúr sa objavilo až 1 rok po 
ukončení liečby. 

Menej známy je účinok inhalova-
ných kortikosteroidov na stratu kostného 
tkaniva a riziko fraktúr. Niektoré štúdie 
ukázali (20), že inhalačné kortikosteroidy 
majú oveľa miernejší účinok na obrat kos-
ti.  Naproti tomu, Drummond et al. (21) 
nezistili rozdiely medzi nežiaducimi účin-
kami orálnych a inhalačných kortikosteroi-
dov.  Výsledky štúdie TOWARDS Revolu-
tion in COPD Health (TORCH) získané na 
súbore  658 pacientoch nepotvrdili výz-
namné zmeny denzity kostných minerálov  
po viac ako trojročnej liečbe inhalačnými 
kortikosteroidmi. 

 
Pohlavné steroidy 

17β-estradiol sa spája s obratom 
kosti, úbytkom kosti a dokonca s rizikom 
fraktúry u postmenopauzálnych žien 
a starších mužov. Testosterón môže mať 
priamy účinok na kosti cez androgénové 
receptory, ale môže účinkovať tiež na es-
trogénové receptory po aromatizácii na 
estradiol in vivo. Hypogonadizmus 
u mužov je akceptovaný ako rizikový fak-
tor pre osteoporózu,  ale sú  aj konfliktné 
výsledky (22). U pacientiek s CHOCHP sa 
nízke hladiny 17β-estradiolu  spájajú so 
zvýšeným rizikom osteoporózy (23, 24). 
Laghi  et al. (25) zistili, že muži s CHOCHP 
majú redukované hladiny testosterónu, 
ale intervencia s androgénmi mala len  
mierny vplyv na svalovú masu a silu. Na-
proti tomu niektorí autori uvádzajú, že 
testosterón zvýšil denzitu kostných mine-
rálov.   

 
Prevencia a liečba osteoporózy 
u pacientov s CHOCHP 

Fyzická inaktivita, fajčenie a na ži-
viny chudobná diéta sú akceptované ako 
dôležité domény pre intervenciu kostí u 
pacientov s CHOCHP. 

Napriek tomu, že u zdravej populá-
cie určité tréningové metódy majú na den-
zitu kosti pozitívny efekt, chýbajú dôkazy 
o ich vplyve u pacientov s CHOCHP. 

K definitívnemu stanovisku, ktoré 
tréningové modality sú  pre skelet per-
spektívne a sú účinné aj u pacientov 
s CHOCHP sú potrebné randomizované, 
kontrolné štúdie. Okrem vylúčenia fajčenia 
je potrebné aj zdravé stravovanie. 

 
Suplementácia kalcia a vitamínu D. 

Suplementácia kalcia a vitamínu D 
zvyšuje denzitu kosti, potláča kostný re-
modeling a redukuje riziko fraktúr 
u starších pacientov. Bischoff-Ferrari et al. 
(22) sledovali účinnosť orálneho aplikova-
ného vitamínu D na  neverte-brálne frak-
túry u pacientov starších ako 65 rokov. 
Zhrnuli, že v porovnaní s kalciom alebo 
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placebom, vitamín D redukoval riziko 
fraktúr a tento účinok bol dávkovo-
závislý. Vyššie dávky vitamínu D t.j. 800 
m.j./deň redukovali riziko  nevertebrál-
nych fraktúr približne o 20 % a bedrových 
o cca 18 %, zatiaľ čo dávka 400 m.j./deň 
nebola účinná. Uvedení autori tiež ukázali, 
že  vitamín D po perorálnom  podaní 
v dávke 800 m.j./deň redukoval riziko pá-
dov u starších ľudí o 19 %. Nevyžadovalo si 
to však podanie kalcia, ale iba aplikácia 
vitamínu D zlepšila funkciu svalov 
a posturálnu stabilitu. Naopak, Boonen et 
al. (26) zistili, že riziko fraktúr bedra bolo 
redukované iba vtedy, keď sa kalcium pri-
dalo k vitamínu D. Výsledky meta-analýzy 
z roku 2007  poukázali, že denná suple-
mentácia 1200 mg vápnika a 800 m.j. vi-
tamínu D mierne zvýšila denzitu kosti 
a redukovala výskyt fraktúr.  Čiastočne sa 
potvrdilo, že  kalcium spolu s vitamínom D 
redukuje aj počet pádov (15). 

Špecifické údaje týkajúce sa defi-
ciencie vitamínu D u pacientov s CHOCHP 
chýbajú. Napriek tomu vieme, že majoritu 
pacientov s CHOCHP tvoria starší ľudia, 
u ktorých je zvýšené riziko osteoporózy a 
teda je oveľa pravdepodobnejšie, že je 
u nich  určitý stupeň deficiencie vitamínu 
D a tak vystáva potreba štandardnej sup-
lementácie (800 m.j./deň). 

Okrem toho sa predpokladá, že 
účinok vysokých dávok   vitamínu D môže 
nielen značne ochrániť kostné tkanivo 
pred rezorbciou, ale môže tiež priamo 
ovplyvniť zápal a interferovať s inými ko-
morbiditami (27). 

 
Využitie farmakologickej aktivity denosu-
labu 

V súčasnosti k liečbe patologických 
fraktúr vyvolaných rôznymi príčinami sa 
používa denosumab. Z farmakologického 
hľadiska ide o ľudskú monoklonálnu proti-
látku, ktorá obsahuje výhradne ľudské 
proteíny, čo prispieva k výhodnému bez-
pečnostnému profilu. Látka vykazuje vyso-

kú selektivitu a špecificitu voči ľudskému 
RANKL. Výsledkom ich vzájomnej väzby je 
vyviazanie a  pokles dostupnosti RANKL 
pre receptory RANK na povrchu osteoklas-
tov a ich prekurzorov (28). Následná re-
dukcia počtu zrelých a funkčných osteok-
lastov vedie k výraznému poklesu odbúra-
nia kosti (obr. 3). 

Denosumab po podkožnej aplikácii 
vykazuje nelineárnu farmakokinetiku (29). 
Profil je možné rozdeliť do troch fáz: 
1. Absorbčná fáza s maximom sérovej 

koncentrácie na úrovni 5. – 21. dňa po 
podaní. 

2. Prolongovaná fáza beta charakterizo-
vaná plazmatickým polčasom až 32 
dní. 

3. Terminálna fáza s plazmatickým pol-
časom 5-10 dní. 

Práve na základe výhodnej farma-
kokinetiky je možné podávanie 
s frekvenciou raz za 6 mesiacov v dávke 60 
mg subkutánne. Štúdia FREEDOM (multi-
centrická, randomizovaná, placebom kon-
trolovaná), ktorá zahŕňala  7808 pacientiek  
so stredne závažnou osteoporózou (T-
skóre v rozmedzí -2,5 a -4,0) poukázala na 
efektivitu denosumabu aplikovaného 
v uvedenej dávke. Farmakodynamická 
aktivita  liečiva, ktorá sa sledovala počas 
36. mesiacov ukázala, že denosumab  zni-
žoval riziko zlomenín stavcov voči placebu 
o 68%, zlomenín v oblasti bedra o 40% 
a nevertebrálnych zlomenín (najmä 
v oblasti dolnej tretiny vretennej kosti) 
o 20%.  

Popri vysokej terapeutickej účin-
nosti podanie 60 mg denosumabu vo for-
me jednej podkožnej injekcie raz za 6 me-
siacov bolo veľmi dobre tolerované 
a celkový výskyt nežiaducich účinkov bol 
podobný ako po aplikácii placeba (30).  

Európska lieková agentúra (EMA) 
udelila v máji 2010 registráciu lieku Prolia 
(denosumab) v indikácii PMO 
a osteoporózy v súvislosti hormonálnou 
abláciou u mužov s karcinómom prostaty. 
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V Slovenskej republike je denosumab (Pro-
lia)  indikovaný v liečbe: 
a) postmenopauzálnej osteoporóze 

u žien (pri denzitometricky zistenom 
T-skóre menšom ako –2,5 pri použití 
centrálnej denzitometrie), 

b) úbytku kostnej hmoty v súvislosti 
s hormonálnou abláciou u mužov 
s karcinómom prostaty (pri denzito-
metricky zistenom T-skóre menšom 
ako –1,0 pri použití centrálnej denzi-
tometrie),  

c) a iných patologických zlomeninách, 
kde príčinou je  osteoporóza. 

Liečba osteoporózy denosumabom 
je dlhodobá a vyžaduje priebežnú denzi-
tometrickú kontrolu s použitím centrálnej 
denzitometrie v odstupe 12 až 24 mesia-
cov. Na základe odborného usmernenia  
Ministerstva zdravotníctva Slovenskej re-
publiky (31) sa vo všeobecnosti odporúča 
minimálne 3 ročné trvanie liečby, pričom 
horná hranica dĺžky trvania liečby osteo-
porózy nebola doteraz definovaná. 

 
Záver 

U pacientov s CHOCHP je dôležitá 
rýchla diagnóza osteoporózy a to ešte v 
štádiu bez zjavných symptómov deficien-
cie vitamínu D. U týchto pacientov musíme 
rádiograficky sledovať vertebrálne kom-
presívne fraktúry, merať hladiny 25-
hydroxyvitamínu D3 a starostlivo sledovať 
denzitu kostných minerálov. 

Štandardná suplementácia vitamí-
nom D a kalciom musí byť dôkladne zvá-
žená. Pacienti s CHOCHP, ktorí sú  liečení 
glukokortikoidmi mali by začať 
s antirezorbčnou liečbou nielen vtedy,  
keď sú osteoporotický (T skóre < -2,5 ale-
bo existujúcou fragilitnou fraktúrou), ale 
už keď majú definovanú osteopéniu (T 
skóre < -1).  

Denosumab predstavuje unikátnu 
alternatívu liečby osteoporózy s mecha-
nizmom účinku na úrovni kauzálneho 
ovplyvnenia lokálnej regulácie kostného 

obratu systémom RANK/RANKL. Rýchla a 
absolútna odozva markerov kostného ob-
ratu potvrdzuje kľúčovú a temer výlučnú 
úlohu RANKL v regulácii. Výsledky klinic-
kých štúdií poukazujú na unikátnu účin-
nosť jednak v rámci celého skeletu 
a jednak na úrovni trabekulárnej i korti-
kálnej kosti s dôkazom štatisticky výz-
namne vyššieho efektu voči referenčnému 
bifosfonátu. Dávkovací režim vo forme 
subkutánnej injekcie raz za 6 mesiacov a 
výhodný bezpečnostný profil poskytuje 
solídne predpoklady pre vysokú adheren-
ciu k liečbe v bežnej klinickej praxi. 

 
Publikácia vznikla s podporou spoločnosti  
AMGEN. 
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V období posledných štyroch dekád 
sa v odbornej literatúre nachádza veľa 
informácií týkajúcich sa diagnostiky 
a liečby kašľa (Irwin a Madison, 2001). Aby 
sa vo výskume pokročilo ďalej, bolo po-
trebné vytvoriť platné a spoľahlivé meto-
diky, ktoré by pomohli objektívne identifi-
kovať kašeľ, posúdiť jeho účinok a vplyv 
liečby na kašeľ. Pretože takéto metodiky 
boli v klinickej praxi používané, bolo po-
trebné posúdiť prínos týchto metodík 
v rámci klinického výskumu (Irwin, 2006). 

Kašeľ môže byť ľahko rozpoznateľ-
ný vďaka jeho charakteristickému zvuku. 
Zvukové záznamy aj zdravých dobrovoľní-
kov poukazujú na to, že prítomnosť kašľa 
nie je nezvyčajná a vyskytuje sa častejšie 
počas zimných mesiacov v porovnaní 
s letnými (Loudon R, 1967), počas bdenia 
častejšie ako počas spánku (Phillipson, 
1978) a častejšie u mužov v porovnaní 
so ženami (Loudon R, 1967). Hoci počas 
tohto monitorovania muži kašľali častejšie 
ako ženy, tieto nálezy neboli vysvetlené 
pomocou výsledkov kašľových testov (Ir-
win, 2006). Kašľové testy poukázali na sku-
točnosť, že zdravé ženy (Fujimura et al., 
1990) a ženy s chronickým kašľom (Kaste-
lik et al., 2002) majú nižší kašľový prah 
(vyššiu citlivosť kašľového reflexu) 
v porovnaní so zdravými mužmi a mužmi 
s chronickým kašľom. Náchylnosť na kašeľ 
je redukovaná zvyšujúcim sa vekom (Ne-
wnham a Hamilton, 1997).  

Na dosiahnutie väčšej presnosti 
a porovnateľnosti kašľových testov a na 
poukázanie ich úlohy v diagnostike 
a liečbe kašľa boli vypracované štandardi-
zované odporúčania (Morice et al, 2007), 

ktoré sú používané aj na našom pracovisku 
v rámci klinicko-fyziologických štúdií. 

Efekt liečby kašľa môže byť posu-
dzovaný pomocou subjektívnych alebo 
objektívnych metód.  Medzi subjektívne 
metodiky patrí denný záznamník pacienta, 
vizuálne analógové škály, veľké množstvo 
rôznych skórovacích systémov na posúde-
nie kašľa, symptómových škál (napr. BCSS 
–breathlessness, cough and sputum scale) 
(Leidy et al., 2003) a dotazníkov týkajúcich 
sa kvality života pacientov s kašľom (napr. 
CQLQ - cough quality-of-life questionnaire 
(French et al., 2002), LCQ – Leicester co-
ugh questionnnaire (Birring et al., 2003), 
HCQ – Hull cough questionnnaire (Morice 
et al., 2011). Všetky tieto metodiky môžu 
byť užitočné v rámci štúdií, avšak iba BCSS, 
CQLQ, LCQ a HCQ majú požadovanú validi-
tu a reliabilitu. 

Objektívne metodiky na posúdenie 
kašľa súvisia predovšetkým s rozvojom 
digitálnych technológií a umožňujú ambu-
lantné nahrávanie zvuku a tak poskytujú 
prostriedok na presnú kvantifikáciu frek-
vencie kašľa. Úroveň objektívneho posú-
denia frekvencie kašľa poukazuje aj na to, 
že zmena frekvencie kašľa nekoreluje so 
zmenami subjektívneho skórovania kašľa 
u jednotlivých pacientov (Kelsall et al., 
2011), čo poukazuje na potrebu objektivi-
zácie kašľa hlavne na úrovni klinických 
štúdií zameraných na posúdenie vplyvu 
liečby na kašeľ. Kontinuálne sledovanie 
frekvencie kašľa počas 24 hodín poskytuje 
objektívnu informáciu, ktorá môže slúžiť aj 
na posúdenie účinnosti antitusickej tera-
pie. 

mailto:pecova@jfmed.uniba.sk
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S ohľadom na posúdenie užitočnos-
ti ďalších objektívnych metód na posúde-
nie kašľa, kapsaicín a kyselina citrónová sú 
dve najpoužívanejšie tusigénne látky 
vhodné na vyvolanie kašľa u ľudí 
v klinických podmienkach podľa súčasných 
platných odporúčaní (Morice et al., 2007). 
Zmena reaktivity aferentných nervových 
zakončení zodpovedných za vznik kašľa je 
ďalšou metodikou objektívneho posúdenia 
vplyvu liečby na kašeľ. Kašľová reaktivita 
by mala byť zisťovaná pred a po liečbe 
s cieľom zistiť jej vplyv na zmenu reaktivity 
aferentných nervových zakončení dýcha-
cích ciest. Táto objektívna metodika môže 
pomôcť v situáciách, kedy kašľová reaktivi-
ta je zvýšená. 

Podľa názoru niektorých autorov 
(Irwin, 2006; Kelsall et al., 2011) je vhodné 
v rámci hľadania a optimalizácie metodík 
na zisťovanie účinku kašeľ ovplyvňujúcich 
agensov použiť objektívne i subjektívne 
metodiky hodnotenia kašľa, pretože majú 
možnosť zisťovať odlišné parametre.  

Publikované odporúčania liečby 
chronického kašľa (Morice et al., 2006; 
Pratter et al., 2006) uvádzajú diagnostický 
algoritmus a systematickú liečbu triády 
vyvolávajúcich príčin chronického kašľa 
u dospelých, ktorú tvorí bronchiálna as-
tma, refluxná choroba gastroezofágu 
(GORD) a kašľový syndróm z horných dý-
chacích ciest (predtým známy ako syn-
dróm zatekania hlienu do hypofaryngu - 
PNDS). Za posledné desaťročia bolo publi-
kovaných mnoho prác, ktoré pripisujú vý-
skyt chronického kašľa týmto príčinám 
a popisujú 98% odpoveď na špecifickú 
liečbu týchto príčin (Irwin et al., 1990). 
Avšak nedávne štúdie poukazujú na zvyšu-
júci sa počet pacientov s chronickým kaš-
ľom, ktorí sú rezistentní na liečbu (McGar-
vey et al., 1998; Birring et al., 2004; Haque 
et al., 2005). V práci Woodcock 
a spolupracovníci (2010) popisujú možnosť 
identifikácie ďalších špecifických príčin 
(zvyčajne viac ako jednej) u pacientov 

s chronickým kašľom, ale dve tretiny pa-
cientov s chronickým kašľom sú úplne ale-
bo čiastočne rezistentní na špecifickú lieč-
bu zistených príčin. Naopak pacienti 
s triádou príčin astma, GORD, PNDS sa na 
kašeľ nesťažujú vôbec. Autori sa pýtajú, 
prečo sú spúšťačmi chronického kašľa 
u pacientov minoritné príčiny a prečo sa 
chronický kašeľ nezlepší po ich liečbe. 
Upozorňujú tiež na potrebu revízie simpli-
fikovaného názoru spred dvadsiatich ro-
kov, že sú tri liečiteľné príčiny chronického 
kašľa. 

Súčasné pochopenie neurofyzioló-
gie kašľového reflexu vychádza 
z experimentálnych prác na zvieracích 
modeloch s limitovaným množstvo údajov 
u ľudí. Vychádzajúc z analógie s chronic-
kou bolesťou, periférna a centrálna senzi-
tizácia môže byť dôležitým mechanizmom 
chronického kašľa, čo je v súčasnosti zdro-
jom aktívneho výskumu. Je potrebné po-
chopiť mechanizmy, ktoré sú podkladom 
senzitizácie, ako tieto mechanizmy vzá-
jomne reagujú na spúšťače kašľa a ich vzá-
jomný vzťah so senzitizáciou, ktorá vedie 
k tzv. núteniu na kašeľ (urge to cough) 
s následnou kašľovou odpoveďou v rámci 
chronického kašľa (Woodcock et al., 
2010). Iba na základe porozumenia týmto 
vzťahom zistíme efektívnu liečbu chronic-
kého kašľa. Tu je aj vysvetlenie opodstat-
nenia používania subjektívnych a objektív-
nych metodík. 

Účinnosť voľne predajných liekov 
ovplyvňujúcich kašeľ zostáva neoverená 
(Smith et al., 2008). Úspešný vývoj liekov 
závisí od lepšieho pochopenia mechaniz-
mov, ktoré sú zodpovedné za vznik chro-
nického kašľa a lepšej identifikácie poten-
cionálnych terapeutických cieľov.  

Uvedené možnosti objektívneho 
posúdenia kašľa sú v súčasnosti vhodné 
a používané pri realizácii klinických štúdií 
posudzujúcich efektivitu liečby chronic-
kého kašľa u presne definovaných skupín 
pacientov. 
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Úvod  
Za fyziologických podmienok má 

endotel viacero funkcií, ktorými reguluje 
lokálne pomery v cirkulácii. Dôležitá je 
jeho úloha pri vplyve na cievny tonus, 
prietok a tlak krvi. V dôsledku pôsobenia 
rôznych patologických činiteľov (ateroskle-
róza, hypertenzia, hypercholesterolémia) 
môže dôjsť k poškodeniu funkcie endotelu. 
Pri endotelovej dysfunkcii je nadmerne 
zvýšená expresia adhezívnych molekúl pre 
leukocyty, zvýšená produkcia cytokínov 
(najmä s prozápalovými účinkami a rasto-
vými aktivitami), zmenená priepustnosť 
pre plazmatické proteíny a lipoproteíny, 
zmeny v rovnováhe medzi prokoagulač-
nými/fibrinolytickými procesmi 
a vazodilatačnými/vazokonstrikčnými pro-
cesmi. Tieto zmeny sa pri jednotlivých pa-
tofyziologických stavoch uplatňujú v rôz-
nej miere. Z pohľadu farmakológa, hlav-
nou zmenou charakterizujúcou vznik en-
dotelovej dysfunkcie je posunutie rovno-
váhy v smere zvýšenej tvorby vazokon-
strikčných faktorov, a tým vyvolanie nefy-
ziologickej cievnej konstrikcie. Z hľadiska 
vzniku zápalovej reakcie má hlavný výz-
nam nadmerná adhezivita endotelu pre 
leukocyty a produkcia prozápalových cyto-
kínov. Porušenú vazodilatačnú schopnosť 
a ostatné prejavy endotelovej dysfunkcie 
môžeme priaznivo ovplyvniť farmakami s 
endotelovo-protektívnym účinkom. 
 
Vybrané farmaká vplývajúce na funkciu 
endotelu 

Sulodexid je prírodný sulfónovaný 
glykozaminoglykán zložený z heparánsul-
fátu a dermatánsulfátu, ktorého antitrom-

botická aktivita spočíva v inhibícii viace-
rých koagulačných faktorov (zvlášť faktora 
X), inhibícii adhézie doštičiek a aktivácii 
fibrinolytického systému. Redukuje hladi-
nu fibrinogénu a tým vplýva na viskozitu 
krvi a aktiváciou lipoproteinóvej lipázy 
normalizuje koncentráciu krvných lipidov. 
Sulodexid je indikovaný ako venofarma-
kum, antivarikózum, antitrombotikum. Má 
antikoagulačné (Cosmi et al., 2003), anti-
trombotické, fybrinolytické, hemoreo-
logické a lipolytické vlastnosti (Penka, 
1996). Je považovaný za liečivo s poten-
ciálne endotelovo-protektívnym účinkom. 
Jeho endotelovo-protektívny účinok je 
zatiaľ iba čiastočne objasnený v rôznych 
experimentálnych modeloch endotelovej 
dysfunkcie. V niektorých klinických štú-
diách 10-týždňová liečba sulodexidom na 
modele streptozotocínom-indukovaného 
diabetes mellitus viedla k zlepšeniu acetyl-
cholínovej relaxácie závislej od endotelu 
na malých cievach a znižovala počet cirku-
lujúcich endotelových buniek (Kristová et 
al., 2008). 

 
Heparíny (nefrakcionovaný heparín 

a nízkomolekulárne heparíny) sú glykóza-
mínoglykány používané sa na liečbu a pre-
venciu trombotických stavov. Fyziologicky 
má endotel antitrombotické vlastnosti, 
ktoré v prítomnosti bakteriálnych produk-
tov a zápalových cytokínov môžu vyústiť 
do protrombotického stavu. Heparíny 
pravdepodobne zohrávajú dôležitú úlohu 
pri modulácii funkcií endotelu, a to pri 
procesoch ako je hemostáza, zápalová 
reakcia, angiogenéza a metastázovanie 
tumorov (Cines et al., 1998).  
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Statíny inhibujú enzým HMG-CoA-
reduktázu, čím sa znižuje intracelulárna 
syntéza nového cholesterolu a znižuje sa 
koncentrácia LDL. Účinky statínov nie sú 
len výsledkom ich pôsobenia na aterogén-
ne lipidy, ale majú aj nelipidové, tzv. ple-
iotropné účinky. Najdôležitejšími spomedzi 
pozitívnych pleiotropných účinkov statínov 
sú protizápalové, antiproliferačné, anti-
trombotické vlastnosti a zmiernenie endo-
telovej dysfunkcie (Pella et al., 2007). Sta-
tíny majú schopnosť zvýšiť syntézu oxidu 
dusnatého (NO) a zlepšovať krvný prietok 
závislý od endotelu (Marchesi et al., 2000; 
Forgione et al., 2000). Zlepšenie funkcie 
endotelu môže byť jedným z mechaniz-
mov, ktorými je pri hypolipidemickej lieč-
be zabezpečovaná stabilita aterosklerotic-
kých plakov a znížené riziko trombózy.  

Z negatívnych pleiotropných účin-
kov treba spomenúť zníženie syntézy ge-
ranylpyrofosfátu, s čím je spojená znížená 
hladina koenzýmu Q10.  Pri jeho deficite sú 
vlákna kostrových svalov náchylnejšie na 
poškodenie (myopatia, myozitída, až rab-
domyolýza) (Singh et al., 2004). Táto prob-
lematika je predmetom aktuálne prebie-
hajúcich štúdií. Otázkou je klinická výz-
namnosť tohto javu, pretože nízka tvorba 
koenzýmu Q10 ešte nemusí znamenať jeho 
klinicky významný nedostatok v plazme a 
zvlášť nie v cieľových tkanivách (Pella et 
al., 2007).  

Napriek pozitívnemu vplyvu na 
hladinu lipidov v krvi, v roku 2012 FDA 
upozornila na fakt, že statíny možu zvýšiť 
glykémiu a podiel glykozylovaného hemo-
globínu v krvi. Nedávne štúdie (JUPITER, 
PROVE-IT TIMI 22) poukázali na zvýšené 
riziko diabetu pri vysokodávkovej terapii 
statínmi.  

 
Inhibítory angiotenzín-konvertu-

júceho enzýmu (ACEI) zasahujú do systé-
mu renín-angiotenzín-aldosterón, tým že 
inhibujú premenu angiotenzínu I na angio-
tenzín II. Angiotenzín II je jedna z najsilnej-

ších vazokonstrikčných látok cirkulujúcich 
v tele. Účinkuje ako na artérie, tak aj na 
vény a zvyšuje tlak krvi. Angiotenzín II zá-
roveň zvyšuje hladinu aldosterónu, ktorý 
potencuje renálnu reabsorpciu sodíka. 
Inhibícia ACE znižuje tvorbu angiotenzínu 
II a odbúravanie bradykinínu, ktorý má 
výrazný vazodilatačný efekt. Angiotenzín II 
blokuje tvorbu oxidu dusnatého, podporu-
je tvorbu prooxidačných látok, zvyšuje 
uvoľnovanie noradrenalínu, zvyšuje tvorbu 
endotelínu-1 a koncentráciu aldosterónu 
(Karetová a Bultas, 2003). Zdá sa, že ACEI 
zlepšujú funkciu endotelu v subkutánnej, 
epikardiálnej, brachiálnej a renálnej cirku-
lácii, ale nevplývajú na oslabenú relaxačnú 
odpoveď ciev predlaktia na acetylcholín u 
pacientov s esenciálnou hypertenziou 
(Taddei et al., 2002). 

 
Estrogény majú významný účinok 

na cievnu fyziológiu a patofyziológiu, na-
priek tomu vplyv estrogénov na prevenciu 
a liečbu kardiovaskulárnych chorôb je kon-
troverzný (Miller a Duckles, 2008). Ženy 
pred menopauzou majú nižší výskyt kar-
diovaskulárnych ochorení v porovnaní 
s rovnako starými mužmi (Lloyd-Jones et 
al., 2010). Napriek tomu viaceré klinické 
štúdie zaoberajúce sa hormonálnou sub-
stitučnou terapiou nepreukázali kardio-
vaskulárny benefit (Hulley et al., 1998; 
Manson et al., 2003; Anderson et al., 
2004). Miller a Duckles (2008) v prospek-
tívnej štúdii rozdelili ženy podľa veku od 
menopauzy a zistili, že vazodilatácia ciev 
predlaktia, ako indikácia funkcie endotelu, 
sa zosilnila po 3-mesačnej perorálnej es-
trogénovej terapii. Avšak Vitale et al. 
(2008) pozorovali, že miera zlepšenia va-
zodilatácie sa znížila v korelácii s počtom 
rokov po menopauze. Sú potrebné ďalšie 
prospektívne štúdie, ktoré by poskytli do-
datočné údaje týkajúce sa rýchlosti zmien 
endotelových funkcií po menopauze a ich 
ovplyvnenia estrogénmi. 
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Z perorálnych antidiabetík met-
formín priaznivo pôsobí na endotel 
a dokázalo sa, že účinky tejto látky znížujú 
kardiovaskulárne riziko u pacientov s DM2. 
Preukazuje pozitívny vplyv na produkty 
oxidačného stresu, formovanie koncových 
produktov pokročilej glykácie, aktivitu en-
dotelovej NO-syntázy, expresiu adhezív-
nych molekúl a prozápalových cytokínov 
(Drobná et al., 2011).  

 
Flavonoidy sa podieľajú sa na svet-

le závislej fáze fotosyntézy, počas ktorej 
katalyzujú prenos elektrónov. Okrem 
štandardnej terapie pri chronickej venóz-
nej insuficiencii sa aplikujú pri diabetickej 
retinopatii, pri hemoroidoch a metrorágii 
(Štvrtinová, 2005). Opakovane sa potvrdili 
priaznivé účinky flavonoidov v diéte na 
kardiovaskulárny systém (Mojžišová a 
Kuchta 2001; Zenebe et al. 2001). Flavono-
idy vplývajú pozitívne na koronárne a 
ostatné cievy tým, že znižujú oxidáciu LDL, 
zvyšujú hladinu HDL. Okrem toho znižujú 
vylučovanie mediátorov mastocytmi a 
potláčajú zápalovú reakciu.  

 
Melatonín je epifyzárny hormón 

vylučovaný v noci vplývajúci na cirkadián-
ne a sezónne rytmy. Pri dlhodobom podá-
vaní spontánne hypertenzným potkanom 
mal pozitívny vplyv na krvný tlak a endote-
lovú funkciu aorty (Török et al., 2005). 
Melatonín zmenšoval kontrakčné odpove-
de mezenteriálnych artérií vyvolané stimu-
láciou nervových zakončení v stene cievy 
ako u potkanov kmeňa Wistar-Kyoto, tak 
aj u spontánne hypertenzných potkanov. 
Melatonín vyvolával dávkovo-závislú rela-
xáciu a. pulmonalis a truncus pulmonalis, 
ak bol bazálny tonus zvýšený fenylefrínom 
(Líšková et al., 2006). 

 
Záver 

Farmaká ako sulodexid, heparín, 
statíny, inhibítory angiotenzín-konver-
tujúceho enzýmu a metformín popri 

ovplyvňovaní základného ochorenia vplý-
vajú priaznivo na endotelovú dysfunkciu. 
Ich potenciálny dosah  na funkciu endotelu 
by mal byť v budúcnosti zhodnotený 
v ďalších klinických a experimentálnych 
štúdiách, a to najmä u látok 
s nejednoznačne potvrdeným protektív-
nym účinkom. Zároveň je dôležité pre-
skúmať, do akej miery sa ovplyvnenie dys-
funkcie endotelu prejavuje v zmenách 
mortality a morbidity pacientov. 

 
Práca vznikla za pomoci grantov VEGA MŠ 
1/0501/11 a 1/0583/13. 
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Úvod do problematiky 
Dýchací systém komunikuje 

s atmosférickým vzduchom, ktorý okrem 
fyziologických zložiek obsahuje aj látky, 
ktoré môžu mať škodlivý vplyv na dýchací 
systém a organizmus ako celok. Práve pre-
to je dýchací systém vybavený radom ob-
ranných a ochranných mechanizmov, kto-
rých hlavnou úlohou je zabránenie vniknu-
tia škodliviny do dýchacieho systému ale-
bo jej odstránenie z dýchacích ciest. Ref-
lexné a nereflexné obranné mechanizmy 
navzájom spolupracujú a dopĺňajú sa. Naj-
dôležitejším obranným reflexným mecha-
nizmom dýchacích ciest je kašeľ (Widdi-
combe, 1995).   

Kašeľ je polysynaptický reflexný 
dej, ktorý vzniká podráždením aferentných 
nervových zakončení v dýchacích cestách 
v tzv. tusigénnych oblastiach a primárne je 
možné identifikovať jednotlivé populácie 
neurónov, ktoré sa podieľajú na jeho vzni-
ku a modulácii. Ide o neuróny vágového 
systému, ktorých telá sú lokalizované 
v nodóznych a jugulárnych gangliách a ich 
periférne zakončenia sú distribuované 
v dýchacích cestách. Kašeľ je exkluzívne 
vágový reflex (Canning a Mori, 2011). Ref-
lex je definovaný ako stereotypná reakcia 
sprostredkovaná reflexným oblúkom po 
adekvátnom nadprahovom podráždení 
príslušných receptorov. Hoci by sa zdalo, 
že  kašľový reflex a jeho oblúk ako taký sú 
rigidné štruktúry, nie je tomu celkom tak. 
Posledná dekáda výskumu kašľa sa venuje 
jeho plasticite – možnostiam  jeho modu-

lácie tak na periférnej ako aj centrálnej 
úrovni (McAlexander a Carr, 2009).  

Tak ako každý proces v organizme, 
aj kašeľ je regulovaný. Hoci nie je presne 
definované čo znamená „ fyziologický“ 
kašľový reflex, vychádzajúc z jeho úlohy je 
možné konštatovať, že adekvátne regulo-
vaný kašľový reflex zabezpečuje dostatoč-
nú obranu dýchacích ciest pričom nepo-
škodzuje tkanivá, nespôsobuje vznik ne-
žiaducich reakcií a neovplyvňuje kvalitu 
života pacienta. Dysregulácia v prípade 
kašľového reflexu môže mať dve podoby. 
Ako prvá je to up-regulácia kašľa kedy je 
kašeľ príliš silný, trvá viac ako 3-8 týždňov, 
vzniká aj na podnety, ktoré u iných subjek-
tov nemajú tusigénny potenciál, poškodzu-
je tkanivá, ovplyvňuje kvalitu života pa-
cienta (Woodcock et al., 2010). Vyskytuje 
sa pri chronických ochoreniach dýchacieho 
systému, gastroezofágovom refluxe či  
rinosinopatiách. Na druhej strane down-
regulácia kašľa – jeho oslabenie, môže 
viesť k nedostatočnej ochrane dýchacieho 
systému a následnému vzniku ochorení, 
ako príklad je možné uviesť pacientov po 
transaplantácii, s neurologickými poru-
chami, svalovými atrofiami alebo 
v bezvedomí, kde oslabenie kašľa môže 
viesť k aspiračnej pneumónii (Widdicombe 
& Singh, 2009). 

Štúdium up-regulácie kašľa pomá-
ha identifikovať mechanizmy, ktoré sa 
môžu potenciálne podieľať na patogenéze 
syndrómu chronického kašľa, či hypersen-
zitívneho kašľového syndrómu.  Na druhej 
strane môžu napomáhať pri hľadaní tera-
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peutických intervencií, ktoré môžu byť 
použité u pacientov s oslabeným kašľovým 
reflexom, ako sú seniori, alebo pacienti po 
cievnej mozgovej príhode. Štúdie down – 
regulácie kašľa, predovšetkým farmakolo-
gické štúdie majú význam pri identifikácii 
nových cieľov, ktoré by mohli mať poten-
ciálne klinické využitie. Ako príklad je 
možné uviesť, že identifikácia TRPV1 kaná-
la, ako „receptora relevantného pre vznik 
kašľa viedla k príprave TRPV1 antagonistov 
a ich klinickému testovaniu (Smith et al., 
2012). Tieto však spôsobujú problémy 
s reguláciou telesnej teploty a preto sa 
pozornosť upriamuje na TRPA1 antagonis-
tov, keďže TRPA1 kanál je tiež jedným 
z potenciálne využiteľných cieľov pri liečbe 
kašľa (Birrel et al., 2009). 
 
Kašeľ a rinosinopatie 

Veľmi častou príčinou up regulácie 
kašľa sú ochorenia nosovej dutiny a príno-
sových dutín – rinosinopatie. Kašeľ 
v tomto prípade vzniká aj za podmienok, 
že patologický proces je lokalizovaný 
v horných dýchacích cestách (nosovej du-
tine), pričom dolné dýchacie cesty nie sú 
týmto patologickým procesom postihnuté. 
Napriek značnému pokroku v štúdiách 
zameraných práve na túto problematiku, 
nie sú všetky mechanizmy vzniku 
a pretrvávania kašľa pri rinosinopatiách 
dostatočne vysvetlené. 

V minulosti sa kašeľ pri rinosinopa-
tiách považoval za dôsledok zatekania 
hlienu z nosovej dutiny do faryngu 
a laryngu s následným dráždením štruktúr 
laryngálneho vstupu so vznikom kašľa – 
post nasal drip syndróm (Irwin et al., 
1998). Keďže tento fenomén nie je presne 
definovaný a nie  vždy je jediným mecha-
nizmom, ktorý prispieva k modulácii kašľa 
pri rinosinopatiách došlo na základe no-
vých poznatkov k zmene terminológie 
a termín post nasal drip syndróm sa dnes 
nazýva ako „kašeľ asociovaný ochoreniam 
horných dýchacích ciest“. Tento termín 

pochádza z anglosaskej literatúry a bežne 
sa používa jeho skratka UACS – upper air-
way cough syndrome (Pratter et al., 2006). 
 
Up- regulácia kašľa 

Staršie práce Irwina a iných klinic-
kých pracovníkov predpokladali, že kašeľ 
vzniká priamo stimuláciou aferentných 
nervových zakončení v sliznici nosovej du-
tiny, a/ alebo sinusov, pričom táto hypoté-
za nebola nikdy dokázaná. Neskôr sa vedci 
prikláňali k názoru, že výskyt kašľa pri ri-
nosinopatiách je dôsledkom iných mecha-
nizmov, ktoré by ovplyvňovali reflexný 
oblúk kašľa. Tieto mechanizmy zahŕňajú už 
spomínané zatekanie hlienu po zadnej 
stene hltana, nasobronchiálny reflex, nea-
dekvátnu úpravu vdychovaného vzduchu, 
mikroaspiráciu zápalového aerosólu, pro-
pagáciu zápalu cestou systémovej cirkulá-
cie a mechanizmy centrálnej a periférnej 
neuroplasticity (Tatar et al., 2009). 

Pacienti s ochorením horných dý-
chacích ciest rôznej etiológie majú zvýšenú 
citlivosť kašľového reflexu – to znamená, 
že na vyvolanie kašľa sú potrebné menej 
intenzívne stimuly v porovnaní s ostatnou 
zdravou populáciou (O´Connel et al., 1996, 
Péčová et al., 2001). Podnety, na ktoré 
kašú pacienti s rinosinopatiou sú pre zdra-
vých jedincov  podprahové. 

Nosová dutina je prvou časťou dý-
chacieho systému, ktorá komunikuje  
s vdychovaným vzduchom a časticami, či 
chemikáliami v ňom obsiahnutými. 
V prípade, že dôjde k detekcii potenciálne 
škodlivých látok prostredníctvom trigemi-
nálnych ale aj olfaktorických zakončení, 
dochádza k iniciovaniu ochranných me-
chanizmov (apnoe), alebo obranných me-
chanizmov (kýchanie, sniffing). Úlohou 
týchto dejov je zabezpečiť ochranu 
a obranu dolných dýchacích ciest tak, aby 
príslušná noxa do nich nevnikla. Na zákla-
de týchto skutočností sme postulovali hy-
potézu, ktorú sme neskôr overovali 
v experimentálnych ako aj klinicko-
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patofyziologických štúdiách. Predpokladali 
sme, že stimulácia aferentných nervových 
zakončení v nosovej dutine môže modulo-
vať kašeľ a síce, že pri stimulácii nazálnych 
nociceptorov dochádza k up regulácii kaš-
ľa. Zmyslom up regulácie obranných me-
chanizmov pri rinosinopatiách je posilniť 
ich tak, aby sa minimalizovala možnosť 
šírenia patologického procesu z nosovej 
dutiny do ďalších častí dýchacích ciest. 
V prípade rinosinopatií, alebo v prípade 
prítomnosti vzdušných polutantov dráž-
diacich trigeminálne zakončenia má táto 
facilitácia opodstatnenie a svoj logický 
význam.  

V experimentálnych prácach bolo 
dokázané, že stimulácia trigeminálnych 
nociceptorov  kapsaicínom a histamínom 
nevedie k vzniku kašľa u laboratórnych 
zvierat. Avšak počas stimulácie nazálnych 
nociceptorov kapsaicínom dochádza 
k facilitácii mechanicky vyvolaného  kašľa 
u anestézovaných mačiek. Podanie kapsai-
cínu facilituje kašeľ vyvolaný inhaláciou 
kyseliny citrónovej u bdelých morčiat 
a kašeľ vyvolaný mechanickou stimuláciou 
dýchacích ciest u anestézovaných morčiat. 
Súčasne v tomto experimentálnom  uspo-
riadaní u bdelých morčiat došlo po stimu-
lácii nazálnych nociceptorov k vzostupu 
špecifického odporu dýchacích ciest me-
raného Pennockovou metódou (Plevkova 
et al., 2004a). Tento fenomén je popisova-
ný ako nasobronchiálny reflex, a hoci kašeľ 
a bronchokonstrikcia sú rozdielne regulo-
vané, k ich vzájomným interakciám, ktoré 
či už na periférnej úrovni (mechanosenzi-
tívne vlákna aktivované pri zúžení dýcha-
cích ciest ), alebo centrálnej úrovni  (kon-
vergencii vlákien zodpovedných za kašeľ 
a bronchokonstrikciu do nTs) (Mazzone 
a Canning, 2002). 

Zosilnenie kašľovej odpovede sme 
zistili aj počas intranazálneho podania 
kapsaicínu u zdravých dobrovoľníkov 
a histamínu u zdravých dobrovoľníkov 

a pacientov s alergickou rinitídou (Plevko-
va et al., 2004b, 2005, 2006). 

Facilitácia obranných reflexov sa 
netýkala len kašľa, ale aj exspiračného 
reflexu. Exspiračný reflex je mechanizmus 
vyvolaný dráždením mediálneho okraja 
hlasiviek, pričom dochádza iba 
k exspiračnému úsiliu, ktoré nie je pred-
chádzané inspíriom. U zvierat 
s experimentálne alergickou rinitídou ako 
aj v modeli intranazálneho podania ago-
nistu TRPV1 kanálov kapsaicínom došlo 
k zvýšeniu intenzity exspiračného reflexu. 
Keďže exspiračný reflex je zvyčajne nasle-
dovaný niekoľkými kašľovými expulziami, 
zaznamenali sme aj zvýšenie intenzity kaš-
ľa po exspiračnom reflexe.  Výsledky histo-
logických vyšetrení tak pri rinitíde, ako aj 
intranazálnom podaní kapsaicínu ukázali, 
že zatiaľ čo v nosovej sliznici bol prítomný 
buď eozinofilný zápal alebo  vazodilatácia 
a edém, sliznica laryngu nevykazovala 
žiadne zmeny v porovnaní s kontrolnými 
skupinami zvierat (Plevkova et al., 2009). 

V našich experimentoch sme doká-
zali, že stimulácia aferentných nervových 
zakončení kapsaicínim a histamínom facili-
tuje kašeľ. Ako pravdepodobný mecha-
nizmus sa tu môže uplatňovať centrálna 
senzibilizácia  – ovplyvnenie neurogenézy 
kašľového vzoru na úrovni mozgového 
kmeňa. Konvergencia jednotlivých afe-
rentných vstupov na úrovni mozgového 
kmeňa tak vytvára možnosti pre anato-
mické a funkčné interakcie jednotlivých 
neurónov participujúcich na neurogenéze 
dýchania a kašľa. Predpokladá sa, že zvý-
šený tok aferentných impulzov 
z nociceptorov privádzaných cez trigemi-
nálne zakončenia do oblasti mozgového 
kmeňa môže modulovať aktivitu neurónov 
druhého a vyšších rádov v nTs (nucleus 
tractus solitarii). NTs je miestom, kde do-
chádza k interpolovaniu neurónov prvého 
rádu – primárnych aferentov z dýchacích 
ciest, včítane „kašľových“ a následne ak 
intenzita podnetov je dostatočne silná, 



Nové trendy vo farmakoterapii IV. 

105 
 

dochádza k vzniku kašľa aktiváciou jeho 
generátora v centrálnom nervovom sys-
téme (Canning a Mori, 2009). Hoci primár-
ne senzitívne vlákna z nosovej dutiny sú 
interpolované na neuróny vyšších rádov 
v senzitívnom jadre n. V. tieto aferenty 
majú spoje aj do chemosenzitívnych oblas-
tí ako area postrema, ale aj mediálneho 
nTs (Wallois a s pol., 1991). Pomocou de-
tekcie c-fos génu a jeho génového produk-
tu sme ukázali, že intranazálne podanie 
látok s nocifenzívnym potenciálom vyvolá-
va aktiváciu neurónov v trigeminálnom 
senzitívnom jadre a okrem neho aj v nTs, 
čím môže zasahovať do modulácie vstupov 
do „kašľového generátora“. Zvýšená fos 
pozitivita bola detegovaná  aj vo VRG – 
ventrálnej respiračnej skupine, (nc. ambi-
guus a retroambigus), ktoré obsahujú pri-
márne premotorické a motorické exspi-
račné neuróny. Touto aktiváciou je možné 
hypoteticky vysvetliť zvýšenú silu exspí-
rií pri kašli vyvolanom počas nociceptívnej 
stimulácie nosovej sliznice. Podobná dis-
tribúcia fos pozitivity bola detegovaná aj 
v mozgovom kmeni morčiat s modelom 
experimentálnej alergickej rinitídy – teda 
senzibilizovaných jedincov, kde sa predpo-
kladá prítomnosť nervovej hypersenzitivity 
a hyperreaktivity spôsobená zápalom 
(Plevkova et al., 2010, 2011). 

Modely zápalových ochorení u 
morčiat jednoznačne dokazuje, že citlivosť 
kašľového reflexu je pri rininíde zvýšená 
(Brozmanová et al., 2008) a táto modulá-
cia sa vracia k normálnym hodnotám pri 
lokálnej liečbe kortikosteroidmi i antago-
nistami leukotriénových receptorov 
(Brozmanová et al., 2005). Tento mecha-
nizmus má korelát aj v klinických pod-
mienkach, kde citlivosť kašľového reflexu 
u pacientov s alergickou rinitídou je zvýše-
ná už mimo peľovej sezóny a signifikantne 
sa zvyšuje v čase, kedy sú jedinci expono-
vaní alergénu. Táto modulácia taktiež rea-
guje na liečbu lokálnymi kortikosteroidmi 
(Péčová et al., 2005). 

Down regulácia kašľa 
V biologických systémoch sú regu-

lácie zabezpečované prostredníctvom slu-
čiek negatívnych a pozitívnych spätných 
väzieb, ale aj antagonisticky pôsobiacich 
systémov. Ako príklad je možné uviesť 
sympatikový vs parasympatikový systém či 
nociceptívny vs antinociceptívny systém. 
Ak existuje nervová dráha, vychádzajúca 
primárne z trigeminálnych nervových za-
končení ktorá facilituje kašeľ, môže existo-
vať aj dráha, ktorá ho dokáže inhibovať. 
V našich prácach sme sa zamerali na štú-
dium rôznych populácií trigeminálnych 
neurónov  a na základe analýzy relevant-
ných informácií z literatúry, sme sa zame-
rali na populáciu exprimujúcu TRPM8 ka-
nál  a jeho agonistu mentol.  

Mentol je látka prírodného pôvo-
du, ktorú je možné získať z výťažku rastlín 
rodu mäta, ale je možné ho pripraviť aj 
synteticky. Ide terpén, ktorý má anestetic-
ké, upokojujúce a chladivé účinky po apli-
kácii na kožu a sliznice. Dlhé stáročia bol 
súčasťou tradičných východných medicín a 
do Európy sa dostal v 17. – 18. storočí. 
Využíva sa empiricky pri symptomatickej 
liečbe ochorení dýchacích ciest a je súčas-
ne pridávaný do rôznych kozmetických 
prípravkov, pastiliek, cukríkov a podobne. 
Identifikácia molekulárneho mechanizmu 
účinku posúva túto látku z oblasti herbál-
nej medicíny do spektra záujmu moleku-
lárnej farmakológie. Receptor pre mentol 
– TRPM8 kanál je súčasne aj termosenzo-
rom a reaguje na teploty v intervale tzv 
„mierneho chladenia“ (McKemmy  2002). 

Je známe, že inhalácia mentolu ve-
die k supresii kašľa, ako to ukázali Morice 
a jeho kolegovia na modeli u morčiat, ale 
aj dobrovoľníkoch. Existujú však aj práce, 
ktoré nepotvrdzujú tento výsledok, a síce 
ide o štúdie kašľa u detí a štúdiu supresie 
kašľa pri bronchoskopii v prípade predlie-
čenia 1% mentolom (Laude et al., 1994, 
Morice et al., 1998, Haidl et al., 2001, Ke-
nia et al., 2008).  Otázka je, aké mecha-
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nizmy sa podieľajú na antitusickej aktivite 
mentolu.  

Zo štúdií u morčiat je známe, že 
expresia TRPM8 je vysoká v horných dý-
chacích cestách a že len 8-16% vágových 
vlákien v dolných dýchacích cestách ex-
primuje TRPM8. Zamerali sme sa na štú-
dium značených trigeminálnych neurónov, 
ktoré sme nazbierali z disociovaných neu-
rálnym retrográdnym tracerom označe-
ných ganglií po 7 dňoch od podania farbi-
va. Metodikou single cell-rt PCR sme doká-
zali, že až 60% trigeminálnych neurónov 
exprimuje TRPM8, v porovnaní s nízkym 
percentom v dolných dýchacích cestách 
a že existuje špecifická subpopulácia neu-
rónov, ktoré nie sú nociceptory – ide 
o TRPV1-/TRPM8+ pozitívne neuróny, kto-
ré by práve mohli byť relevantné pre down 
reguláciu kašľa.  Distribúciu TRMP8+ pozi-
tívnych neurónov sme dokázali aj selektív-
nym podaním mentolu do horných dýcha-
cích ciest, trachey a dolných dýchacích, 
kde sme zaznamenali signifikantný antitu-
sický efekt len v prípade intranzálneho 
podania mentolu.  

Zamerali sme sa na sériu experi-
mentov s intranzálnou aplikáciou stude-
ného vzduchu a dvoch izomérov mentolu 
u anestézovaných morčiat a zistili sme, že 
intranazálne podanie mentolu, ako aj apli-

kácia studeného vzduchu  20 °C má anti-
tusický účinok na kašeľ vyvolaný kyselinou 
citrónovou u anestézovaných morčiat.  
Mentol podaný do nosa má signifikantný 
antitusický účinok  u anestézovaných mor-
čiat  aj bdelých jedincov v porovnaní 
s vehikulom a (+) mentolom, čo je izomér 
s nižším biologickým účinkom (Plevková et 
al., 2011). Sú známe práce, kde po intrana-
zálnom podaní vody bola tiež dokumento-
vaná znížená intenzita kašľa – respektíve 
inhibícia kašľa (Poussel et al., 2012). Tento 
mechanizmus sa dáva predovšetkým do 
súvislosti  s reguláciou dýchania a síce je 
všeobecne akceptované, že dýchanie 
a kašeľ sú regulované rovnakým smerom – 

to znamená že podnety spôsobujúce sup-
resiu  dýchania suprimujú aj kašeľ 
a naopak. Tieto výsledky vyplývajú z prác 
Tatára et al. (2002). Mentol po intranazál-
nej aplikácii taktiež spôsobuje zníženie 
frekvencie dýchania, a tento vplyv nie je 
možné úplne vylúčiť – čiže nie je jedno-
značne dokázané, že tento modulačný 
vplyv je špecifický len pre TRPM8 rele-
vantné podnety, pravdepodobne akýkoľ-
vek podnet dostatočne silný na supresiu 
dýchania môže inhibovať kašeľ. 

V translačnej štúdii u zdravých dob-
rovoľníkov sme postup modifikovali, 
a podali sme intranazálne vehikulum, 
a oba izoméry mentolu – (+) mentol aj (-) 
mentol. Zistili sme že intranazálna apliká-
cia mentolu signifikantne zvyšuje kašľový 
prah,  redukuje nutkanie na kašeľ ako aj 
kumulatívnu kašľovú odpoveď 
u dobrovoľníkov. Prekvapivé boli výsledky, 
ktoré ukazujú, že (+) mentol dosiahol vyš-
šiu účinnosť než (-) biologicky efektívnejší 
izomér. Analýzou subjektívnych pocitov 
dobrovoľníkov sme zistili, že išlo predo-
všetkým o fenomén „vône“ podanej látky, 
pričom (+) mentol má príjemnejšiu vôňu  
(Plevková et al., 2012). Testovali sme ná-
sledne ako negatívnu kontrolu thymol – 
látku s príjemnou vôňou (pôvodom 
z rastliny Thymus vulgaris). Thymol patrí 
medzi fenoly, a má antimikrobiálne, antio-
xidačné a fungicídne vlastnosti. Jeho mo-
lekulárny mechanizmus účinku je zabezpe-
čený prostredníctvom TRPV3 kanála, ktorý 
je bohato exprimovaný na koži, jazyku 
a neurónoch pôvodom z DRG, vrátane 
trigeminálneho systému (Haoxing et al., 
2002). Zistili sme, že po intranazálnom 
podaní tymolu dochádza k supresii kašľa 
a výraznej eliminácii nutkania na kašeľ 
(Gavliakova et al.,  zatiaľ nebublikované). 
Súčasne v klinicko – patofyziologických 
štúdiách sme zistili, že podanie látok 
s nepríjemným zápachom – napríklad ally-
lisothiocyanát facilituje nutkanie na kašeľ. 
Postulovali sme hypotézu, že do tejto re-
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gulácie sa zapája aj olfaktorický systém 
a následne kôrové mechanizmy, ktoré 
ovplyvňujú nutkanie na kašeľ. Je známe, že 
kašeľ, je okrem aferentných vstupov 
a reflexných mechanizmov modulovaný aj 
kortikálnymi - psychickými a behaviorál-
nymi mechanizmami a o jeho supramedu-
lárnych reguláciách je známe len málo. Do 
úvahy prichádza aj mechanizmus placebo 
účinku pri aplikácii čuchových podnetov 
(Prof. Eccles, osobná komunikácia). Okrem 
toho je potrebné zvážiť aj trigemino-
olfaktorické interakcie. 
 
Farmakologické aplikácie poznatkov pri 
kašli asociovanom s rinosinopatiami 

V prípade rinosinopatií zápalovej 
etiológie je kašeľ efektívne kontrolovaný 
zvládaním zápalového procesu v horných 
dýchacích cestách. Preto je vhodné podá-
vanie lokálnych prípravkov s protizápa-
lovým účinkom – kortikosteroidov, antihis-
taminík a antagonistov leukotriénov, ktoré 
ovplyvňujú  primárny patologický proces – 
zápal a redukujú jeho sekundárne dôsled-
ky - produkcia hlienu, opuch sliznice a pod, 
ktoré následne ovplyvňujú dolné dýchacie 
cesty.  Na zváženie je podanie prípravkov 
obsahujúcich lokálne anestetiká. Ďalej je 
vhodné aplikovať aromatické látky mentol, 
thymol, eucalyptol, ktoré majú dokázaný 
antitusický účinok aj ako izolované látky 
podané lokálne na sliznicu nosa, avšak aj 
ako súčasť výťažkov rastlín (nikdy nie je 
možné do detailov definovať ich zloženie). 
Pretože mnohé z týchto výťažkov majú 
bronchodilatačný a sekretomotorický úči-
nok, čím napomáhajú obrane dýchacích 
ciest,  kašľová odpoveď sa môže znížiť. 
Nezanedbateľný je účinok placeba, ktorý 
ako vyplýva z niektorých štúdií predstavuje 
až 80% účinku bežne dostupných antitu-
sických liečiv  (Eccles 2006). 
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Bronchiálna hyperreaktivita  (BHR) 

je dôležitým príznakom rôznych respirač-
ných ochorení (astma, chronická ob-
štrukčná choroba pľúc, atď). Neustálu 
snahu o detailné objasnenie jej patogené-
zy rozšíril Hoang et al. (2006) o novú zau-
jímavú hypotézu, ktorá predpokladá 
v mechanizme vzniku astmy a jej symptó-
mov (BHR) hyperexcitabilitu bunkovej 
membrány a nadmernú aktiváciu glutamá-
tových NMDA receptorov (NMDAR). Vý-
sledkom toho je excitotoxicita, poškodenie 
buniek, zápal a bronchokonstrikcia. Dôleži-
tým excitačným neurotransmiterom je 
pritom glutamát, ktorý pôsobí prostredníc-
tvom metabotropných (mGluR) a ionot-
ropných (iGluR) glutamátových recepto-
rov. Skupina ionotropných receptorov za-
hŕňa katiónové kanály s väzbovými mies-
tami pre rôzne ligandy. Je rozdelená do 3 
subtypov: NMDA (N-metyl-D-aspartátové), 

AMPA (-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-
isoxazole-propionátové) a kainátové re-
ceptory (Dickman et al., 2004). Prítomnosť 
NMDAR v respiračnom systéme zistili Said 
et al. (1999), ktorí poukázali aj na ich mož-
nú úlohu v patogenéze akútneho poško-
denia pľúc a bronchiálnej astmy. 

Prítomnosť nadmerných množstiev 
glutamátu a nadmerná dlhodobejšia akti-
vácia NMDAR pôsobí na neuróny nepriaz-
nivo a môže dokonca viesť k apoptóze 
buniek. Toto súvisí s influxom veľkého 
množstva vápnika do bunky, čo spúšťa 
aktiváciu niekoľkých enzýmových systé-
mov (proteínkinázy, fosfolipázy, lipoxyge-
názu, cyklooxygenázy, proteázy, NO syntá-
zy) a kaskád dejov vedúcich k tvorbe reak-
tívnych foriem kyslíka (ROS). ROS opäť 

aktivujú glutamátový receptor a vedú k 
poškodeniu tkaniva oxidatívnym stresom 
(Said et al., 2000). Vyvolávajú peroxidáciu 
lipidov, DNA, aktiváciu kaspáz, depléciu 
energetických zdrojov, čo v konečnom 
dôsledku vedie k bunkovej smrti. Tieto 
pochody sú zodpovedné napr. za vznik 
rôznych akútnych a chronických neurolo-
gických ochorení, na patogenéze ktorých 
sa podieľa glutamát (epilepsia, Parkinso-
nova, Alzheimerova choroba a pod).  

Na regulácii funkcií respiračného 
systému sa podieľa aj nitrergický systém, 
kde pôsobí ako dôležitý inhibičný neuro-
transmiter oxid dusnatý (NO). V literatúre 
je veľmi málo údajov sledujúcich vzťah 
excitačného glutamátergického 
a inhibičného nitrergického systému. Na 
úrovni centrálneho nervového systému 
stimulácia NMDAR má za následok zvýše-
nie tvorby NO ale aj jeho radikálu – pero-
xynitritu (obr. 1). Obidva produkty pôsobia 
na NMDA receptory avšak rozdielnym me-
chanizmom. Kým NO zvyšuje stimuláciu 
NMDA receptorov, peroxynitrit zvyšuje ich 
senzitivitu k rôznym stimulom (Pall, 2005, 
Hirooka et al., 2011). Nie je však doposiaľ 
jasné, či k podobným interakciám dochá-
dza aj v oblasti respiračného systému 
a ako sa tieto interakcie uplatňujú pri vzni-
ku niektorých respiračných ochorení a ich 
symptómov. To bol dôvod, pre ktorý sme 
sa snažili v našich experimentoch získať 
nové informácie o možnej účasti resp. in-
terakcii obidvoch systémov 
v podmienkach experimentálne vyvolanej 
hyperreaktivity dýchacích ciest. Pokiaľ je 
nám známe z literárnych údajov, toto je 
prvá štúdia sledujúca uvedený vzťah. 

mailto:astrapkova@jfmed.uniba.sk
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Obr. 1 Interakcia glutamátergického a nitrergického systému (upravené podľa Hirooka et al., 2011). 

 
Aktivita obidvoch systémov môže 

byť modulovaná zásahom na rôznych 
úrovniach. V našich podmienkach sme 
použili agonistu NMDA receptorov a inhi-
bítor NO syntáz (NOS) samostatne alebo v 
kombinácii. Hodnotili sme zmeny reaktivi-
ty dýchacích ciest ako aj zmeny hladín vy-
dychovaného NO (eNO) v experimen-
tálnom modeli hyperreaktivity dýchacích 
ciest vyvolanej ovalbumínom. Detekcia 
eNO patrí totiž v súčasnosti medzi najmo-
dernejšie  neinvazívne metódy na detekciu 
a kontrolu zápalového  procesu v dýcha-
cích cestách.  

 
Materiál a metódy 

Na experimenty sme použili morča-
tá o hmotnosti 200-250 g. Zvieratá boli 
chované v centrálnom zverinci samostatne 
v klietkach. Pred i počas trvania experi-
mentov dostávali plnohodnotnú potravu a 
vodu ad libitum. Použili sme 6 skupín zvie-
rat (n=8), ktorým sme podávali buď ago-
nistu NMDA receptorov – sodnú soľ glu-
tamátu (MSG) v dávke 1g/kg intraperito-
neálne (i.p.) alebo nešpecifický inhibítor 

NO syntáz - metylester N-nitro-L-arginínu 
(L-NAME) v dávke 40 mg/kg i.p alebo 
kombináciu MGS s L-NAME. Látky sme 
podávali 14 dní jednak skupinám zvierat 
senzibilizovaných ovalbumínom (OVA)  
a jednak nesenzibilizovaným kontrolným 
skupinám (fyziol. roztok namiesto ovalbu-

mínu). V deň senzibilizácie (1., 3. a 14. deň 
experimentu) sme látky aplikovali 30 mi-
nút pred podaním ovalbumínu resp. fyzio-
logického roztoku, v dňoch mimo senzibili-
zácie dostali zvieratá látky každý deň 
v rovnakom čase. Všetky substancie sme 

získali od firmy Sigma Aldrich. Realizácia 
štúdie bola schválená Etickou komisiou JLF 
UK v Martine.  

 
Vyvolanie hyperreaktivity dýchacích ciest 

Hyperreaktivitu dýchacích ciest 
sme u morčiat vyvolali ovalbumínom (100 

mol.ml-1 vo fyziologickom roztoku), ktorý 
bol zvieratám aplikovaný v stanovených 
časových intervaloch – v 1. deň 0. 5 ml i.p. 
a 0.5 ml s.c., na 3. deň 1 ml i.p. a na 14. 
deň 1 ml inhalačne. Na inhaláciu ovalbu-
mínu sme použili celotelový pletyzmograf 
(Hugo Sachs Electronic, type 885, Nemec-
ko) pre potkany a malé zvieratá.  

 
Sledovanie reaktivity dýchacích ciest 

Zmeny  reaktivity dýchacích ciest 
sme sledovali v podmienkach in vitro. Zvie-
ratá sme usmrtili 24 hodín po poslednej 
aplikácii ovalbumínu. Preparáty priprave-
né  z trachey a pľúcneho tkaniva boli inku-
bované v orgánovom kúpeli s Krebsovým-
Henseleitovým roztokom (110.0 mmol.ml-1  
NaCl, 4.8 mmol.ml-1  KCl, 2.35 mmol.ml-1  
CaCl2, 1.20 mmol.ml-1  MgSO4, 1.20 
mmol.ml-1  KHPO4, 25.0 mmol.ml-1  Na-
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HCO3 a glukóza 10.00 mmol.ml-1 v destilo-
vanej vode) počas jednej hodiny. Roztok 
bol saturovaný pneumoxidom (95 % O2 + 
5% CO2) pri teplote 37 ± 0,5 ºC a pH 7,5 ± 
0,1 a vymieňaný každých 10 minút. Na 
sledovanie zmien reaktivity sme použili „In 
vitro Isolated Tissue Bath System“ (Expe-
rimetria Ltd., Maďarsko), ktorým sme za-
znamenávali zmeny amplitúdy kontrakcie 
preparátov hladkých svalov na kumulatív-
ne dávky (10-8 – 10-3 mol.l-1) histamínu 

alebo acetylcholínu (Sigma Aldrich). 
 

Analýza vydychovaného NO (eNO)  
Na analýzu eNO sme použili chemi-

luminiscenčnú metódu založenú na detek-
cii žiarenia vznikajúceho chemickou reak-
ciou NO a ozónu, ktorý je vytváraný v 
chemiluminiscenčnom analyzátore. Vý-
sledný výstupný signál zodpovedá koncen-
trácii NO vo vstupnej vzorke. Vydýchnutý 
NO sme u spontánne dýchajúcich zvierat 
analyzovali pomocou štandardného klinic-
kého analyzátora NIOX® (Aerocrine, Švéd-
sko), ktorý bol upravený na sledovanie 
eNO u malých laboratórnych zvierat za-
komponovaním špeciálnej vzduchotesnej 
komory k analyzátoru (MR Diagnostic, 
Česká Republika). Každé zviera 
s možnosťou spontánneho dýchania bolo 
samostatne umiestnené v tejto komore po 
dobu 5 minút. Vzduch v komore bol privá-
dzaný a odvádzaný cez regulačný dvoj-
cestný ventil. Pre analýzu eNO sme vytvo-
rili časový harmonogram korešpondujúci 
s procesom senzibilizácie. Zmeny eNO sme 
sledovali v presných časových intervaloch - 
1., 3., 14. a 15. deň (24 hodín po poslednej 
inhalácii ovalbumínu).  

 
Štatistické spracovanie výsledkov 

Výsledky sme štatisticky vyhodnoti-
li pomocou štatistického softvéru progra-
mu Microsoft Excel. Rozdiely v odpovedi 
boli hodnotené Studentovým t-testom pre 

nerovnako veľké skupiny zvierat. Za štatis-
ticky významne rozdielne boli považované 

hodnoty p0.05.  
 

Výsledky 
Na obr. 2 sú znázornené zmeny re-

aktivity hladkého svalu trachey na hista-
mín u morčiat senzibilizovaných ovalbu-
mínom (oranžové stĺpce) v porovnaní 
s kontrolou – fyziologický roztok (modré 
stĺpce). Obidve skupiny dostávali agonistu 
NMDA receptorov – sodnú soľ glutamátu 
(MSG) v dávke 1g/kg i.p. počas celej doby 
senzibilizácie (14 dní), pričom na 1., 3. a14 
deň bola látka aplikovaná 30 minút pred 
ovalbumínom alebo fyziologickým rozto-
kom. Podanie MSG mierne znížilo reaktivi-
tu tracheálneho hladkého svalu na hista-
mín u senzibilizovaných zvierat, štatisticky 
významne (p<0.05) v koncentráciách 10-5 
až 10-3 mol.l-1. V nižších koncentráciách sa 
odpoveď nemenila. Obr. 3 ukazuje zmeny 
reaktivity na histamín u kontrolnej skupiny 
zvierat, ktorá dostávala 14 dní L-NAME  v 
dávke 40 mg/kg i.p. a v sta-novené dni 
fyziologický roztok (zelené stĺpce), u sku-
piny, ktorá dostávala L-NAME  v rovnakej 
dávke počas 14-dňovej senzibilizácie oval-
bumínom (žlté stĺpce) a u skupiny senzibi-
lizovanej ovalbumínom a liečenej 14 dní 
kombináciou L-NAME  s MSG v rovnakých 
dávkach (šedé stĺpce). Pri porovnaní kon-
trolnej skupiny so skupinou senzibilizova-
nou ovalbumínom zvýšila inhibícia NO 
syntáz L-NAME štatisticky významne 

(p0.05) odpoveď tracheálneho hladkého 
svalu na všetky koncentrácie histamínu 
(10-8 až 10-3 mol.l-1). Simultánne podanie 
agonistu NMDA receptorov – MSG s L-
NAME senzibilizovaným zvieratám vyvola-
lo pokles amplitúdy kontrakcie na všetky 
koncentrácie histamínu ku hodnotám, aké 
boli zaznamenané u kontrolnej skupiny.
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Obr. 2 Zmeny amplitúdy kontrakcie hladkého svalu trachey na histamín po aplikácii MSG počas 14 dní  

u kontrolnej skupiny (MSG + fyziol. roztok - modré stĺpce) a u skupiny senzibilizovaných zvierat (MSG + 
OVA - oranžové stĺpce). Stĺpce predstavujú priemerné hodnoty amplitúdy kontrakcie so strednou chybou 

priemeru  S.E.M. Os x –  koncentrácie histamínu v log mol.l
-1

, os y – amplitúda kontrakcie v gramoch. 

*p0.05. 
 

 
 
Obr. 3 Porovnanie zmien amplitúdy kontrakcie hladkého svalu trachey na histamín po aplikácii L-NAME kon-

trolnej skupine (zelené stĺpce),  senzibilizovanej skupine (žlté stĺpce) a  L-NAME + MSG senzibilizovanej 
skupine (šedé stĺpce). * porovnanie L-NAME - fyziol. roztok s L-NAME - OVA, + porovnanie L-NAME - OVA 
s L-NAME + MSG + OVA. Stĺpce predstavujú priemerné hodnoty amplitúdy kontrakcie so strednou chy-

bou priemeru  S.E.M. Os x –  koncentrácie histamínu v log mol.l
-1

, os y – amplitúda kontrakcie 

v gramoch. * +p0.05. 

 
Na obr. 4 sú znázornené zmeny 

hladín eNO. Pri porovnaní hodnôt eNO 
u zdravých zvierat () a u zvierat senzibili-
zovaných OVA () sme výraznejšie štatis-
ticky významné zmeny  nepozorovali. U 

zvierat, ktorým bol počas 14 dní senzibili-
zácie OVA aplikovaný MSG () došlo 
k štatisticky významnému zvýšeniu hladín 
eNO  na 3. a 14. deň v porovnaní so zviera-

tami skupiny OVA (p0.05). Podávanie 
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kombinácie MSG+L-NAME v priebehu sen-

zibilizácie () vyvolalo štatisticky významné 

zníženie hodnôt eNO (p0.001) na 3., 14. 

a 15. deň v porovnaní so skupinou, ktorej 
nebol podaný inhibítor NOS.

 

 
Obr. 4 Porovnanie zmien eNO na 1., 3., 14 a 15. deň u zdravých zvierat (), u zvierat senzibilizovaných ovalbu-

mínom (OVA - ), u senzibilizovaných zvierat po aplikácii MSG (OVA + MSG - ) a u senzibilizovaných 

zvierat po aplikácii MSG + L-NAME (). Os x – dni senzibilizácie, os y – hodnoty eNO v ppb.  + p0.05 – 

OVA vs. OVA + MSG, *** p0.001 - OVA + MSG vs. OVA+ MSG + L-NAME. 

 
Diskusia 

Prevalencia respiračných zápalo-
vých ochorení má zvyšujúcu sa tendenciu. 
Je teda samozrejmou snahou získať nové 
informácie o patogenéze týchto ochorení 
a následne určiť orientáciu adekvátnej 
farmakoterapie. Hoang et al. (2006) vyslo-
vili zaujímavú hypotézu “bronchiálnej epi-
lepsie”, ktorá je v respirológii relatívne 
nová. Táto teória predpokladá, že astma je 
výsledkom hyperreaktivity NMDA recepto-
rov v dýchacích cestách. V patogenéze 
astmy však pôsobí ako dôležitý neurotran-
smiter aj oxid dusnatý (Nijkamp a Folkerts, 
1994, Ricciardolo, 2003). Obidva systémy 
tak výrazne prispievajú ku kontrole funkcií 
respiračného systému (Kc a Martin, 2010). 
Z tohto faktu vyplýva preto logická otázka 
možnej vzájomnej interakcie oboch nervo-
vých systémov. Väčšina prác rieši tento 
problém na úrovni centrálneho nervového 
systému (Smith a Ogonowski, 2003, Llan-
sola a Felipo, 2010). Len veľmi málo sa 
zaoberá možnou  interakciou v oblasti res-

piračného systému (Scher a Scher, 1992). 
Preto sme v našej práci sledovali, ako bude 
zásah do homeostázy oboch systémov 
ovplyvňovať experimentálnu hyperreakti-
vitu dýchacích ciest vyvolanú u morčiat 
ovalbumínom na jednej strane a hladiny 
eNO na strane druhej.  

Na aktiváciu NMDA receptorov 
sme použili sodnú soľ glutamátu (MSG). Je 
to jedna zo solí kyseliny glutámovej, ktorá 
sa používa ako potravinové aditívum zod-
povedné za piatu - tzv. „umami“ chuť ty-
pickú pre čínsku či inú ázijskú kuchyňu 
(Jinab a Hajeb, 2010). S požitím tejto látky 
sa popisuje riziko vzniku komplexu  reakcií, 
pre ktoré sa v súčasnosti používa výraz 
„glutamátová intolerancia“ alebo „precitli-
venosť na glutamát sodný“.  Manifestuje 
sa okrem iného vznikom alergických reak-
cií (urtikária, angioedém, rinitída, anafy-
laktická reakcia). Niektoré práce poukazu-
jú aj na možnosť vzniku astmatického zá-
chvatu podmieneného práve  podaním 
MSG (Kwok, 1968, Allen et al., 1987). Vali-
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dita týchto prác je však značne limitovaná 
rôznymi faktormi (počet pacientov, hod-
notené parametre, použité metódy hod-
notenia a štatistického spracovania). Vý-
sledky ďalších prác nepotvrdili jasný 
a konzistentný vzťah medzi MSG 
a vznikom astmatického bronchospazmu 
(Woods et al., 1998, Woessner et al., 
1999). Nepotvrdil sa dokonca ani vznik 
nežiaducich účinkov po požití MSG 
u astmatických pacientov (Williams 
a Woessner, 2009).  

Yoneda et al. (2011) sledovali pô-
sobenie MSG v respiračnom systéme na 
myšacom modeli astmy. Látka počas senzi-
tizácie ovalbumínom nemenila hodnoty 
odporu dýchacích ciest na metacholín, 
neovplyvňovala nepriaznivo respiračné 
funkcie alebo vývoj zápalu či hyperreakti-
vity u astmatických myší, hoci podané 
dávky MSG výrazne presahovali dávky po-
užívané vo všeobecnosti u ľudí.  Bezpeč-
nosť MSG potvrdili autori aj histologickými 
a cytologickými vyšetreniami. Aplikácia 
tejto látky morčatám počas senzibilizácie 
ovalbumínom v našich podmienkach vyvo-
lala mierny pokles amplitúdy kontrakcie 
hladkého svalu trachey najmä na histamín. 
Možno teda predpokladať, že aktivácia 
NMDAR podaním MSG zvyšuje aktivitu 
NOS a zvyšuje tvorbu NO, pôsobením kto-
rého dôjde k takejto odpovedi? Vynárajú 
sa však ďalšie otázky -  ktoré izoformy NOS 
sa podieľajú na tomto efekte, akú úlohu 
zohrávajú ROS resp. aká ja aktivita antioxi-
dačných mechanizmov a pod. Nguyen-
Duong (2010) získali podobné výsledky na 
preparátoch  cievneho hladkého svalu, 
ktorý relaxoval po podaní agonistov 
NMDAR. Vazodilatačný efekt glutamátu sa 
tiež podieľa na tzv. syndróme čínskych 
reštaurácií, ktorý sa manifestuje okrem 
iného bolesťou hlavy a sčervenaním, ktoré 
vyplývajú z vazodilatácie tejto oblasti (Ol-
ney, 1990). 

Zmeny reaktivity v našich pod-
mienkach boli sprevádzané zmenami hod-

nôt eNO.  Aktivácia NMDA receptorov po-
daním MSG vyvolala pri znížení reaktivity 
zvýšenie hodnôt eNO. Vyvstáva preto 
otázka, či sa aj na úrovni respiračného 
systému uplatňuje interakcia, ktorú popí-
sali Pall (2005) a Hirooka et al. (2011) 
v centrálnom nervovom systéme. 
O možnej interakcii svedčí aj to, že inhibí-
cia NOS aplikáciou L-NAME zvýšila ampli-
túdu kontrakcie hladkého svalu trachey u 
senzibilizovaných zvierat na histamín. Po-
danie kombinácie tohto inhibítora NOS s 
agonistom NMDA receptorov (MSG + L-
NAME) sa prejavilo návratom hodnôt am-
plitúdy kontrakcie k hodnotám zazname-
naných u kontrolnej skupiny.  

Obidve zistenia (zmeny hyper-
reaktivity, zmeny hodnôt eNO) potvrdili 
závery práce Said et al. (2001), ktorí ukáza-
li na možný vzťah glutamátergického a 
nitrergického systému. Rovnako Pall 
(2005) popisuje v modeli viacnásobnej 
chemickej senzitivity možnú interakciu 
obidvoch systémov. Po stimulácii NMDA 
systému zistil autor zvýšenú produkciu NO 
ako retrográdneho neurotransmiteru cez 
mechanizmus zahŕňajúci zvýšený influx 
Ca2+ do bunky, následnú zvýšenú koncen-
tráciu intracelulárneho Ca2+  so stimulá-
ciou NO syntáz. Takto sa vytvorí circulus 
vitiosus – nadmerná aktivita NMDA vedie 
k nadmernej produkcii NO, čo vedie k 
nadmernej aktivite NMDA atď. Pri stimulá-
cii NMDA receptorov však dochádza aj 
k tvorbe oxidačného produktu NO – pero-
xynitritu. Tento môže tiež vyvolať spome-
nutý bludný kruh depléciou energetických 
zdrojov (ATP) bunky. Je možné, že sa po-
dobné mechanizmy môžu uplatňovať aj pri 
respiračných zápalových ochoreniach spo-
jených s hyperreaktivitou. Potvrdenie 
účasti glutamátergickej neurotransmisie 
nielen vo fyziologických ale aj patologic-
kých podmienkach by tak mohol byť jed-
ným z doposiaľ nepoznaných mechaniz-
mov zápalu a hyperreaktivity dýchacích 
ciest (Hoang et al., 2010). 
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Záverom môžeme konštatovať, že 
aktivácia NMDA receptorov podaním sod-
nej soli glutamátu mierne znížila reaktivitu 
hladkého svalu trachey na histamín 
v modeli hyperreaktivity vyvolanej oval-
bumínom. Zásah do homeostázy nitrergic-
kého systému inhibíciou NO syntáz poda-
ním L-NAME zvýšil odpoveď tracheálneho 
hladkého svalu na histamín. MSG takejto 
reakcii zabránil. Zaznamenali sme aj zmeny 
hladín eNO. Aktivácia NMDA receptorov 
aplikáciou MSG zvýšila hladinu eNO. Inhi-
bíciou NO syntáz podaním L-NAME hodno-
ty eNO výrazne poklesli. Hoci na základe 
našich experimentov nemožno robiť jed-
noznačné závery, ich výsledky naznačujú 
možnosť vzájomnej interakcie glutamáter-
gického a nitrergického systému 
v podmienkach experimentálnej hyperre-
aktivity. Pritom samozrejme nie je možné 
vylúčiť aj účasť ďalších systémov. Riešenie 
tejto otázky si preto vyžaduje ďalšie štú-
die.  

 
Práca bola podporená projektom “Dobudova-
nie Centra experimentálnej a klinickej respiro-
lógie (CEKR II)“ spolufinancovaným zo zdrojov 
EÚ. 
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Hyperkinetická porucha (HKP) je 
najčastejšia neurobehaviorálna porucha 
detského veku postihujúca 3-5% detí 
v školskom veku. Podľa Medzinárodnej 
klasifikácie chorôb (MKCH-10)  je hyperki-
netická porucha  definovaná prítomnosťou 
3 jadrových symptómov, a to   nepozor-
nosti, hyperaktivity a impulzivity. Uvedené 
príznaky sa objavujú pred 7 rokom života, 
trvajú minimálne 6 mesiacov a sú spojené 
so zhoršeným sociálnym fungovaním die-
ťaťa minimálne v dvoch oblastiach života.  
Na stanovenie diagnózy je však potrebná  
prítomnosť  všetkých troch symptomových 
okruhov.  

Z patofyziologickej stránky pri HKP 
ide o  alteráciu mozgových dráh, ktoré 
kontrolujú úroveň exekutívy,  motoricky, 
pozornosti, správania, reagovania, vôľové-
ho konania a rozhodovacieho procesu. 
Podľa Konrada et al. (1) nejde o anatomic-
ké zmeny, ale  o dysfunkciu funkčných 
dráh príslušných mozgových oblastí. Dys-
funkcia neuronálnych dráh v súčinnosti 
s dysreguláciou neurotransmiterových 
mechanizmov  potvrdzujú biologickú bázu 
HKP. Z tohto pohľadu sa farmakoterapia  
hyperkinetickej poruchy stáva bazálnou. 
Dnes sa v liečbe HKP  uplatňujú hlav-
ne látky modulujúce dopaminergný a no-
radrenergný systém.  

Atomoxetín patrí do skupiny cen-
trálne pôsobiacich sympatikomimetík. 
V mechanizme účinku sa uplatňuje selek-
tívna inhibícia spätného vychytávania (re-
uptake) noradrenalínu v oblasti prefron-
tálneho kortexu, čo má za následok zvýše-
nú noradrenergickú transmisiu potrebnú 

pre pozornosť, pamäť a učenie (2).  Uve-
dené farmakologické vlastnosti ho favori-
zujú k liečbe ochorení s deficitom norad-
renergickej transmisie. Podľa viacerých 
autorov (3, 4) jeho indikačnou oblasťou je 
HKP a ADHD (attention deficit-
hyperactivity disorder, v americkom klasi-
fikačnom systéme). Atomoxetín je liečivo, 
ktoré je bez priameho ovplyvnenia ďalších 
transportérov v CNS a to sérotonínu 
a dopamínu. Pre ostatné transportéry ako 
acetylcholín, GABA a adenozín má atomo-
xetín výrazne nižšiu afinitu.  

 
Farmakokinetické parametre 

Z farmakokinetického pohľadu je 
dôležité, že po  perorálnej aplikácii sa 
atomoxetín  rýchle a takmer úplne vstre-
báva, pričom priemernú maximálne pozo-
rovanú koncentrácia  v plazme (Cmax) do-
sahuje približne za 1 až 2 hodiny po poda-
ní. Absolútna biologická dostupnosť ato-
moxetínu sa po perorálnom podaní pohy-
buje od 63 % do 94 %, v závislosti od indi-
viduálnych rozdielov v miernom „first 
pass“ metabolizme. Jeho absorpcia sa mô-
že predĺžiť v súvislosti so súčasným poží-
vaním jedla. Atomoxetín sa až 
v deväťdesiatich percentách viaže na biel-
koviny plazmy, konkrétne na albumíny. 
Biotransformácia atomoxetínu prebieha 
v pečeni. Atomoxetín prechádza biotrans-
formáciou predovšetkým prostredníctvom 
enzymatickej cesty cytochrómu P450 2D6 
(CYP2D6). Jedinci s obmedzenou aktivitou 
tejto cesty (slabí metabolizéri) predstavujú 
asi 7 % belochov a majú v porovnaní 
s ľuďmi s normálnou aktivitou (extenzívni 

mailto:snircova@jfmed.uniba.sk
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metabolizéri) vyššie plazmatické koncen-
trácie atomoxetínu. Atomoxetín má dva 
hlavné oxidačné metabolity: 4-hydroxy-
atomoxetín and N-desmetylatomoxetín. 4-
hydroxyatomoxetín je rovnako účinný ako 
atomoxetín v úlohe inhibítora transporté-
ra noradrenalínu, ale na rozdiel od atomo-
xetínu tento metabolit tiež vykazuje určitú 
inhibičnú aktivitu na sérotonínový trans-
portér. Tento účinok je však  minimálny, 
pretože väčšina 4-hydroxyatomoxetínu je 
ďalej metabolizovaná, takže v plazme cir-
kuluje v oveľa menších koncentráciách 
(1 % koncentrácia atomoxetínu 
u extenzívnych metabolizérov a 0,1 % kon-
centrácia atomoxetínu u slabých metaboli-
zérov). N-desmetyl-atomoxetín má pod-
statne nižšiu farmakologickú aktivitu ako 
atomoxetín. V ustálenom stave cirkuluje v 
plazme u extenzívnych metabolizérov v 
nižších koncentráciách a u slabých meta-
bolizérov v koncentráciách porovnateľ-
ných s mater-skou látkou. Priemerný pol-
čas vylučovania atomoxetínu po perorál-
nom podaní je 3,6 hodín u extenzívnych 
metabolizérov a 21 hodín u slabých meta-
bolizérov. Atomoxetín sa vylučuje predo-
všetkým ako 4-hydroxyatomoxetín-O-
glukuronid, najmä močom. Poškodenie 
pečene rovnako ako ochorenie obličiek 
spôsobuje znížený klírens atomoxetínu. 
 
Dávkovací režim 

Vo farmakoterapeutickej praxi sa 
atomoxetín   užíva v podobe tvrdých pero-
rálnych kapsúl, pričom každá kapsula ob-
sahuje hydrochlorid atomoxetínu zodpo-
vedajúci 10 mg, 18 mg, 25 mg, 40 mg, 
60 mg, 80 mg alebo 100 mg atomoxetínu. 
Kapsula  sa podáva v jednej dávke denne 
ráno s jedlom alebo bez jedla. U pacien-
tov, ktorí pri užívaní lieku v jednorazovej 
dennej dávke nedosiahli uspokojujúcu 
klinickú odpoveď (znášanlivosť alebo účin-
nosť), môže byť užitočné rozdelenie tejto 
dávky do dvoch rovnakých dávok užíva-
ných dvakrát denne, ráno a neskoro popo-

ludní alebo podvečer, pričom v niektorých 
prípadoch pomôže jednorázové podanie 
lieku  v jednej večernej dávke.  

Liečba atomoxetínom sa má začať 
celkovou dennou dávkou približne 0,5 
mg/kg. Počiatočná dávka sa má užívať mi-
nimálne 7 dní pred vzostupnou titráciou 
dávky podľa klinickej odpovede a znášanli-
vosti. Odporúčaná udržiavacia dávka je asi 
1,2 mg/kg/deň (v závislosti od telesnej 
hmotnosti pacienta a dostupných silách 
atomoxetínu). U dávok prevyšujúcich 1,2 
mg/kg/deň sa nepreukázal žiadny ďalší 
prínos. Bezpečnosť jednorazovej dávky 
prevyšujúcej 1,8 mg/kg/deň a celkovej 
dennej dávky prevyšujúcej 1,8 mg/kg sa 
systematicky nehodnotila. V niektorých 
prípadoch môže byť vhodné v liečbe po-
kračovať do dospelosti.  

 
Nežiaduce prejavy 

U niektorých detí s diagnózou 
ADHD sa v súvislosti s užívaním atomoxe-
tínu pozorovali nežiaduce prejavy na kar-
diovaskulárnom systéme. Vyskytol sa po-
stupný nárast frekvencie srdca 
a stredného tlaku krvi, pričom efekt na 
diastolický tak krvi bol výraznejší oproti 
systolickému tlaku krvi, ktorý bol zanedba-
teľný. Tieto zmeny boli prechodné 
a objavovali sa skôr v krátkodobejšej tera-
pii užívania počas deviatich týždňov. Je 
zaujímavé, že pri terapii dlhšej ako 1 rok 
boli zmeny klinicky takmer nemerateľné.  
Z tohto dôvodu je dôležitá anamnéza kar-
diovaskulárneho stavu dieťaťa ako 
i rodinných príslušníkov,  konzultácia 
s kardiológom pred nastavením na liečbu 
atomoxetínom rovnako ako aj  pri náleze 
závažných kardiovaskulárnych štrukturál-
nych abnormalít, či iných dôležitých po-
rúch srdca, ktoré by mohli mať potencio-
nálny vplyv na zmenu kardiovaskulárnych 
funkcií v súvislosti s užívaním atomoxetí-
nu. Zvýšenú pozornosť treba venovať aj 
pacientom s kongenitálne predĺženým QT 
intervalom, so získaným predĺženým QT 
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intervalom, alebo pacientom, ktorí majú 
v rodinnej anamnéze zmienku o predĺ-
ženom QT intervale. Nezanedbateľné sú aj 
nálezy tachykardie, hypertenzie, stavy 
s náhlymi zmenami frekvencie srdca, tlaku 
krvi, či nálezy kardiovaskulárnych 
a cerebrovaskulárnych ochorení v anam-
néze, ktoré môžu byť taktiež potencionál-
nymi kontraindikáciami v užívaní atomoxe-
tínu. Podľa súčasných odporúčaní FDA na 
začiatku terapie a periodicky v jej priebehu 
by sa mala sledovať jednak frekvencia srd-
ca ako aj  krvný tlak.. Práve tieto opatrenia 
prispejú k identifikácii skupiny detí so zvý-
šeným rizikom kardiovaskulárnych kompli-
kácií.  

U pediatrických pacientov s diag-
nózou ADHD k nežiaducim prejavom liečby 
atomoxetínom patrí  tiež  počiatočný úby-
tok na hmotnosti ako aj zníženie rastu  
v priebehu pätnástich až osemnástich me-
siacov. Tieto zmeny sa dlhodobejším uží-
vaním počas dvadsiatich štyroch až tridsia-
tich šiestich mesiacov upravili k norme. 
Zmeny pretrvávali iba u tých pacientov, 
ktorí mali vyššiu hmotnosť a výšku ako 
u pacientov s priemernými hodnotami 
ešte pred užívaním lieku.  
 
Interakcie 

Monoterapia atomoxetínu nie je 
asociovaná s predĺžením QT intervalu. Do 
pozornosti sa dáva efekt atomoxetínu 
v kombinácii s inými druhmi liekov, ktoré 
môžu potencovať jeho účinky na kardio-
vaskulárny systém. Netypické predĺženie 
QT intervalu pri polyfarmakoterapii sa 
môže zmeniť v kombinácii s liekmi ako sú 
napr. tiazidy a iné diuretiká, ktoré majú 
vplyv na elektrolytový a minerálny dysba-
lanc, alebo s inhibítorom cytochrómu P450 
2D6 - paroxetínom. 

Kontraindikovaná je kombinácia 
atomoxetínu s inhibítormi monoaminoo-
xidázy. Súvisí to s ich synergickým pôsobe-
ním a následným zvýšeným koncentrácie 

monoamínov v mozgovom tkanive, čo by 
mohlo viesť k fatálnej reakcii organizmu.  

Dôraz na opatrnosť pri polyfarma-
koterapii sa kladie pri užívaní liekov, kto-
rých mechanizmus účinku má vplyv na 
zvýšenie tlaku krvi a frekvencie srdca. Do 
tejto kategórie spadajú lieky ako β2 ago-
nisty (salbutamol).  

Atomoxetín neovplyňuje reakcie 
organizmu sprevádzajúce intoxikáciu eta-
nolom ani  kardiovaskulárne prejavy me-
tylfenidátu.  

Kontraindikácia nie je potrebná 
v kombinácii s warfarínom, kyslinou ace-
tylsalicylovou, phenytoínom či diaze-
pamom, ktoré sa vo zvýšenom percente 
viažu na bielkoviny plazmy. 

Antacída neovplyvňujú biologickú 
dostupnosť a vstrebávanie atomoxetínu. 
 
Terapeutická účinnosť 

Terapeutická účinnosť perorálne 
podávaného atomoxetínu bola  potvrdená 
viacerými  medzinárodnými, rôzne dlhými, 
placebom kontrolovanými, randomizova-
nými, dvojito-zaslepenými, multicentric-
kými klinickými štúdiami u detí 
a adolescentov s ADHD.  Dizajn klinických 
štúdií a výsledky svedčiace pre klinickú 
účinnosť atomoxetínu sú uvedené 
v tabuľke 1.  

Primárnym výstupom krátkodo-
bých, placebom kontrolovaných štúdií boli 
zmeny skóre v škále ADHD-RS (v rodičov-
skej i učiteľskej verzii) vykonávaných vý-
skumným pracovníkom. Zistila sa pozitívna 
odpoveď v porovnaní s placebom  a to po 
jednorázovej dávke atomoxetínu podanej 
ráno na symptómy v čase poobednom 
a večera. Dáta zozbierané zo 4 randomizo-
vaných, PLC- kontrolovaných štúdií potvr-
dili v prípade slabých metabolizérov signi-
fikantne vyššiu redukciu symptómov 
v ADHD-RS. Ukázalo sa tiež, že prerušenie 
užívania atomoxetínu nevedie k rebound 
fenoménu. Výsledky uvedených dlhodo-
bých štúdií jednoznačne poukazujú na 
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účinnosť atomoxetínu v liečbe ADHD u 
detí a adolescentov. Atomoxetín bol spo-
jený so signifikantne dlhším časom vedú-
cim k relapsu v porovnaní s placebom 
v období  6 aj 9-mesiacoch. Výskyt relapsu 
bol 22% a 38% v 9 mesačno období, a 3% 
až 12% v období 6 mesiacov. Atomoxetín 
preukázal účinnosť po dobu 2 rokov, bez 
toho, aby viedol k vzniku tolerancie. Lieči-
vo je účinné aj u pacientov bez predošlej 
terapii psychostimulanciami.  Efektivita 
atomoxetínu v liečbe ADHD u detí 
a adolescentov bola porovnávaná 
s účinnosťou jemu podobných liečiv. Ak-
tívny komparátori zahŕňali rýchlo sa uvoľ-
ňujúci, osmoticky uvoľňovaný metylfeni-
dát, postupne sa uvoľňujúce amfetamíno-
vé soli, štandardnú terapiu (okrem atomo-
xetínu) a behaviorálne poradenstvo. Ato-
moxetín nepreukázal signifikantný rozdiel 

v porovnaní s terapiou rýchlo sa uvoľňujú-
cim metylfenidátom. Atomoxetín bol signi-
fikantne menej účinný v porovnaní osmo-
ticky uvoľňovaným metylfenidátom 
a postupne sa uvoľňujúcimi amfetamíno-
vými soľami. Vykonané štúdie sa zaujímali 
aj o efekt atomoxetínu na liečbu komor-
bídnych porúch u ADHD, rovnako ako 
i jeho účinnosť na jadrové symptómy 
ADHD v ich prítomnosti. Účinnosť atomo-
xetínu sa nezdá byť ovplyvnená prítom-
nosťou komorbídnych porúch, 
a symptómy týchto porúch sa liečbou 
atomoxetínom nezhoršujú. V porovnaní 
s placebom bol atomoxetín účinnejší 
v liečbe ADHD s komorbídnou úzkostnou 
poruchou, veľkou depresívnou epizódou, 
tikovou poruchou, spektrom autistických 
porúch a ODD. 

 
 
Tab. 1 Účinnosť orálne aplikovaného atomoxetínu u detí a adolescentov s ADHD. 

 
Štúdia  Dĺžka lieč-

by 
(v týž-
dňoch) 

Vek pa-
cientov  

(v rokoch) 

Dávkovanie 
(mg/kg/deň) 

Počet 
pacientov 

Skóre 
v ADHD-RS 
na začiatku 

liečby  

Percento pa-
cientov odpo-
vedajúcich na 

liečbu 

Brown et 
al. (5) 

7 8-12 ATO 0.8-1.8 
PL  

99 
51 

65.6 
64.4 

66 
36 

Gau et al. 
(6) 

6 6-16 ATO≤1.8 
PL 

69 
29 

36.7 
37.1 

 

Kalsey et 
al. (7) 

8 6-12 ATO 1.2 
PL 

126 
60 

37.1 
42.1 

66 
33 

Michelson 
et al. (8) 

8 8-18 ATO 1.3 
ATO 1.8 

PL 

84 
82 
83 

39.2 
39.7 
38.3 

 

Michelson 
et al. (9) 

6 6-16 ATO 1.0 
PL 

84 
83 

37.6 
36.7 

60 
31 

Spencer et 
al. (10) 

9 7-12 ATO ≤2.0 
PL 

64 
61 

41.2 
41.4 

25 
59 

Spencer et 
al. (11) 

9 7-12 ATO ≤2.0 
PL 

61 
63 

37.8 
37.6 

59 
40 

Weiss et 
al. (12) 

7 8-12 ATO 1.2 
PL 

100 
51 

38.9 
36.7 

69 
43 

 
Z výsledkov prác uvedených 

v tabuľke 1 vyplýva, že atomoxetín bol vo 
všeobecnosti dobre znášaný, pričom k 

najčastejším nežiaducim účinkom patrili: 
cefalea, abdominalgia, znížený apetít, 
zvracanie, somnolencia a nauzea. Intenzita 
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nežiaducich účinkov bola hodnotená ako 
ľahká až stredne ťažká. Z celkového množ-
stva respondérov v krátkodobých štúdiách 
prerušili liečbu atomoxetínom celkom 3% 
detí v porovnaní s 1% detí, ktorým bolo 
podávané placebo. Atomoxetín bol lepšie 
znášaní u rýchlych metabolizérov.  

Medzi najčastejšie nežiaduce účin-
ky u pomalých metabolizérov patril: ter-
mor, depresia, obstipácia, strata hmotnos-
ti a insomnia. V dlhodobej štúdii sa nežia-
duce účinky spojené s užívaním atomoxe-
tínu vyskytli u 3% respondérov, 
v porovnaní s 1%, ktorým sa podávalo pla-
cebo. Medzi najčastejšie nežiadúce účinky 
patrila cefalea a nasofaryngitída. Medzi 
špecifické nežiaduce účinky terapie ato-
moxetínom patria suicidálne úmysly. Frek-
vencia výskytu suicidálnych myšlienok bola 
u respondérov vyššia  v porovnaní 
s placebom (0.37% vs 0%). 
 
Kombinovaná liečba atomoxetínu so sti-
mulanciami.  

Pre prítomnosť reziduálnych symp-
tómov ADHD po prvotnej liečbe, nežiadu-
cich účinkov a psychických komorbidít, 
lekári často využívajú kombináciu medi-
kamentov pre mladistvých s ADHD  (13). 
Nedávno bolo robených niekoľko klinic-
kých štúdií  zaoberajúcich sa kombinova-
nou liečbou atomoxetínom so psychosti-
mulanciami.  

Carlson et al. (14) sledovali malú 
skupinu detí, u ktorých nedošlo 
k terapeutickej odpovedi po 4 týždňoch 
liečby atomoxetínom. Jednej skupine (n=9) 
aplikovali  atomoxetín+OROS metylfenidát 
a druhej (n=12) atomoxetín+placebo za 
účelom pokračovania liečby po dobu ďal-
ších 6 týždňov. Medzi týmito skupinami 
neboli zistené signifikantné rozdiely.    

Wilens et al. (15) realizovali po-
dobný dizajn. Dvojfázovú otvorenú 7-
týždňovú štúdiu u detí vo veku od 6 do 17 
rokov. S rozdielom, že u detí neprebehla 
selekcia na základe predchádzajúcej ab-

sencie terapeutickej odpovede na liečbu 
stimulanciami. Po monoterapii atomoxetí-
nom počas 4 týždňov, bol parciálnym res-
pondérom na atomoxetín pridaný OROS 
metyfenidát (titrovaný do 54 mgv nasledu-
júcich 3 týždňoch). Z 50 subjektov lieče-
ných kombinovanou terapiou, 41 subjek-
tov ukončilo celý protokol. Došlo k 40% 
redukcii v ich ADHD-RS od začiatku kombi-
novanej liečby po koniec štúdie ( z 21,14 
±9.9 na 12.8 ± 9.7, t = 6.5, p < 0,0001). 
Naviac došlo ku klinicky významnému zní-
ženiu v klinickom globálnom indexe stupňa 
závažnosti ADHD zo závažného stupňa na 
mierny, ako aj k zlepšeniu exekutívnych 
funkcií. 

Hammerness et al. (16) uviedli aj 
mieru tolerancie pri kombinovanej terapii, 
v porovnaní s terapiou samotným atomo-
xetínom. Podľa autorov pridanie OROS 
metylfenidátu signifikatne zvýšilo  výskyt 
insomnie, podráždenosti a straty chuti do 
jedla. 

 
Potenciálne somatické riziká spojené s 
atomoxetínom 
Atomoxetín a poškodenie pečene 

Existuje veľmi málo záznamov  
svedčiacich o poškodení pečene 
v súvislosti s atomoxetínom. Zo 7962 pe-
diatrických aj dospelých pacientov lieče-
ných atomoxetínom bolo identifikovaných 
41 pacientov, ktorí vyžadovali ďalšiu ana-
lýzu. Z týchto 41 prípadov ani jeden ne-
progredoval do hepatálneho zlyhania pri-
čom väčšina týchto prípadov bola spojená 
iba s miernym zvýšením hladín aminotran-
sferáz (ALT) a aspartát aminotransferáz 
(AST). Etiologickou príčinou nepriaznivého 
vplyvu aplikácie atomoxetínu na pečeň  
môže byť metabolická idiosynkrázia, alebo 
indukovaná autoimunitná hepatitída (17). 
Vzhľadom na zriedkavosť podobných zá-
znamov, v súčasnosti počas terapie ato-
moxetínom  nie je odporúčané rutinné 
monitorovanie  pečeňových funkcií. Na-
priek tomu príbuzní by mali lekára infor-
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movať, ak zistia príznaky poukazujúce na 
možné problémy s pečeňou ako: svrbenie, 
bolesti na pravej strane brucha, tmavý 
moč, žltá pokožka, alebo oči, alebo inak 
nevysvetliteľné príznaky chrípky (18). 

 
Atomoxetín a kardiovaskulárny systém     

V súčasnosti nie sú dôkazy, liečba 
ADHD terapeutickými dávkami u zdravých 
detí spôsobuje závažné kardiovaskulárne 
zmeny, alebo náhlu smrť (19). Avšak u detí 
a adolescentov so  štrukturálnymi srdco-
vými abnormalitami, alebo inými vážnymi 
srdcovými ochoreniami boli zaznamenané 
prípady náhleho úmrtia v súvislosti 
s liečbou atomoxetínom v bežných dáv-
kach. Z uvedených dôvodov pri závažných 
srdcových abnormalitách, kardiomyopatii 
a poruchách srdcového rytmu by sa ato-
moxetín mal používať až na základe odpo-
ručenia detského kardiológa (18). 

 
Atomoxetín a CNS toxicita 

Častosť výskytu záchvatov, ako 
vedľajšieho účinku pri liečbe atomoxetí-
nom je odhadovaná v rozpätí od 0,1 do 0,2 
%. Nie je jednoznačne dokázané, že apli-
kácia atomoxenínu nie je jednoznačným 
spúšťacím mechanizmom výskytu záchva-
tov i keď môže byť spolupôsobiacim fakto-
rom (20). 

 
Atomoxetín a predávkovanie 

Početné štúdie boli venované situ-
áciám, pri ktorých došlo u adolescentov k 
predávkovaniu atomoxetínom  (21-24). 
Podľa autorov  Stojanovski et al, (21)   ne-
žiaduce účinky nekorelovali s dávkou ato-
moxetínu. V iných záznamoch, výskyt zá-
važnejších prípadov bol viazaný na vyššie 
maximálne dávky; > 2.8 mg/kg alebo 
>200mg alebo >4 tabletky (23). Autori Spil-
ler et al, a Lovecchio  et al,  (22,23)  neza-
znamenali žiadne úmrtia v súvislosti 
s liečbou atomoxetínom. Pri predávkovaní 
autori pozorovali poruchy zo strany GITu, 
letargiu a  záchvat, ktorý sa vyskytol 

u jednej adolescentky, ktorá požila 2840 
mg atomoxetínu v  suicidálnom pokuse. 
Sérová hladina atomoxetínu v tomto prí-
pade dosahovala hodnoty 1995 ng/mL 
(25). 

Z kardiovaskulárneho okruhu bola 
prítomná sínusová tachykardia a zvýšený 
krvný tlak (21-24). 

Okrem toho sa pozorovali poruchy 
nálady v zmysle agitovanosti, ktorá sa 
upravila aplikáciou benzodiazepínov 
(21,23).  

Aj napriek pomerne bezpečnému 
terapeutickému profilu atomoxetínu, vy-
žaduje sa, aby lekár zdôraznil pacientovi aj 
rodinným príslušníkom dôležitosť užívania 
atomoxetínu v predpísaných dávkach. 

 
Záver  

Atomoxetín je účinným liečivom 
používaným pre akútnu, udržiavaciu ako aj 
dlhodobú liečbu ADHD u detí a adolescen-
tov. V tejto vekovej skupine sa tiež dokáza-
la  takmer 50% účinnosť atomoxetínu, a to 
u tých pacientov, u ktorých psychostimu-
lanciá nepriniesli očakávaný terapeutický 
efekt. Prispievajú k tomu jeho priaznivé 
farmakokinetické a farmakodynamické 
vlastnosti podporené priaznivým bezpeč-
nostným profilom liečiva, dobrou tolerabi-
litou a to tak po krátkodobej ako aj dlho-
dobej aplikácii atomoxetínu. . 

Tieto konštatovania sa opierajú 
o množstvo štúdií, ktoré boli vykonané 
u detí a adolescentov. Ich počet prevyšuje 
počty štúdií, ktoré boli v  histórii pediatric-
kej praxe vykonané v súvislosti s aktivitami 
u ktorejkoľvek inej  psychotropnej látky.  
Ukázalo sa, že plná účinnosť atomoxetínu 
sa objavuje až po mesiacoch jeho apliká-
cie. 

Sme toho názoru, že atomoxetín 
nájde svoje uplatnenie najmä v liečbe ko-
morbidít sprevádzajúcich ADHD. 
K potvrdeniu tohto faktu sú však potrebné 
ďalšie klinické pozorovania (26). 
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Kontrakcia  hladkej svaloviny dý-

chacích ciest (HSDC) je kľúčovým mecha-
nizmom bronchokonstrikcie u astmatic-
kých pacientov. Bronchokon-strikcia je 
navyše veľmi úzko spätá s kašľovým refle-
xom. Podľa Widdicomba (2003), sú RARs 
(rýchlo sa adaptujúce kašľové receptory) 
u pacientov s astmou aktivované bron-
chospazmom. Metacholín alebo histamín, 
mediátory bežne v experimentoch použí-
vané na vyvolanie kontrakcie HSDC, sú 
schopné iniciovať kašľový reflex a takisto 
bol potvrdený antitusický účinok štan-
dardných bronchodilatačných liečiv 
(Chung, 2005). Hoci je niekoľko desaťročí 
jasné, že  v kontraktilnej odpovedi HSDC 
hrajú dominantnú úlohu intracelulárne 
vápnikové ióny (Ca2+), mechanizmy home-
ostázy Ca2+  neboli detailne objasnené. Na 
rozdiel od hladkej svaloviny ciev, v ktorej 
sú  VOCs najdôležitejším regulátorom Ca2+, 
je kontrakčná odpoveď HSDC závislá na 
vnútrobunkových zásobách 
v endoplazmatickom retikule (ER) a vtoku 
Ca2+  prostredníctvom non-VOCs ciest. 
Hlavné kontraktilné agonisty, ako je napr. 
histamín, vytvárajú Ca2+ signály rýchlym 
uvoľnením zdrojov v ER, ktoré je nasledo-
vané stabilnejším vtokom Ca2+ cez ROCs 
a SOCs plazmatickej membrány. 

Zo skupiny SOCs je najznámejší 
a najdetailnejšie popísaný CRAC kanál (cal-
cium release-activated calcium channels). 
Ide o iónový kanál vysoko selektívny pre 
Ca2+, ktorý bol po prvý raz identifikovaný v 
bunkách imunitného systému (T – lymfo-
cytoch a mastocytoch). Neskôr bola ziste-
ná jeho expresia aj v humánnych bunkách 
HSDC. Základnou funkciou CRAC kanála je 
zabezpečenie homeostázy kalciového me-

tabolizmu a regulácia dôležitých procesov 
ako je bunková aktivácia, diferenciácia, 
kontrakcia, expresia genetickej informácie 
a sekrécia zápalových mediátorov (Prakry-
ia, 2009; Parekh, 2008). Mohutný pokrok v 
pochopení molekulových mechanizmov 
činnosti CRAC kanálov otvára možnosti pre 
farmakologické uplatnenie týchto poznat-
kov. Mnohé práce dokazujú, že porucha 
regulácie funkcií Ca2+ v bunkách imunitné-
ho systému hrá podstatnú úlohu v pato-
genéze autoimunitných a zápalových 
ochorení. Dôkazom nesmierne dôležitej 
funkcie CRAC sú závažné imunodeficitné 
stavy (Feske et al., 2010), autoimunitné 
ochorenia (napr. amelogenesis imperfec-
ta) alebo myopatie zapríčinené mutáciami 
STIM1a Orai1 (Le Deist a Capiod, 2011). 
Mnohé experimentálne práce svedčia 
o kľúčovej úlohe CRAC kanálov 
v patogenéze alergických zápalových 
ochorení DC typu bronchiálnej astmy. Pre-
zentovaný príspevok ponúka bližšiu cha-
rakteristiku CRAC kanálov a výsledky 
vlastných experimentálnych prác, pri kto-
rých bola potvrdená jeho úloha 
v kontraktilite HSDC, účasť pri vývoji aler-
gického zápalu DC a pri patologickom kašli, 
ktoré reprezentujú dominantné patogene-
tické činitele a symptómy alergickej astmy.  

 
Štruktúra CRAC kanálov  

V r. 2005 sa podarilo identifikovať 
molekulu STIM1 (stromal interaction mo-
lecule), ktorá predstavuje senzor endo-
plazmatického retikula (ER) pre nedosta-
tok Ca2+ a v r. 2006 molekulu Orai1 
(CRACM1), ktorá je kľúčovou podjednot-
kou kanálového póru (Obr. 1).  
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STIM1 je transmembránový prote-
ín veľkosti 77 kDa. Má mnoho funkčných 
domén, z ktorých má významné postave-

nie EF – hand doména zaznamenávajúca 
koncentráciu iónov kalcia v ER (Prakryia, 
2009; Baba et al. 2006). 

 

 
 
Obr. 1 Jednotlivé štrukturálne podjednotky CRAC kanála – proteíny STIM1 a Orai1, usporiadanie jednotlivých 
podjednotiek CRAC kanála v aktívnom a inaktívnom  stave. Podrobnejšia charakterizácia v texte. Upravené 
podľa Feskeho et al., 2010. 

 
V bunkách s dostatočnou zásobou 

Ca2+ je STIM1 rovnomerne distribuovaný v 
sieti ER, obklopený mikrotubulami (He et 
al., 2012). Nachádza sa v junkčnej oblasti 
medzi mikrotubulami a ER. Mikrotubuly sú 
čiastočne zodpovedné za štruktúru STIM1 
proteínov a súčasne pri nedostatku Ca2+ 
priestorovo limitujú ich transport na určitý 
úsek ER (Baba a Kurosaki, 2008; Grigoriev 
et al., 2008). V bunkách s vyčerpanými 
zásobami kalciových iónov v ER sa STIM1 
preskupuje do oligomérnych komplexov v 
blízkosti plazmatickej membrány, ktoré sa 
priestorovo asociujú s miestami lokalizácie 
Orai1 proteínov. Mutácie v oblasti EF – 
hand spôsobujú namiesto distribúcie v ER 
akumuláciu STIM1 v blízkosti plazmatickej 
membrány a permanentné otvorenie 
CRAC kanálov (Galli et al., 2005).  

Orai1 je povrchový proteín plazma-
tickej membrány so štyrmi transmembrá-
novými doménami a intracelulárnym N a C 
koncom. Podobne ako v prípade STIM1 
platí, že v bunkách s nedostatkom Ca2+ sa 
zhlukuje v blízkosti miest, v ktorých sa ku-
muluje STIM1. Okrem Orai1 patrí do Orai 
rodiny aj proteín Orai2 a Orai3, ktoré však 
v porovnaní s Orai1 majú 2 až 3 krát men-
šiu permeabilitu pre Ca2+  ióny (Hansen et 
al., 2004).  
 
Biofyzikálne vlastnosti CRAC kanálov  

CRAC kanál má veľmi malý priemer 
a je vysoko selektívny pre Ca2+. Charakte-
ristickou vlastnosťou CRAC kanálov je ich 
extrémne malá vodivosť, ktorá výrazne 
ovplyvňuje funkciu kanálov. Icrac celej bun-
ky generuje len veľmi malý potenciálový 
rozdiel. Keďže aktivácia a deaktivácia ka-
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nála trvá sekundy až desiatky sekúnd, vy-
soká efektivita influxu Ca2+  bez Na+ zabra-
ňuje depolarizácii membrány. Vtok Ca2+  
cez niekoľko CRAC kanálov má minimálny 
efekt na celkovú cytoplazmatickú hladinu 
Ca2+, rapídne však stúpne lokálna koncen-
trácia. Formujú sa teda mikrodomény nie-
koľkokrát vyššej koncentrácie Ca2+  ako je 
jeho celková koncentrácia v cytoplazme 
(Di Capite a Parekh, 2009). CRAC kanály sa 
koncentrujú na rôznych miestach plazma-
tickej membrány. To je dôvodom vždy 
špecifickej odpovede bunky na Ca2+  signál 
sprostredkovaný CRAC kanálmi (Metcalfe 
a Boyce, 2006). Význam CRAC kanálov pre 
vnútrobunkovú signalizáciu signifikantne 
prevyšuje len zabezpečenie homeostázy 
Ca2+ v ER (Prakryia, 2009).  

 
Mitochondrie a CRAC kanály  

Mitochondrie fixované ku ER mito-
fuzínmi sú schopné uskladniť ióny Ca2+, 
ktoré sa dostanú do bunky z extracelulár-
neho prostredia aj z intracelulárnych zásob 
(Quintana et al., 2007). Absorbcia Ca2+  
uvoľneného z ER  mitochondriami 
v mastocytoch (Obr. 2) spôsobí masívnej-
šiu aktiváciu CRAC kanálov . Vstupujúce 
Ca2+ navyše vedie ku presunu ďalších mi-
tochondrií do blízkosti plazmatickej mem-
brány.  Mitochondrie teda podporujú 
otvorenie kanálov a zároveň spomaľujú 
ich inaktiváciu. Obomi spôsobmi predlžujú 
rozsah aj trvanie Icrac (Stathopulos et al., 
2006; Hogan et al., 2010).

 

 
 
Obr. 2 Úloha mitochondrií pri modulácii intracelulárnej hladiny kalcia a ich vplyv na aktivitu CRAC kanálov v 

imunokompetentnej bunke. Upravené podľa Hogana et al. (2010). V aktivovanej bunke dochádza pro-
stredníctvom IP3 receptorov na ER ku vyprázdneniu Ca2+ zásob, oligomerizácii STIM1 v blízkosti Orai a 
vtoku Ca2+. V aktivovanej bunke sa mitochondrie sústreďujú v blízkosti ER a vychytávajú Ca2+ z cyto-
plazmy, čím predlžujú aktiváciu CRAC kanálov. 

 
Dôležitým dôsledkom absorpcie 

Ca2+ mitochondriami je stimulácia inter-
mediárneho metabolizmu. Niektoré meta-
bolity dokážu takisto ovplyvniť funkciu 
CRAC kanálov. Ide hlavne o pyruvát, kto-

rého vysoká koncentrácia dramaticky zníži 
mieru inaktivácie CRAC kanála. Účinok 
pyruvátu je podmienený priamym efek-
tom metabolitu na Orai1, prípadne STIM1. 
CRAC kanál je prvým známym typom ióno-
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vého kanála, ktorý môže byť regulovaný 
intermediárnym metabolitom. Rezultuje z 
toho ďalšia úloha CRAC kanálov – zabez-
pečujú prepojenie medzi energetickým 
stavom bunky a influxom Ca2+ (Di Capite a 
Parekh, 2009).  

 
CRAC kanály mastocytov  

Mastocyty hrajú kľúčovú úlohu pri 
okamžitých IgE podmienených hypersenzi-
tívnych reakciách a pri reakciách podmie-
nených funkciou Th2 (Baba a Kurosaki, 
2008). Ako integrujúce komponenty imu-
nitného systému obsahujú množstvo me-
diátorov charakteru vazoaktívnych amínov 
(Hi, serotonín), ATP a produkujú tiež pro-
zápalové leukotriény LTC4, LTD4, LTE4 a 
proteázy. Mediátory sa uvoľňujú po väzbe 
komplexu IgE-antigén na receptor na po-
vrchu mastocytov (vysokoafinitný receptor 
pre IgE – FcεRI). Navyše, stimulácia masto-
cytov má za následok aj syntézu de novo 
prozápalových lipidových mediátorov (leu-
kotriénov) a cytokínov (Feske, 2007). CRAC 
kanály na mastocytoch hrajú rozhodujúcu 
úlohu pri degranulácii, syntéze a uvoľnení 
leukotriénov a tvorbe intracelulárnych a 
extracelulárnych signálnych molekúl.  

Nápadná mastocytárna infiltrácia 
medzi zväzkami HSDC u astmatických pa-
cientov viedla v poslednom období 
k výraznej zmene pohľadu na úlohu žír-
nych buniek pri alergickej astme. 
V súčasnosti sa práve žírne bunky považu-
jú za rozhodujúce efektorové elementy v 
patogenéze astmy na alergickej báze 
(Brightling et al., 2002). Mediátory masto-
cytov stimulujú aj populáciu leukocytov, 
vedú ku Th2 diferenciácii, ktorá podporuje 
produkciu alergén-špecifických IgE v B 
bunkách. V konečnom dôsledku sú práve 
mastocyty zodpovedné za typický celulár-
ny infiltrát pri  alergickom zápale DC. 

 
1. Charakteristika a funkcie CRAC kanálov 
mastocytov  

Na povrchu mastocytov sa nachá-
dzajú vysokoafinitné receptory pre IgE 
FcεRI, ktorých agonistom  je IgE s naviaza-
ným alergénom (Nilius et al., 2007). Obsa-
denie FcεRI receptorov alebo stimulácia 
receptorov spojených s G proteínom znižu-
je intracelulárne zásoby Ca2+  a stimulujú 
vtok  Ca2+  cez CRAC kanály (Parekh a Put-
ney, 2005; Prakriya, 2009). Touto spoloč-
nou cestou pôsobia agonisty na rôznych 
častiach povrchu bunky. Vzhľadom 
k tomu, že  aktiváciu CRAC kanála spôso-
bujú rôznorodé alergické aj nealergické 
stimuly, jeho farmakologické ovplyvnenie 
by mohlo byť účinnou cestou ako zabrániť 
neprimeranej aktivácii mastocytov (Di Ca-
pite et al., 2011).  

 
2. CRAC kanál a degranulácia mastocytov  

Degranulácia mastocytov jedno-
značne závisí od influxu Ca2+  cez CRAC 
kanál, pretože počiatočné uvoľnenie Ca2+  
zo zásob v ER nie je pre ňu dostatočným 
impulzom. Kalciové ióny sa podieľajú na 
stimulácii fúzie vezikúl a plazmatickej 
membrány. Exocytóza granúl mastocytov 
je sprostredkovaná proteínmi SNARE, kto-
ré však neviažu Ca2+, ale ich činnosť je re-
gulovaná synaptotagmínmi (ktoré sú zá-
vislé na Ca2+) a proteínkinázou C.  

 
3. CRAC kanály a expresia génov  

Kalciové ióny regulujú širokú škálu 
fyziologických odpovedí organizmu. Vo 
väčšine prípadov je regulácia sprostredko-
vaná Ca2+   dependentnými molekulami. 
Jedným z cieľových proteínov pre ióny 
kalcia je kalmodulín. Komplex 
Ca2+/kalmodulín aktivuje Ca2+/kalmodulín 
dependentné proteínkinázy (CaMK), kal-
cineurín a jadrový faktor aktivovaných T-
lymfocytov (NFAT) (Gilfillan a Metcalfe, 
2011). Fosforylované NFAT proteíny sú v 
neaktívnych bunkách lokalizované 
v cytoplazme (Obr. 2). Aktivácia bunky 
vedie ku defosforylácii NFAT kalcineurí-
nom a ku presunu molekuly do bunkového 
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jadra, kde indukuje transkripciu génov 
(Gwack et al., 2007). Transkripcia genómu 
vyžaduje kontinuálny nárast cytoplazma-
tického kalcia. Pri poruche aktivity STIM1 
je účinok NFAT nedostatočný.  

Dôsledkom aktivácie CRAC kanálov 
nastáva aj transkripcia a translácia c-fos. Aj 
v tomto prípade je expresia c-fos špecific-
kou odpoveďou na aktiváciu CRAC kanála 
a influx Ca2+  (Chang et al., 2006).  
 
Úloha CRAC kanálov v intracelulárnych 
signálnych cestách a pri syntéze leuko-
triénov  

Leukotriény sú agonistami recepto-
rov CysLT1 a CysLT2 spojených s Gq-
proteínom, PLC a IP3. Sú lokalizované na 
povrchu mastocytov, eozinofilov a endote-
liálnych buniek. Leukotriény hrajú dôležitú 
úlohu tak vo včasnej ako aj neskorej fáze 
alergickej reakcie sprevádzajúcej hyper-
senzitivitu I. typu (Ng et al., 2012).  

Aktivácia cPLA2 a sekrécia LTC4 sú 
procesy, ktoré sú výlučne závislé na influxe 
Ca2+   cez aktívny CRAC kanál. Ku aktivácii 
cPLA2 dôjde len na základe vstupu Ca2+  do 
vnútra bunky z extracelulárneho prostre-
dia, nikdy nie po uvoľnení intracelulárnych 
zásob. Enzým je citlivý práve na vzostup 
Ca2+  , ktorý sprevádza otvorenie CRAC 
kanálov a je lokalizovaný pod plazmatic-
kou membránou (Di Capite a Parekh, 
2009). 
 
CRAC kanály a experimentálny model 
alergickej astmy  

V našich experimentálnych pod-
mienkach sme sledovali funkciu CRAC ka-
nálov lokalizovaných na hladkej svalovine 
dýchacích ciest a ich zapojenie do pato-
mechanizmu a symptomatológie alergickej  
astmy (Sutovska et al., 2013). V úvodnej 
fáze experimentov sme sa zamerali na 
akútny účinok antagonistu CRAC kanálov 

(Orai 1 inhibítor, 3-fluoropyridín-4-
karboxylát) , t.j. potlačenie hlavných symp-
tómov astmy – hyperreaktivity DC 
a patologického kašľa.  

Zaznamenali sme pokles počtu za-
kašlaní  u senzitizovaných bdelých morčiat 
a pokles hodnôt sRaw, pričom v oboch 
prípadoch mal stupeň inhibície  dávkovo – 
závislý charakter. Antitusický 
a bronchodilatačný účinok liečiva bol po-
rovnateľný s efektom kontrolných liečiv, 
najvyššia použitá dávka dokonca prevyšo-
vala účinok kodeínu a salbutamolu.   

Dlhodobá aplikácia CRAC antago-
nistu viedla k prehĺbeniu antitusic-kej akti-
vity a ďalšiemu poklesu hodnôt sRaw ako 
odpoveď na iritáciu DC dvoma broncho-
konstrikčnými substanciami, kyselinou 
citrónovou a histamínom (Obr. 3). Výsled-
ky in vitro experimentov potvrdili zníženie 
amplitúdy kontrakcie izolovaných prúžkov  
hladkej svaloviny trachey a pľúc ako odpo-
veď na pôsobenie kumulatívnych dávok 
kontrakčných mediátorov Ach a Hi, ktorý 
signifikantne prevyšoval efekt salbutamo-
lu.  

Na orientačné posúdenie proti-
zápalového účinku CRAC antagonistu sme 
použili novozavedenú metodiku stanove-
nia hladín vydychovaného NO. Ide 
o neinvazívny spôsob monitorovania akti-
vity alergického zápalu, ktorý sa za týmto 
účelom bežne používa aj v klinickej praxi 
(Redington, 2006). Zaznamenali sme vyso-
ko signifikantný, takmer dvojnásobný ná-
rast hladín NO u zvierat po senzitizácii 
a pokles až na východiskovú hodnotu po 
dlhodobej aplikácii antagonistu CRAC ka-
nálov, pričom tento jeho efekt bol porov-
nateľný s účinkom budesonidu. Dôvodom 
poklesu vydychovaného NO je zmena ex-
presie iNOS, ktorá má korešpondujúci cha-
rakter a na jej sledovanie sme použili RT- 
PCR (Obr. 4). 
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Obr. 3 Zmeny hodnôt špecifického odporu DC (sRaw, ml/s) vyvolané pôsobením 0.3 M kyseliny citrónovej (AC) 

a histamínu (Hi) a zaznamenané u senzitizovaných morčiat, ktorým bol dlhodobo podávaný antagonista 
CRAC kanálov (CRAC LT AC, CRAC LT Hi) a kontrolné liečivo salbutamol (salbutamol AC, salbutamol Hi). 
*p<0.05; **p<0.01 skupiny CRAC LT  vs salbutamol. 

 

 
Obr. 4 A. Zmeny hladín vydychovaného NO u senzitizovaných neliečených zvierat (OVA21) a senzitizovaných 

morčiat, ktorým bol dlhodobo podávaný CRAC antagonista (CRAC LT) a kontrolné liečivo budesonid (BUD 
LT).  Hodnoty vydychovaného NO boli zaznamenané 60 min po podaní poslednej dávky 3-fluoropyridín-
4-karboxylátu a budesonidu. *p<0.05; **p<0.01 vs OVA21. B. Expresia iNOS u rovnakých skupín zvierat. 
Výsledné údaje expresie iNOS v danej vzorke (ΔCt) boli normalizované k expresii mRNA referenčného 
génu (HPRT, hypoxantín fosforibozyltransferáza) rovnakej vzorky. #p vs CRAC LT; **/ *** p vs OVA21. 

 
Predpokladáme, že antagonista 

CRAC kanálov má protizápalový efekt. Tú-
to myšlienku potvrdzujú aj výsledky imu-
nohistochemického vyšetrenia, pri ktorom 
bol zistený signifikantný pokles mastocy-
tárnej infiltrácie v pľúcnom (Obr. 5) 

i tracheálnom tkanive.  Naše zistenia sú 
v súlade so závermi autorov Yoshino et al. 
(2007), ktorí u senzitizovaných potkanov 
potvrdili protizápalový efekt po podaní 
iného selektívneho inhibítora CRAC kaná-
lov - YM-58483. 
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Obr. 5 Imunohistochemické vyšetrenie pľúcnych vzoriek zamerané na stupeň mastocytárnej infiltrácie – dôkaz 
mastocytárnej tryptázy.  A. Zvýraznená difúzna mastocytárna infiltrácia pľúcneho parenchýmu u morča-
ťa zo senzitizovanej neliečenej skupiny  (mierka predstavuje 200 μm). B. Ojedinelá fokálna mastocytárna 
infiltrácia pľúcneho tkaniva potvrdená u senzitizovaného zvieraťa, ktorému bol dlhodobo podávaný an-
tagonista CRAC kanálov (mierka predstavuje 50 μm). 

 
Antagonisty CRAC iónových kaná-

lov v experimentálnych podmienkach pre-
ukázali signifikantný antitusický, broncho-
dilatačný a protizápalový efekt a pre 
schopnosť ovplyvniť viac štruktúr 
a mechanizmov participujúcich na patoge-
néze a symptomatológii alergickej astmy 
predstavujú veľmi perspektívnu skupinu 
liečiv, ktorá by v budúcnosti mohla výraz-
ne zmeniť liečebnú stratégiu ochorenia.  

 
Práca vznikla vďaka podpore projektu „Cen-
trum experimentálnej a klinickej respirológie 
II“, ktorý je spolufinancovaný zo zdrojov ES – 
Európskeho fondu regionálneho rozvoja a  
grantov VEGA 1/0020/11, 1/0062/11 a UK  
213/2012. 
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