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Predhovor

PredloZené dalSie vydanie zbornika ,,Nové trendy vo farmakoterapii” obsahuje origi-
nalne a prehladové prace z oblasti farmakoldgie a respirolégie. Autori sa v nich zameriavaju
na vysledky prdace, ktorej sa dlhodobo venuju v rdmci svojej vyskumnej ¢innosti, a to najma na
respiracnu farmakoldgiu, ftizeoldgiu, imunofarmakoldgiu, pediatricku farmakolégiu, ale aj te-
rapuetické monitorovanie lieciv.

Pevne verime, zZe precitanie jednotlivych prispevkov prispeje k spoznaniu riesenych vy-

.....

V Martine, 16. decembra 2025

Zostavovatelia
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Efekt selektivneho inhibitora ROCK kinazy na remodelacné markery sledova-
nych na experimentalnom modeli astmy

Eduard Gondas?, Jozef MazZerik?, Sofia Balentova?, Maria Kovalska?, Terézia Kozakova3,
Soria Frarfiova?

1Ustav farmakoldgie, Jesseniova lekarska fakulta UK, Martine
2(Jstav histoldgie a embryoldgie, Jesseniova lekarska fakulta UK, Martin,
3Klinika pneumoldgie a ftizeoldgie, Jesseniova lekarska fakulta UK a UNM, Martin
E-mail: eduard.gondas@uniba.sk

Uvod

Alergickd astma predstavuje chronické zdpalové ochorenie dychacich ciest, ktorého
prevalencia celosvetovo narastd a je vyznamnou pric¢inou morbidity u deti aj dospelych. Pato-
fyziologicky je charakterizovand perzistujucim typom zapalovej odpovede sprostredkovanej
najma Th2 lymfocytmi, eozinofilmi a mastocytmi. Vysledkom tejto imunitnej aktivacie je zvy-
Send bronchokonstrikcia, hyperreaktivita dychacich ciest, nadprodukcia hlienu a progresivna
remodeldcia plicneho tkaniva (Yuan et al., 2025). MUC5AC je dominantny mucin produkovany
poharikovymi bunkami v epiteli bronchiolov a jeho nadmerna expresia patri medzi kltuc¢ové
mechanizmy obStrukcie dychacich ciest pri astme (Kesimer, 2022). Okrem zapalovych zmien
dochdadza aj k Strukturnej prestavbe extraceluldrneho matrixu, pricom zvysené mnozstvo ko-
lagénu (vratane kolagénu V), buniek hladkej svaloviny, fibronektinu a dalSich prispievaju k tr-
valému zuzZeniu a remodelacii dychacich ciest (Saglani & Lloyd, 2015).

V poslednych rokoch sa pozornost vyskumu alergickej astmy sustreduje na signalizacné
drahy riadiace bunkovu morfolégiu, migraciu zapalovych buniek a procesy zodpovedné za re-
modelaciu tkaniv. Jednou z tychto klucovych drah je systém RhoA/ROCK, ktory je aktivovany
prostrednictvom mnohych receptorov spojenych s G-proteinmi (Y. Zhang et al., 2020). Rho-
asociovana proteinkinaza (ROCK) existuje v dvoch izoformdach, ROCK1 a ROCK2, pri¢om je pre-
ukdzané, Ze obe izoformy sa zapajaju pri potlaceni hyperreaktivity dychacich ciest a zniZenia
zapalu v dychacich cestach (M. Zhu et al., 2011). ZvySend aktivita ROCK2 bola pozorovana v
modeli alergickej astmy u zvierat (Schaafsma et al., 2004), ale aj v klinickych vzorkach ziska-
nych od pacientov s astmou (Wang et al., 2020), ¢o podporuje jej ulohu v patogenéze ochore-
nia.

Farmakologicka inhibicia ROCK predstavuje perspektivnhu terapeuticku stratégiu
schopnu zasiahnut nielen samotnu svalovinu dychacich ciest, ale aj zapalové procesy (Zanin-
Zhorov & Blazar, 2021). Liecivo H1152 patri medzi selektivne inhibitory ROCK kindzy (Tamura
et al., 2005), pricom jeho ucinky boli doposial skimané najma z pohladu relaxacie hladkej sva-
loviny dychacich ciest (Hanazaki et al., 2008). Menej udajov vsak existuje o jeho vplyve na
remodela¢né markery ako produkciu hlienu a ukladanie kolagénu pri alergickej astme.

Cielom tejto Studie bolo preto analyzovat ucinok selektivnej inhibicie ROCK pomocou
H1152 v modeli OVA indukovanej alergickej astmy u morciat. Konkrétne sme hodnotili mnoz-
stvo pohdrikovych buniek exprimujidcich mucin MUC5AC v epiteli bronchiolov a obsah kola-
génu V v plfucnom tkanive ako markery hypersekrécie mucinu a remodelacie dychacich ciest.
Tieto parametre poskytuju Ciasto¢ny dokaz, Ci inhibicia ROCK by mohla v budicnosti predsta-
vovat terapeuticku stratégiu zameranu na znizenie remodelécie dychacich ciest — konkrétne
redukciu depozicie kolagénu a hlienovej obstrukcie spojenych s alergickym zapalom.
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Experimentalne skupiny

Morcata boli ndhodne rozdelené do nasledujucich skupin:

1. Zdrava (kontrolnd) skupina (OVA-): 6smim zvieratdm bol podavany 0,9 % fyziologicky
roztok pocas 28 dni.

2. Pozitivna kontrolna skupina (OVA+): osem zvierat bolo senzibilizovanych ovalbuminom
(OVA) pocas 28 dni.

3. Prva terapeuticka skupina (H1152 1 mg/kg): osem zvierat bolo senzibilizovanych OVA
pocas 28 dni a liecenych denne latkou H1152 o davke 1 mg/kg, i.p. pocas poslednych
14 dni.

4. Druha terapeuticka skupina (H1152 5 mg/kg): osem zvierat bolo senzibilizovanych OVA
pocas 28 dni a liecenych denne H1152 o davke 5 mg/kg, i.p. pocas poslednych 14 dni.
Zvierata boli humanne usmrtené 1 den po poslednej inhalacii OVA a liecbe.

Vsetky protokoly opisané v Sstudii boli schvalené miestnou etickou komisiou
(IRBO0005636, rozhodnutie ¢. EK 11/2024) a boli v stlade so smernicou Eurépskeho parla-
mentu a Rady 2010/63/EU o ochrane zvierat pouzivanych na experimentélne a iné vedecké
Ucely a so slovenskym zakonom upravujucim experimenty na zvieratach.

Dizajn vzniku alergickej astmy u morciat

Experimentalny model alergickej astmy je dlhodobo zauZivany na Ustave farmakoldgie
JLFUK, pricom jeho podrobny postup je opisany v predchadzajucich pracach (Mazerik et al.,
2023; Molitorisova et al., 2021). V skratke - OVA bol podavany s.c., i.p., a inh. v rdznych ¢aso-
vych intervaloch pocas 28 dni. Od 14. diia boli prva aj druhd terapeuticka skupina lie¢ena pri-
slusnym lieCivom (H1152) o davke 1 alebo 5 mg/kg i.p. kazdych 24 hodin az do 28. dia.

Material

Testovany selektivny inhibitor Rho-kinazovej drahy (ROCK) H1152 bol ziskany od spo-
lo¢nosti MedChemExpress (USA). Hydroxid hlinity, ktory sluzil ako adjuvans pre senzibilizaciu
OVA, a chemikalie na parafindciu a deparafinizaciu tkaniva boli ziskané z Centralchem (Sloven-
sko). OVA z kuracieho vajecného albuminu triedy V a sterilny fosfatovy pufor (DPBS) boli zis-
kané od spolo¢nosti Sigma Aldrich Chemicals (USA).

Metdédy
Stanovenie koncentrdcie kolagénu V z homogendtov pliuc

Koncentracia sledovaného proteinu bola merana komeréne dostupnou ELISA supra-
vou: ,guinea pig collagen type V* (MyBio-Sorce, USA). Homogenaty boli pripravené odvaze-
nim 100 mg plucneho tkaniva. Tkanivo sa nasledne premylo v fadovo chladenom 0,01 M fos-
fatovom pufri (DPBS) s pH = 7,0-7,2 a ihned sa homogenizovalo v 1000 pl lyza¢ného roztoku
»TissueExtraction Reagent I“ (Invitrogen, Thermo FisherScientific, USA) pomocou laboratér-
neho homogenizatora Stuart SHM2/EURO (Bibby Scientific, Velka Britania). Homogenaty sa
centrifugovali pri 9000 G pocas 10 minut pri 4 °C, supernatant sa odobral a uloZil do sterilnych
skimaviek pri -80 °C. Naslednd analyza bola vykonana podla pokynov vyrobcu, pricom vznik-
nuté absorbancie boli merané spektrofotometricky pri 450 nm na Varioskan FlashSpectral
Scanning Multimode Reader (Thermo FisherScientific, USA). Kone¢né koncentracie kolagénu
V vo vzniknutych homogenatoch boli analyzované a vypocitané pomocou kalibra¢ne;j krivky so
softvérom Skanlt Software pre Varioskan Flash verzia 2.4.5 (Thermo Fisher Scientific, USA).
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Imunohistochemické farbenie pohdrikovitych buniek v plticnych rezoch morciat

Rezy zaliate v parafine boli odparafinované, revitalizované a rehydratované. Po tychto
krokoch boli sklicka inkubované s 3 % roztokom peroxidu vodika pocas 10 minut pri izbovej
teplote, aby sa blokoval mozny ucéinok endogénnej peroxidazy. Nasledne boli sklicka premyté
50 mM roztokom Tris doplnenym 0,1 % TRITON-X 100 (TBS-T). Primarna mysia protilatka proti
MUCS5AC (Abcam, Velka Britdnia) boli zriedené v pomere 1:250 v TBS-T a aplikované individu-
alne na rezy pocas 2 hodin pri izbovej teplote. Sklicka boli potom preplachnuté a inkubované
pocas 10 minut s LSAB2 System-HRP (Dako, Dansko). V dalSom kroku sa sklicka premyli TBS-T
a inkubovali 5 minut s 3,3'-diaminobenzidin (DAB) substratom (Dako, Dansko). Na dofarbenie
jadier buniek sa pouZzil Mayerov hematoxylin (Bio-optica, Taliansko). V poslednom kroku boli
rezy zafixované krycim sklickom pouzitim média Entellan (Merck, USA). Rezy boli pozorované
a fotené pomocou mikroskopu OlympusBX43 (Olympus, Japonsko) vybaveného fotoaparatom
Canon EOS 2000D. Kvantitativna analyza expresie MUC5AC v nafotenych preparatoch bola vy-
hodnotena pomocou verejne dostupného programu Image J (NIH, Bethesda, MD, USA). Na
meranie poctu MUC5AC-pozitivnych buniek v definovanej oblasti zaujmu boli vybrané poha-
rikovité bunky v bronchiolach plicneho parenchymu.

Statistickd analyza

PredloZené udaje su uvedené vo forme priemerov = SEM. Na urcenie Statistickej vy-
znamnosti bola pouZitd jednosmerna analyza Anova pomocou softvéru GraphPad Prism 9.3.1
(GraphPad, USA). Statistickd vyznamnost bola povaZovana za dosiahnutt, ak hodnota p bola
nizsia ako 0,05.

Vysledky

Imunohistochemickad analyza (obr. 1A) a ndsledne kvantifikdcia pomocou softvéru
Imagel (obr. 1B) preukazala signifikantné zvySenie poctu poharikovych buniek produkujucich
mucin MUC5AC v bronchiolach morciat senzibilizovanych ovalbuminom (OVA+) v porovnani s
kontrolnou skupinou senzibilizovanou fyziologickym roztokom (OVA-). V skupine OVA+ boli
poharikové bunky pocetné a koncentrované v epitelovej vystelke dychacich ciest (obr. 1A,
OVA+). LieCba selektivnym inhibitorom ROCK, H1152, od 15. diia senzibilizacie viedla k znize-
niu zastupenia poharikovych buniek v oboch davkach (1 mg/kg a 5 mg/kg) v porovnani so sku-
pinou OVA+, avSak v oboch pripadoch neslo o signifikantné znizenie (obr. 1B).

Mnozstvo kolagénu V v plicnom tkanive bolo merané metddou ELISA (obr. 1C). V sku-
pine zvierat senzibilizovanych ovalbuminom (OVA+) doslo k vyraznému narastu obsahu kola-
génu Vv porovnani s kontrolnou skupinou OVA-. Podavanie inhibitora ROCK, H1152, v davkach
1 mg/kg a 5 mg/kg malo len mierny vplyv na hodnoty kolagénu V, ktoré zostéavali zvysené a
porovnatelné so skupinou OVA+. Tieto vysledky naznacuju, Ze aplikacia H1152 od 15. diia sen-
zibilizacie nebola dostato¢nd na znizenie kolagénovej depozicie spojenej s remodelaciou dy-
chacich ciest.

Diskusia

Vysledky nasej Studie potvrdzuju, Ze senzibilizacia morciat frakciovanym ovalbuminom
vedie k rozvoju typickych znakov alergickej astmy, medzi ktoré patri okrem zvySenej reaktivity
dychacich ciest a zapalu aj zvySena produkcia hlienu a remodelacia dychacich ciest (Kato &
Kita, 2025). V skupine morciat, ktoré boli sensibilizované OVA bez lie¢by (OVA+), sme pozoro-
vali vyznamné zvySenie poctu pohdrikovych buniek exprimujicich MUC5AC v bronchioloch v
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porovnani so zdravou kontrolnou skupinou (OVA-), ¢o koreSponduje s predchadzajucimi expe-
rimentalnymi modelmi alergického zapalu (Gondas et al., 2024; Mazerik et al., 2024). MUC5AC
je hlavny mucin zodpovedny za zvySenu viskozitu hlienu a jeho nadprodukcia je povazovand

za klucovy faktor zhorsujuci priechodnost dychacich ciest u pacientov s astmou ( Zhu et al.,
2025).

MUCSAC

Obr. 1: Imunohistochemické stanovenie poctu poharikovych buniek pomocou protilatky proti MUC5AC v reze
pltc (A). Chromogénne farbenie protilatkou MUC5AC bolo vykonané na reze plic mordciat senzibilizovanych fyzi-
ologickym roztokom (OVA-), ovalbuminom (OVA+) a senzibilizovanych ovalbuminom pricom od 15. dia bol kaz-
dodenne intraperitonedlne podavany inhibitor H1152 o koncentracii 1 mg/kg (H1152 1 mg/kg) alebo 5 mg/kg
(H1152 5 mg/kg). Program Image J bol pouZity na stanovenie poharikovych buniek v bronchioloch (B). Mnozstvo
kolagénu V (C) v homogenatoch plic bolo stanovené pomocou metddy ELISA. Udaje st uvedené ako priemer +
SEM; ****p<0,0001, pricom vsetky skupiny boli porovnavané voc¢i OVA+ skupine.

Selektivny inhibitor ROCK, H1152, ktory bol poddvany od 15. dia senzibilizacie, sice
viedol k miernemu poklesu poctu poharikovych buniek v oboch pouzitych davkach, avsak
tento efekt nedosiahol Statistick( vyznamnost. Je pravdepodobné, Ze intervencia aZz v neskor-
Som $tadiu alergického zapalu uz nepostacuje na ovplyvnenie plne rozvinutej hyperplazie po-
harikovych buniek a zmeny fenotypu epitelu dychacich ciest. Epitelova prestavba a hlienova
(mucindzna) hypersekrécia sa rozvijaju pomerne rychlo po alergickej senzibilizacii a po ich
etablovani moze byt terapeuticky zasah limitovany (Evans et al., 2009).

Otézka, do akej miery inhibicia Rho/ROCK drahy dokaze potlacit tvorbu MUC5AC, vsak
nadalej zostdva predmetom diskusii. Dostupné prace prinasaju rozdielne vysledky — viacero
studii opisuje, Ze neselektivne inhibitory ROCK fasudil (Xie et al., 2015) a Y27632 (Zhang et al.,
2019) a selektivny inhibitor ROCK2, KD025 (Wu et al., 2022), dokazu potlacat hypersekrecnu
odpoved' a expresiu mucinu, zatial ¢o iné prace tento efekt nepotvrdzuju (Pazhoohan et al.,
2017). Podobny rozpor sa objavuje aj pri nasich predchddzajucich experimentoch s inym ne-
selektivnym inhibitorom ROCK, GSK429286A, ktory taktiez neviedol k znizeniu poctu pohariko-
vych buniek (Gondas et al., 2024). Tieto poznatky podporuju hypotézu, ze u¢inok na MUC5AC
mbZze byt zavisly od typu inhibitora, jeho selektivity voci izoformam ROCK, davkovania, ale aj
od nacasovania lieCby v priebehu alergického procesu.
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Navyse, nase data preukazali vyrazné zvysenie kolagénu V v OVA-senzibilizovanej sku-
pine oproti zdravym kontroldm, ¢o potvrdzuje pritomnost remodelacie dychacich ciest s
fibréznou prestavbou extraceluldrneho matrixu (Rasouli & Rasouli, 2025). Podavanie H1152
vsak nebolo schopné zniZit depoziciu kolagénu a hodnoty kolagénu V zostali porovnatelné so
skupinou OVA+. Tieto vysledky su v rozpore s nasSimi predchadzajucimi experimentmi, v kto-
rych neselektivne inhibitory ROCK — hydroxyfasudil a GSK429286A — zniZovali mnozstvo ko-
lagénu Vv homogenatoch pltc v rovnakom modeli alergickej astmy (Franova et al., 2023; Gon-
das et al., 2024). Mo6Zeme predpokladat, Ze anti-fibrotické ucinky selektivnej inhibicie ROCK v
tomto nastaveni neboli dostatocné, alebo potlacenie syntézy kolagénu vyzaduje dlhsi terape-
uticky interval, inu cestu podania, koncentrdciu, pripadne kombinaciu s dalSimi liecebnymi
postupmi, ako su glukokortikoidy alebo B2-agonisty.

Celkovo nase vysledky naznacuju, Ze inhibicia ROCK drahy pomocou H1152, aplikovana
od 15. dna senzibilizacie, nemusi byt dostatocne Ucinna na potlacenie pokrocilych patologic-
kych zmien remodelacie dychacich ciest pri alergickej astme. Buduci vyskum by sa mal zamerat
na skorsie nac¢asovanie lie¢by, pouzitie vyssSich davok, kombinovanu terapiu alebo vyuzitie se-
lektivnejSich ROCK2, pripadne ROCK1 inhibitorov s ciefom presnejsie objasnit terapeuticky po-
tencial cielenej inhibicie ROCK pri alergickej astme.

Préca Mgr. Eduarda Gonddsa, PhD. bola Financované EU NextGenerationEU prostrednictvom
Planu obnovy a odolnosti SR v ramci projektu ¢. 09/03-03-V05-00012 (GUKPOST/44/2025),
praca MUDr. Terézii Kozdkovej a Mgr. Jozefa MaZerika, PhD. grantom VEGA 1/0042/24
a prdce prof. Soni Frariovej grantami VEGA 1/0060/25, APVV-19-0033 a APVV-23-0261.
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Uvod

Tuberkuléza (TBC) patri aj v 21. storo¢i medzi najzavaznejsie infekéné ochorenia, pri-
¢om v roku 2024 bolo na celom svete odhadovanych priblizne 10,7 miliéna novych pripadov,
o je stdle vyssia hodnota nez pred pandémiou COVID-19. Napriek tomu vsak incidencia po-
stupne klesa. V roku 2024 na TBC zomrelo celosvetovo priblizne 1,23 miliéna ludi, ¢im pred-
stavuje globalne najcastejSiu pricinu Umrtia spomedzi vSetkych infekénych ochoreni (WHO,
2025). Vyznamna cast umrti sa vyskytuje u pacientov, ktori uzivali vhodné antituberkulotika,
¢o je do znacnej miery spésobené zvySenou zdpalovou imunitnou odpovedou na Mycobacte-
rium tuberculosis (Mtb). Napriek ndznakom, Ze zvySend imunitna aktivita pri TBC ovplyvnuje
jej chorobnost a umrtnost, sicasné lieCebné rezimy cielia primarne na baktérie (Kirwan et al.,
2021).

Zretelnt medzeru pozorujeme aj v detekcii a diagnostike TBC, obzvlast u deti, kde zos-
tdva neodhaleny velky podiel pripadov v porovnani s dospelou populaciou. Suc¢asné diagnos-
tické ndstroje pouzivané v klinickej praxi maju u detskych pacientov nizsiu citlivost a diagnos-
tické obmedzenia navysuje aj skutoénost, Ze ziskanie vhodnej vzorky, najma sputa, je v tejto
vekovej skupine problematické (Vaezipour et al., 2022). NavyS3e, testy uvolfiovania interfe-
ronu vy (IGRA) u deti ¢asto poskytuju limitované a neurcité vysledky, ¢o zd6razniuje potrebu
vyvoja dostupnejsich a presnejsich diagnostickych metdd (Kay et al., 2018).

V tomto prispevku sme sa zamerali na vyznam trombocytov a ich molekul po¢as TBC a
poukazali na ich Gcast v regulacii zapalu, ako aj na moznosti ich vyuzitia v diagnostike a moni-
torovani aktivity ochorenia.

Uloha trombocytov v imunitnej odpovedi pri TBC

V poslednych rokoch sa ¢oraz viac ukazuje, Ze aktivnu ulohu v imunitnej odpovedi pri
TBC zohrdvaju aj trombocyty, napriklad prostrednictvom regulacie zdpalovych mediatorov, in-
terakciou s monocytmi ¢i modulaciou granulomatdéznej reakcie (Kirwan et al.,, 2021;
Schildkraut et al., 2024). Pocas infekcie pozorujeme narast poctu aj aktivity trombocytov (Lee
et al., 2016). Trombocyty obsahuju r6zne molekuly ako su rastové faktory, chemokiny, cyto-
kiny, proteazy, adhézne molekuly ¢i koagulaéné faktory, ktoré su ulozené v intracelularnych
granulach. Aktivovanim trombocytov su tieto molekuly uvolfiované do obehu alebo premies-
tnené na ich povrch a ako mediatory pritahuju a moduluju efektorové bunky vrodeného imu-
nitného systému (Ali et al., 2015; Tian et al., 2025). Vybrané molekuly trombocytov podiela-
juce sa na imunitnej odpovedi sU zosumarizované v tab. 1.

Viaceré z tychto molekul vykazuju u pacientov s aktivnou TBC zvySené hladiny, ¢o pod-
poruje ich mozZné vyuZitie ako diagnostické biomarkery, pripadne biomarkery reflektujice
ucinnost terapeutického rezimu (Kirwan et al., 2021; Pavan Kumar et al., 2025). Pri TBC su
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najlepsie preskimané a klinicky potencidl ukazuju matrixové metaloproteinazy (MMP), dostic-
kovy faktor 4 (PF4) a vaskularny endotelovy rastovy faktor A (VEGF- A) (Kathamuthu et al.,
2020a; Urban-Solano et al., 2022).

Tab. 1: Prehlad molekul produkovanych trombocytmi s vyznamom v imunitnej odpovedi (Gresele et al., 2017;
Tian et al., 2025).

Komponenty komplementu C1,C3,C4

MMP

TIMP
Proteazy a inhibitory proteaz

Antichymotrypsin

Antitrypsin

P-selektin

TLT-1
Membranové proteiny

PECAM-1/CD31

CD40L

PF4 (CXCL4)

IL-1
Cytokiny a chemokiny
TNF
CXCL1/5/7/8/12, CCL2/3/5
Rastové faktory PDGF, TGF-B, VEGF, IGF, EGF, FGF, ANG-1, CTGF, HGF

Vysvetlivky: ANG-1 — angiopoetin-1; CCL2/3/5 — chemokin (C-C motif ligand 2/3/5); C1, C3, C4 — komplementové
proteiny C1, C3, C4; CD40L — CD40 ligand; CXCL1/5/7/8/12 — chemokin (C-X-C motif ligand 1/5/7/8/12); CTGF —
rastovy faktor spojivového thaniva; EGF — epidermovy rastovy faktor; FGF — fibroblastovy rastovy faktor; HGF —
hepatocytdrny rastovy faktor; IGF — inzulinu podobny rastovy faktor; IL-1 — interleukin-1; MMP — matrixovd me-
taloproteindza; PDGF — dostickovy rastovy faktor; PECAM-1/CD31 — trombocytovo-endotelovd adhezivna mole-
kula-1; PF4 (CXCL4) — dostickovy faktor 4; TGF-8 — transformujuci rastovy faktor beta; TIMP — tkanivovy inhibitor
metaloproteindz; TLT-1 — trombocytovy leukocytovy tetraspanin- 1; TNF — tumor nekrotizujuci faktor; VEGF —
vaskuldrny endotelovy rastovy faktor

Matrixové metaloproteinazy (MMP)

MMP su zinok-dependentné protedzy schopné degradovat vsetky zlozky extracelular-
nej matrix vratane kolagénu. Podielaju sa na remodelécii tkaniv, motilite buniek ¢i regulacii
imunity a zapalu. Nadmerné zvySenie tychto enzymov sa ukazalo byt spojené s destrukciou
plucneho tkaniva a plicnymi patolégiami (Elkington et al., 2011; Greenlee et al., 2007).

Existuje niekolko studii skimajucich ulohy MMP aj pri TBC, pricom sa ukazalo, Ze
mnohé su pocas ochorenia vyrazne zvysené. V studii Kathamuthu et al., 2020 zistili, Ze pacienti
s plicnou formou TBC vykazuju vyrazne vyssie hladiny MMP-1, MMP-8, MMP-9 a MMP-12 v
porovnani s pacientmi s extrapulmondrnou TBC, latentnou TBC alebo zdravymi kontrolami, ¢o
poukazuje na ich schopnost odlisit plicnu TBC od ostatnych foriem. Na tieto vysledky nadva-
zuju aj dalsie klinické data, podla ktorych mozu koncentracie réznych MMP a ich inhibitorov
(TIMP) predstavovat uzito¢né biomarkery zavaznosti zapalového procesu pri plticnej TBC a
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pomdhaju rozliSovat medzi aktivnou a latentnou formou ochorenia (Kathamuthu et al., 2020;
Kumar et al., 2020; Lavrova et al., 2019).

Podobné studie naznacuju, Ze pediatricki pacienti s bakteriologicky potvrdenou aj kli-
nicky diagnostikovanou TBC maju v plazme vyznamne zvySené hladiny viacerych MMP, ¢o po-
ukazuje na ich diagnosticky potencidl. Najma kombinované panely pozostavajuce z MMP-
1/MMP-2/MMP-9 preukazali vysoku citlivost a Specificitu. Tieto vysledky podporuja vyuZitie
MMP ako slubného diagnostického nastroja aj v pediatrickej populacii (Pavan Kumar et al.,
2013, 2025).

Dostickovy faktor 4 (PF4)

PF4 je chemokin produkovany a uvolfiovany Specificky aktivovanymi trombocytmi a u
pacientov s TBC sa popisuju jeho zvySené hladiny, ktoré koreluju s klinickou a radiologickou
zdvaznostou ochorenia (Blyukasik et al., 1998). PouZiva sa preto ako marker aktivacie trom-
bocytov. Zaujimavé su zistenia, Ze PF4 p6sobi aj ako zapalovy mediator, pricom dokaze akti-
vovat monocyty, indukovat uvolfiovanie prozapalovych cytokinov a chemokinov a zaroven
menit expresiu ich chemokinovych receptorov, ¢im vyznamne ovplyviiuje smerovanie a cha-
rakter zapalovej odpovede (Schwartzkopff et al., 2012). PF4 je zaroven schopny sprostredko-
vat migraciu CCR1* monocytov (C-C chemokinovy receptor 1 monocytov), o predstavuje me-
chanizmus presunu monocytov do miesta infekcie a udrziavania lokalneho zapalu (Urban-So-
lano et al., 2022). Pri aktivnej TBC sa aktivované trombocyty vo velkom mnoZstve hromadia v
plicnych granuldmoch, kde uvolfiuju viaceré mediatory vratane PF4. Tieto trombocytové pro-
dukty nasledne moduluju aj funkciu makrofagov zvysenim ich schopnosti obmedzovat rast
a replikaciu Mtb (La Manna et al., 2022).

Ukazuje sa, Ze hladiny PF4 su vyssie u pacientov s aktivnou TBC v porovnani s latentnou
formou, kde vzostup odraza zvysenu pritomnost aktivovanych trombocytov, ktoré podporuju
zapalovu odpoved (Urban-Solano et al., 2022).

Vaskularny endotelovy rastovy faktor (VEGF)

VEGF-A je klu€ovy angiogénny a imunomodulacny faktor, ktory reguluje vaskularnu
permeabilitu, proliferaciu a viabilitu endotelovych buniek, interakcie s extracelularnou matrix,
a zaroven moduluje zapal tym, Ze podporuje chemotaxiu a aktivaciu imunitnych buniek a
ovplyviiuje tvorbu cytokinov (Failla et al., 2025). Je produkovany mnohymi typmi buniek, vra-
tane trombocytov ¢i makrofagov (Duffy et al., 2013). Trombocyty predstavuju vyznamny zdroj
cirkulujuceho VEGF, ktory je uloZzeny najma v a-granulach a uvolfiuje sa priich aktivacii (Banks
et al., 1998). Pri TBC sa pozoruju zvySené hladiny VEGF-A v krvi, ktoré koreluju so zapalovou
aktivitou, po¢tom trombocytov a monocytov, ¢o naznacuje jeho uUlohu v patofyzioldgii aktiv-
neho ochorenia.

Okrem toho sa ukazuje, Ze Mtb dokaze indukovat VEGF-mediovanu angiogenézu, ktora
moze podporovat lokalny zapal a potencialne ulahcovat Sirenie baktérii z primarneho loziska.
Tieto zistenia zd6raznuju Uzke prepojenie medzi angiogenézou, trombocytmi a imunitnou od-
povedou pri TBC (Harding et al., 2019; Urban-Solano et al., 2022).

Zaver

Doterajsie poznatky ukazuju, Zze trombocyty a nimi produkované molekuly, ako MMP,
PF4 a VEGF-A, zohravaju v patofyzioldgii TBC vyznamne aktivnejSiu ulohu, neZ sa pévodne
predpokladalo. Ich zvySené hladiny odrazaju intenzitu zapalovej odpovede, stupen poskodenia
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tkaniv a poskytuju blizSie informacie o prebiehajucej imunitnej odpovedi na infekciu. Vzhla-
dom na svoju dostupnost v periférnej krvi predstavuju tieto molekuly mozné biomarkery s
potencidlom zlepsit diagnostiku, rozlisit rozne klinické formy TBC ¢i podporit monitorovanie
lieCby.

Okrem ich diagnostickej hodnoty poukazuju stéasné Studie aj na ich funkénu ucast v

regulacii imunitnej odpovede, ¢i uz ide o modulaciu aktivity makrofagov, migraciu monocytov
alebo ovplyviiovanie angiogenézy.

Tdto prdca bola podporend z grantov APVV-18-0084, APVV-22-0342, VEGA-1/0093/22, VEGA-
1/0093/22, VEGA-1/0049/25.
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Uloha fekalnej mikrobidlnej transplantacie v terapii ulceréznej kolitidy
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Uvod

Gastrointestinalny trakt (GIT) ¢loveka je osidleny réznorodou a dynamickou popula-
ciou mikroorganizmov, ktoré spolu vytvaraju komplexny ekosystém. Narusenie jej rovnovahy,
tzv. dysbidza, mbze viest k rozvoju réznych ochoreni, vratane ulcerdznej kolitidy (UC) (Gooma,
2020; Das a Nair, 2019; Ye et al., 2022).

UC patri medzi neSpecifické zdpalové ochorenia €riev (IBD) s charakteristickym za-
palom sliznice hrubého Creva, ktory zacina v rekte a $iri sa proximalnym smerom. Medikamen-
tézna liecba UC nedokaze zabezpecit trvalé vylieCenie, preto sa terapeutické postupy zame-
riavaju na dosiahnutie a udrzanie dlhodobej remisie (Ce$ka et al., 2020; Segal, LeBlanc a Hart,
2021).

V poslednych rokoch sa fekdlna mikrobidlna transplantacia (FMT) stala vyznamnym
predmetom vyskumu ako potencialna liecba Sirokého spektra ochoreni. Spociva v prenose fe-
kalneho materidlu od zdravého darcu pacientovi s ¢revnou dysbidzou. Jej cielom je obnovit
rovnovahu ¢revného mikrobiomu a potlacit zapalové mechanizmy. V tomto kontexte sa FMT
javi ako nadejna terapeuticka alternativa lie¢by UC (Chehade et al., 2023; Wang et al., 2019).

Ulcerdzna kolitida

UC je chronické, nespecifické zapalové ochorenie hrubého ¢reva, ktorého incidencia
ma celosvetovo stupajuci trend. Hoci sa mdze manifestovat v akomkolvek veku, najc¢astejsie
je diagnostikovana u mladych dospelych vo veku od 20 do 30 rokov. Druhy vrchol ochorenia
je zaznamenany u 0s6b vo veku 50 aZ 60 rokov. Pomer muzov a Zien postihnutych UC je pri-
blizne rovnaky (Ceska et al., 2020; Du a Ha, 2020).

UC je multifaktoridlne ochorenie a jej vznik je ovplyvneny kombinaciou genetickych,
mikrobidlnych a environmentdlnych faktorov. Infekcie, napr. infekcia Clostridium difficile
(CDI), mbZu spustit vzplanutie UC, avSak sucasné dokazy naznacuju, Ze ochorenie vznika pre-
dovsetkym v d6sledku nadmernej imunitnej reakcie sliznice na ¢revnu dysbiézu. Environmen-
talne faktory, ako stravovacie navyky, fajcenie, industrializovany Zivotny styl a niektoré lieciva
zvysuju riziko a moduluju priebeh ochorenia (Fang et al., 2021; Preda a Istratescu, 2022; Zou
et al.,, 2021).

Hlavnymi priznakmi UC su tenezmy, stolica s primesou krvi, hlienu alebo hnisu, systé-
mové priznaky ako chudnutie, horucka a bolesti brucha alebo extraintestinalne priznaky (napr.
primarna sklerotizujuca cholangitida). V dosledku spomenutych priznakov pacienti uvadzaju
zhordenu kvalitu Zivota, depresiu, Uzkost, poruchy spanku a sexualnu dysfunkciu (Ceska et al.,
2020; Dubinsky, 2023; Voelker, 2024).

Stanovenie diagnézy UC si vyZzaduje komplexny pristup zahffajuci klinické hodnotenie,
laboratérne testy a zobrazovacie, endoskopické ako aj histopatologické vysetrenie (Cedka et
al., 2020).
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Hodnotenie aktivity ulceréznej kolitidy

Na hodnotenie aktivity UC sa pouZiva tzv. Mayo skore, ktoré zahfna Styri hlavné para-
metre: frekvenciu stolice, pritomnost rektalneho krvacania, endoskopicky obraz sliznice a cel-
kové klinické zhodnotenie lekdrom. Kazdd polozka je bodovana od 0 do 3, pricom celkové
skére mbze dosiahnut maximalne 12 bodov. V praxi sa vsak ¢asto pouziva modifikované Mayo
skdre, ktoré neobsahuje endoskopické hodnotenie, preto je jeho maximalne skére 9 bodov
(Danese et al., 2025; Sandborn et al., 2022).

Tradi¢na liecba ulcerdznej kolitidy

Vyber farmakologickej lieCby zavisi od zdpalovej aktivity ochorenia a rozsahu postihnu-
tia ¢reva. Ciefom terapie je dosiahnut a udrzat ¢o najdlhsiu remisiu a zabezpecit ¢o najlepsiu
kvalitu Zivota pacienta (Ceska et al., 2020; Raine et al., 2022).

Do zakladnej farmakologicke] lieéby UC patria aminosalicylaty, lokdlne a systémové
kortikosteroidy, tiopuriny, biologicka liecba (napr. inhibitory tumor nekrotizujiceho faktora
alfa, inhibitory interleukinu 23 ¢i anti-integriny), inhibitory Janusovej kindzy 1 alebo inhibitory
kalcineurinu (Ferreti et al., 2022).

Fekalna mikrobidlna transplantacia

FMT, oznacovana aj ako ,transplantacia stolice Ci fekalna baktérioterapia“, predstavuje
terapeuticky postup, pri ktorom sa spracovany fekalny material od zdravého darcu aplikuje do
GIT pacienta. Hlavnym cielom tejto metddy je obnovit narusend rovnovahu ¢revného mikro-
bidmu, zvysit jeho diverzitu, a tym podporit zlepSenie priebehu ¢revnych ochoreni (Hou et al.,
2025).

V sucasnosti sa FMT povaZuje za Standardnu terapeuticki metddu pri lie€be rekurent-
nej infekcie sposobenej CDI. Okrem toho vykazuje sfubné vysledky aj pri inych ochoreniach,
ako je napriklad aj UC. Predpoklada sa, Ze FMT zasahuje do ¢revného prostredia obnovenim
mikrobidlnej rovnovahy, ¢im zniZuje nadmernd antigénnu stimulaciu imunitného systému
a obnovi synergické vztahy medzi hostitelom a jeho ¢revnym mikrobiémom (Chehade et al.,
2023).

FMT patri medzi relativne bezpecné terapeutické postupy, pri ktorych sa vyskyt nezia-
ducich u&inkov (NU) zaznamenava len zriedkavo. Vaéina rizik je spojena predovietkym so
spdsobom podania transplantatu. NU spojené s FMT mézeme rozdelit na mierne aZ stredne
zavazné, ako su hnacka, bolest brucha, ki¢e, naduvanie, plynatost, zapcha a horucka, a za-
vazné, kam patria perfordcia Creva, aspiracia, bakteriémia, vzplanutie IBD a prenos infekcii
(Gulati et al., 2023; Merrick et al., 2020; Wang et al., 2019).

Vyber a skrining darcu pre fekalnu mikrobialnu transplantaciu

Spravny vyber darcu a jeho dékladny skrining predstavuju klti¢ové kroky pri zabezpe-
¢eni kvality a bezpeénosti FMT. Podla povodu fekalneho materialu rozliSujeme darcov alogén-
nych (cudzie osoby) a autolégnych (vlastna stolica pacienta). V klinickej praxi su preferovani
alogénni darcovia, kedZe ich transplantaty vykazuju vo vseobecnosti vyssiu uc¢innost a moz-
nost vyuZitia pre vacsie spektrum prijemcov. Proces vyberu darcov je komplexny a zahffia
napr. hodnotenie demografickych udajov darcu, indexu telesnej hmotnosti (BMI) a geografic-
kého povodu. Kazdy darca musi podstupit detailny skrining na infekéné agensy a potencialne
patogénne baktérie, aby sa minimalizovalo riziko prenosu infekcie na prijemcu. Z procesu dar-
covstva su vyluéené osoby s aktivnymi ochoreniami, uzivajuce drogy, s dlhodobou farmakote-
rapiou imunosupresivami alebo antimikrobidlnymi latkami/probiotikami v predchadzajucich 3
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mesiacoch. Nevhodni su aj darcovia, ktori v poslednych 6 mesiacoch absolvovali tetovanie Ci
piercing. Dosledna selekcia a Standardizovany skrining darcov su preto zakladnymi predpo-
kladmi na vytvorenie bezpecného, reprodukovatefného a klinicky uc¢inného FMT produktu.
Z tohto dévodu by mali byt vypracované specifické regulacné usmernenia tykajlce sa vyberu
darcov aich skriningu, ktoré umoznia jednotny pristup k tymto kli¢ovym aspektom (EMA,
2025; Wang et al., 2019; Wang et al., 2022).

Spracovanie stolice na pripravu transplantatu

Kroky potrebné na pripravu suspenzii stolice zahfiaju odber vzoriek, pripravu suspen-
zného pufra, homogenizaciu, Cistenie (filtraciu, centrifugdciu), kryokonzervaciu, davkovanie,
zabezpecenie vhodného pracovného prostredia a samotnu transplantaciu (obr. 1). Priprava
stolice darcu by mala prebiehat v anaerébnych podmienkach (Gong a Liu a Huang, 2025).

Pri zbere Cerstvych vzoriek ludskej stolice sa odporuca vykondvat odber sterilnymi jed-
norazovymi pomockami uréenymi na manipuldciu s biologickym materialom. Pocas odberu je
nevyhnutné zabranit kontamindcii vzorky krvou alebo mocom. Vzorky sa néasledne v ¢o naj-
kratSom ¢asovom intervale transportuju do laboratéria pri teplote priblizne 4 °C. V klinickej
praxi sa fekalny materidl moéze pouZivat vo forme Cerstvej, mrazenej alebo lyofilizovanej sus-
penzie (Gong a Liu a Huang, 2025).

Pripraveny transplantat ¢revného mikrobiému je mozné aplikovat podla ciefového
miesta v traviacom trakte. VyuZivaju sa peroralne kapsuly, suspenzie, nazogastrickd sonda, en-
doskopia, transendoskopicka enteralna tuba alebo perkutanna endoskopicka gastrojejunosto-
mia (PEG-J). Podand davka FMT zdvisi od mnoZstva darcovho materialu, nie od presne stano-
venej koncentrdcie mikroorganizmov (Wang et al., 2019; Wang et al., 2022).
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Obr. 1: llustracia krokov pri prevedeni FMT terapie (upravené podla Hou et al., 2025).

Praktické moznosti aplikacie FMT v liecbe UC

Cielom tejto prace je poukazat na moznost aplikacie FMT u pacientov s UC, ktori pod-
stupili tento zakrok. Praca bola realizovana formou rozhovorov s dvomi pacientmi, ktoré boli
vedené v polo-Struktirovanom formate, kombinujuci systematicky pripraveny subor otazok
s moznostou respondentov poskytovat otvorené a volné odpovede. Tento metodologicky pri-
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stup umozniuje zachytit nielen faktické informacie, ale aj subjektivne vnimanie, postoje a indi-
vidudlne skusenosti Ucastnikov. Zaroven poskytuje priestor pre identifikaciu novych a nepred-
vidanych tém, ktoré mézu rozsirit interpretaény ramec skimanej problematiky. Obsah rozho-
vorov bol zamerany na diagnostiku a liecbu UC pred FMT, rozhodovanie o podstupeni FMT
a oCakavania pacientov, skisenosti s FMT a hodnotenie jej uc¢innosti. Praca bola schvalend
Etickou komisiou Jesseniovej lekarskej fakulty Univerzity Komenského v Martine (Cislo rozhod-
nutia: EK 11/2025).

Porovnanie uUcinnosti tradi¢nej lieCby ulcerdznej kolitidy a fekdlnej mikrobidlnej transplan-
tacie

Vyuzitie FMT pri liecbe UC je stale predmetom aktivneho vyskumu. Sucasna lie¢ba UC
sa zameriava predovsetkym na timenie nadmernej imunitnej odpovede (Chehade et al., 2023).
Tabulka 1 uvadza zakladné rozdiely a porovnanie medzi FMT a tradi¢nou farmakologickou liec-
bou UC.

Tab. 1: Hlavné rozdiely medzi fekalnou mikrobialnou transplantaciou a tradi¢nou liecbou ulcerdznej kolitidy.

TRADICNA LIECBA ULCEROZNEJ KO-
LITiDY

KRITERIUM FEKALNA MIKROBIALNA TRANSPLANTACIA

Uprava érevnej mikrofléry prijemcu s ciefom
obnovit jej rovnovéhu
Porovnatelnd s tradi¢nou lie¢bou, pritomné U¢inn4, ¢asta strata odpovede, po-

Mechanizmus ucinku Potlacenie zapalu liecivami

Uéinnost

limitacie trebna eskaldcia liecby
Bezpeénost Nizsi vyskyt neZiaducich ucinkov Casté neziaduce tcinky
. Zohladnuje genetické, mikrobidlne a imu- Individualny vyber liecby podla akti-
Personalizacia o . ; . .
nitné vlastnosti vity a priebehu ochorenia

Upravené podla Brezina et al., 2021; Ceska et al., 2020; Tkach et al., 2023; Wang et al. 2019; Yaqub et al. 2025.

Klinicky pripad 1

Prvy rozhovor bol uskutocneny so 62-ronym muzom na déchodku bez zavainych ko-
morbidit, s BMI 31. V rodinnej anamnéze uviedol vyskyt Crohnovej choroby u sesternice.

Prvé tazkosti sa u pacienta objavili v roku 2011, a to vo forme ¢astého vyprazdniovania
s primesou jasnocervenej krvi, bez pritomnosti bolesti, hlienu, nauzey ¢i vracania. Pacient mal
subfebrilie, pocitoval dyspnoe a vyraznu slabost, ktord mu znemozriovala vykonavanie bez-
nych aktivit. Taktiez doslo k poklesu telesnej hmotnosti o 20 kg. V roku 2012 mu bola diagnos-
tikovana lavostrannd UC, pre ktoru bol hospitalizovany. Pocas hospitalizacie vyzadoval opako-
vané transfuzie erytrocytov z dévodu anémie.

V uvode liecby bol pacient nastaveny na peroralne podavany mesalazin, systémovy
kortikosteroid prednizén a lokalny kortikosteroid budezonid vo forme rektdlnej klyzmy (7 dni).
Sucastou manazmentu bola aj nutri¢na terapia (Modulen IBD 0,5 — 1 balenia denne). V prie-
behu nasledujucich rokov bola lie€ba viackrat zmenena na r6zne biologické lie¢ivd a malé mo-
lekuly, a to: infliximab (2016), adalimumab (2017), vedolizumab (2018 — 2022), ustekinumab
(2022 — 2023), filgotinib (2023) a upadacitinib (september 2024).

Napriek intenzivnej lieCbe bol klinicky obraz pacienta dlhodobo nepriaznivy. V roku
2023 mal pacient 3 az 8 stolic denne, pricom po prekonani cytomegalovirusovej infekcie sa
jeho stav vyrazne zhorsil a v roku 2024 mal aZ 15 stolic denne, sprevadzanych bolestou brucha.
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FMT bola indikovana v oktdbri 2024 pre tazku formu UC. Pacient sa o tejto metdde prvykrat
dozvedel od kolegu, ktory ju podstupil a opisal ako Zivot meniacu, preto boli jeho o¢akavania
velmi vysoké. Darcom stolice bola jeho dcéra.

Procedura bola vykonana pocas kolonoskopie bez komplikacii a bola pacientom dobre
tolerovana. Po vykone sa nevyskytli Ziadne NU a okamZité zmeny neboli zaznamenané. Pri-
blizne po piatich mesiacoch doslo k vyraznému zlepSeniu — pocet stolic klesol na dve denne,
vymizlo krvacanie aj bolesti a hospitalizacia uz nebola potrebna.

Pacient zhodnotil FMT ako vysoko efektivnu liecbu vyrazne zlepSujucu kvalitu Zivota,
ktoru by v pripade potreby opatovne podstupil.

Laboratdorne a endoskopické nalezy v klinickom pripade 1:

V roku 2012 bola u pacienta pocas hospitalizacie diagnostikovand anémia a zvysend
hodnota C-reaktivneho proteinu, ktord dosiahla hodnotu 41,8 mg/l (referenéna hod-
nota < 5 mg/l). Vtomto obdobi pacient absolvoval prvi kolonoskopiu, pri ktorej boli doku-
mentované tazko aktivne proktokolické ulceracie.

V roku 2023 bola u pacienta potvrdena tazka forma UC (Mayo skore 3) a v oktébri 2024
bolo pacientovi pocas vykonu cez kandl endoskopu podanych 300 ml roztoku stolice upravenej
pre potreby FMT. Hodnoty fekdlneho kalprotektinu, signalizujieho ¢revny zapal, postupne kle-
sali z 1076 ug/g (7/2023) na 293,9 pg/g (9/2024) — referencna hodnota: 0 — 120 ug/g. V roku
2025 bola pacientovi preukdzana endoskopicky pozorovana remisia UC.

Klinicky pripad 2

Druhy rozhovor bol realizovany so 49-rocnou Zenou, ktora pracuje ako Uctovnicka, je
bez zavainych komorbidit, s hodnotou BMI 25. V rodinnej anamnéze neudava vyskyt IBD.

Prvé tazkosti sa u pacientky objavili v juni 2013 vo forme Castej stolice (patkrat denne)
bez primesi krvi ¢i hlienu. V novembri 2013 jej bola diagnostikovana UC, ktora bola inicialne
lieCena peroralne poddvanym mesalazinom. Tato terapia neviedla k Uprave klinického stavu,
a tak bola nasledne lie€ba zmenena na systémovy kortikosteroid metylprednizén, imunosup-
resivum azatioprin a mesalazin. Po Uvodnej odpovedi na kortikosteroid doslo po jeho vysadeni
k relapsu ochorenia, ktory sa manifestoval narastom frekvencie stolic s primesou Cerstvej krvi
(8 denne), vyraznym Ubytkom hmotnosti na 39 kg (BMI 16), sideropenickou anémiou a polie-
kovou alopéciou. Pacientka taktieZ pocitovala naliehavi potrebu vyprazdnenia, ktora vyrazne
obmedzovala jej spolocensky Zivot, hoci pracovnu ¢innost dokazala vykondvat.

Napriek liecbe nedoslo k zlepSeniu zdravotného stavu a v priebehu nasledujucich ro-
kov bolo pacientke podanych viacero biologickych lieCiv. V roku 2014 bol nasadeny infliximab,
na ktory mala najskor dobri odpoved, avsak lie¢ba musela byt pre vznik infiznej reakcie ukon-
¢ena. Nasledne bola liecba zmenena na vedolizumab (2016 — 2019), ku ktorému bol v roku
2018 pridany systémovy kortikosteroid prednizén. Podobne ako pri predchadzajiucej systémo-
vej kortikoterapii, aj tentoraz doslo pri redukcii davky k relapsu ochorenia. Pre nedostatocnu
odpoved na lie¢bu bola indikovana kolektémia, ktord pacientka odmietla.

O moznosti FMT sa prvykrat dozvedela v roku 2019 od rodicov, ktori sa o tejto inova-
tivnej liecbe dozvedeli z internetu. Pacientka nasledne FMT konzultovala s odbornikmi, pricom
jej tato metdda bola prezentovana ako jedna z poslednych terapeutickych moznosti. Vnimala
ju tak ako prilezitost na zlepsenie zdravotného stavu a vyhnutie sa chirurgickému zakroku,
a rozhodla sa zakrok FMT podstupit. Darcami stolice boli jej otec a syn. Transplantacia bola
realizovana kolonoskopicky v celkovej anestézii a prebehla bez komplikacii. Bezprostredne po
vykone pacientka nepocitovala Ziadne neZiaduce Ucinky ani subjektivne zmeny zdravotného
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stavu. Z dlhodobého hladiska nepozorovala vyrazné zlepsenie ani zhorSenie ochorenia. Frek-
vencia stolic pretrvavala okolo pat denne, avSak bez bolesti a nutnosti hospitalizacie.

Kratko po FMT bol pacientke nasadeny novy inhibitor Janusovej kindzy 1 tofacitinib, po
ktorom doslo k stabilizacii ochorenia a dlhodobému udrzaniu remisie. Pacientka hodnoti FMT
neutralne — zakrok vnimala ako bezpecny, avSak bez terapeutického prinosu, a tak by ho opa-
kovane nepodstupila. Odporucila by ju skor pacientom s miernejSou formou UC.

Laboratdrne a endoskopické nalezy v klinickom pripade 2:

Prva kolonoskopia bola realizovana v roku 2013 a potvrdila favostrannu UC. V nasledu-
jucich rokoch preukazali kolonoskopické vysetrenia tazky stupen UC s ulceraciami a pseudo-
polypmi (Mayo skére 7). V tomto obdobi bola u pacientky diagnostikovana sideropenicka ané-
mia. Pocas kolonoskopie v roku 2019 bolo pacientke cez kanal endoskopu podanych 180 ml
roztoku stolice upravenej pre potreby FMT. Kalprotektin po tomto vykone dosahoval hodnotu
1524,7 pg/g a o mesiac neskor stupol na > 2500 pg/g. Posledna kolonoskopia v roku 2024 pre-
ukazala len minimalnu aktivitu ochorenia s pozapalovymi zmenamia 12 mm polypom v sigme.
Udaje z rokov 2013 — 2018 nie st dostupné.

Diskusia

FMT predstavuje slubnu terapeuticki mozZnost liecby UC, ato najméa u pacientov
s miernou aZ stredne tazkou formou ochorenia. Tato inovativna terapeutickd metdda dosa-
huje ucinnost porovnatelnu s tradi¢nou farmakologickou liecbou UC, pricom jej vyhodou je
niz&i vyskyt NU. U¢innost FMT je viak znaéne ovplyvnena vyraznou interindividudlnou variabi-
litou, ¢o potvrdzuju aj vysledky nasich klinickych pripadov.

U pacienta ¢. 1 bolo po FMT pozorované vyrazné klinické aj endoskopické zlepsenie bez
zavaznych NU. Toto zistenie kore$ponduje so $tidiami (Chehade et al., 2023; Feng et al., 2023;
Tkach et al., 2023) popisujucimi pokles zapalovej aktivity po FMT. V randomizovanej klinickej
studii od Tkach et al. (2023) skimali G¢innost a bezpecnost jednorazovej aplikacie FMT u pa-
cientov s lahkou aZ stredne tazkou UC. Autori uvadzaju, ze FMT mbZe predstavovat ucinnud
terapeuticki moznost, ktora zvysuje efektivitu zakladnej terapie UC uz v priebehu 4 aZ 8 tyz-
dnov, a zaroven vedie k signifikantnému zvysSeniu diverzity érevnej mikrobioty uz 4 tyzdne po
jej podani. V nasom pripade vsak doslo k zlepseniu az priblizne po piatich mesiacoch, ¢o mohlo
byt ovplyvnené aj zmenou liecby na inhibitor Janusovej kindzy 1 upadacitinib. U pacienta hla-
dina fekalneho kalprotektinu zacala klesat este pred zakrokom, ale po FMT nedoslo k relapsu
ochorenia, ¢o poukazuje na stabilizaciu stavu. Vo vSeobecnosti pacient hodnotil tuto lie¢ebnu
metddu ako komfortnu, efektivnu a odporuca ju dalSim pacientom s UC.

Naopak, u pacientky ¢. 2 nebolo po FMT pozorované klinické zlepsSenie. Za moznu pri-
¢inu zlyhania moZno povazovat vysoku zapalovu aktivitu, nizku diverzitu darcovho mikro-
bidému, imunitna dysregulaciu a aplikaciu len jednej davky FMT. Biazzo a Deidda vo svojej praci
publikovanej v roku 2022 podobne nepreukazali vyznamny prinos jednorazového podania
FMT u pacientov s UC. Ak vSak jednorazové podanie vyuziva vysoko diverzifikovani FMT (kom-
binacia dvoch darcov), moze u priblizne 35 % pacientov dosiahnut klinick( remisiu a siéasne
zvysit mikrobidlnu diverzitu (Biazzo a Deidda, 2022). U nasej pacientky doslo k stabilizacii az
po nasadeni tofacitinibu.

Vysledky oboch kazuistik potvrdzuju vyraznu individudlnu variabilitu odpovede na vy-
konanie FMT u pacientov s UC, na ¢o poukazuje aj Tikunov et al. (2023). Je mozné, Ze rozdiely
medzi pacientom ¢. 1 a pacientom €. 2 su sposobené odliSnou kompatibilitou érevného mik-
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robidmu darcu a prijemcu. Pinto et al. (2024) uvadzaju, Ze Gspech FMT nemusi suvisiet s Upl-
nou nahradou mikrobidmu, ale skér jeho komplementaritou medzi darcom a prijemcom.
Okrem toho sa ukazuje, Ze pritomnost Specifickych bakteridlnych ¢eladi méze predikovat kli-
nickd odpoved. Napriklad ¢elade Ruminococcaceae a Lachnospiraceae su spdjané s Uspesnou
odpovedou, zatial ¢o Prevotellaceae su spojené so slabou odpovedou na FMT. Monitorovanie
dynamiky tychto mikrobidlnych ¢eladi tak moze potenciadlne informovat o Uspechu liecby v ra-
nom Stadiu FMT.

Tieto klinické pripady naznacuju, Zze kombinacia FMT a vhodnej farmakoterapie moze
zosilnit terapeuticky ucinok a podielat sa na stabilizacii ochorenia. Pre Sirsie klinické uplatne-
nie je vSak nevyhnutna Standardizacia postupov, vratane harmonizacie protokolov pripravy
darcovskej stolice, sposobu aplikacie a frekvencie podania (Lopetuso et al., 2025).

Zaver

FMT predstavuje perspektivnu, no zatial experimentéinu terapeuticki moznost liecby
UC. Na zaklade kazuistik dvoch pacientov sme ilustrovali rozdielnu odpoved FMT — od uplne;j
remisie (pacient ¢. 1) po absenciu odpovede (pacient €. 2). Tieto zistenia zd6razfiuju vyznam
individudlnej variability U¢innosti liecby a potrebu dalSieho vyskumu zameraného na persona-
lizdciu pristupu, optimalizaciu vyberu darcov a frekvencie podani. Tato metdda sa javi ako po-
tencidlne slubny doplnok v manazmente liecby UC, avSak na potvrdenie jej efektivity a bez-
pecnosti su potrebné dalsie dlhodobé sledovania a klinické Studie.

Tdto prdca bola financovand a podporend grantom Vedeckej grantovej agenttry MSVVaM SR
VEGA 1/0029/24.
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Senie mukociliarneho klirensu
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Uvod

Ucast mikroorganizmov na udrZiavani respiraéného zdravia je zndma nielen v kontexte
vzniku chronickych ochoreni a akutnych exacerbacii, ale aj vdaka ich schopnosti vytvarat sta-
bilné formy koexistencie s fudskym hostitelom. Prave rozmanitost tychto interakcii viedla k
vzniku viacerych hypotéz, podla ktorych prospesné vztahy medzi hostitelom a jeho mikrobial-
nymi komunitami prispievaju k prevencii ochoreni, zatial ¢o strata kfuc¢ovych mikrobidlnych
druhov, ¢asto ako dosledok moderného Zivotného stylu, nadmernej hygieny ¢i castého pouzi-
vania antibiotik, méZe podporovat ich rozvoj.

V ostatnych rokoch sa mikrobiém ¢loveka stal jednou z najintenzivnejSie skimanych
oblasti biomediciny. Kym ¢revny mikrobiém je tradi¢ne v centre vedeckej pozornosti, mikro-
bidom dychacich ciest (DC) sa ¢oraz vyraznejsSie ukazuje ako délezity reguldtor zdravia respirac-
ného traktu. Vyznacuje sa nizSou druhovou diverzitou, vy$sou stabilitou a priamym kontaktom
s vonkajsSim prostredim, ¢o z neho robi dynamické, no zaroven zranitelné ekologické spolo-
Censtvo (Ge et al., 2025).

Vzhladom na narast chronickych respirac¢nych ochoreni a rastlcu zataz spojenu s bak-
teridlnymi a virusovymi infekciami sa preto ¢oraz vacésia pozornost sustreduje na moznosti
jeho moduldcie. Cielené zasahy do ekosystému DC predstavuju slubnu stratégiu, ktord moze
vyrazne ovplyvnit buduci vyvoj personalizovanej terapie zameranej na Upravu respiracného
mikrobiomu.

Mikrobiom dychacich ciest: homeostaza a dysbi6za

Mikrobialne spolocenstva osidlujuce DC predstavuju dynamicky ekosystém (obr. 1),
ktory ovplyviuje zdravie €loveka uz od najskorsich stadii Zivota. Hoci mikrobiém DC zahfna
baktérie, virusy aj huby, vaésina doterajsich vyskumov sa sustreduje najma na bakteridlnu
zlozku. Kratko po narodeni za¢nt horné DC osidlovat mikroorganizmy pochadzajuce od matky,
takze ich skoré zloZenie odraza mikrobidm vaginy, koze alebo Criev. V prvych drioch a tyZzdnoch
Zivota sa postupne formuje spoloéenstvo mikroorganizmov prispésobenych prostrediu boha-
tému na kyslik, v ktorom prevazuju Staphylococcus spp., Corneyebacterium spp., Dolosigranu-
lum spp. a Moraxella spp. Mikrobialne zloZenie hornych DC sa nasledne meni v detstve a ado-
lescencii, az sa v dospelosti stabilizuje na profil typicky najma pre Staphylococcus spp.,
Corneyebacterium spp., Haemophilus spp. a Streptococcus spp. (Gallacher and Kotecha, 2016;
Bosch et al., 2016).

O mikrobiéme dolnych DC mame menej poznatkov najma preto, Ze odber vzoriek z
tohto prostredia je ndro€nejsi a samotna bakteridlna hustota je vyrazne nizsia nez v hornych
Castiach dychacieho traktu. KedZe vyvoj alveolarnej struktiry prebieha az do priblizne 3. roku
Zivota, predpoklada sa, Ze Specificka kolonizacia dolnych DC prebieha postupnejsie. V dospe-
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losti mozZe byt jeho zloZenie ovplyviiované mikroaspirdciou z Ustnej a nosovej dutiny, no dlho-
dobo sa udrziavaju najma anaerébne rody Prevotella spp. a Veillonella spp., povazované za
klucové ekologické druhy typické pre prostredie dolnych DC (Filho et al., 2023).

Z hladiska bakteridlnej hustoty su DC vyrazne menej osidlené nez ¢revo, ¢o suvisi s ob-
medzenym mnozstvom Zivin. Mikroorganizmy sa viazu najma na povrch epitelu, z ktorého cer-
paju zdkladné metabolické substraty vratane uhlikovych zdrojov, aminokyselin, vitaminov a
Zeleza. Za fyziologickych podmienok eubiotické mikrobidlne spolocenstva podporuju zdravie
hostitela produkciou ochrannych metabolitov, sutazenim s patogénmi o priestor a Ziviny a
modulaciou imunitnych odpovedi. Stabilné zloZzenie mikrobidému je tak udrziavané suhrou fy-
zikalnych, imunitnych a metabolickych faktorov, ktoré brania nekontrolovanému premnoze-
niu mikroorganizmov.

Pri chronickych respiracnych ochoreniach vsak dochadza k naruseniu tejto rovnovahy.
Zapal, zvySena vaskuldrna permeabilita a suvisiaci prisun Zivin umoZniuju expanziu druhov,
ktoré za beznych okolnosti zostavaju v Uzadi, napriklad zastupcov Gammaproteobacteria spp.
(Huffnagle et al., 2017). Tento posun Casto vedie k Ustupu prospesnych mikroorganizmov a
narastu patogénov, ¢im vznika za¢arovany kruh, v ktorom mikrobidlna nerovnovaha podpo-
ruje zapal a zapal nasledne prehlbuje dysbidzu. Longitudindlne Studie navyse ukazuju, Ze
zmeny v mikrobiéme casto predchadzaju akdtnym exacerbdcidm, ¢o naznacuje, Ze mikro-
bidlne posuny nie st len désledkom ochorenia, ale mo6zZu sa aktivne podielat na jeho rozvoji a
progresii. Obnovenie mikrobialnej rovnovahy preto méze priaznivo ovplyvnit celkové fungo-
vanie epitelu, zniZit riziko infekcii a obmedzit chronicky zapal.
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Obr. 1: Mikrobiédm dychacich ciest: (A) homeostaza a (B) dysbidza (upravené podla Wypych et al., 2019).

Kld¢ovym prvkom epitelovej funkcie je mukociliarny klirens (MCC). Ide o proces, pri
ktorom riasinky posuvaju hlien a v iom zachytené mikroorganizmy smerom von z DC. Funkcia
riasiniek je vSak mimoriadne citlivd na zmeny mikrobidlneho prostredia, ako aj na oxidacny
stres, ktory sa uplatfiuje pri chronickych respira¢nych ochoreniach. Dysbiéza méze modifiko-
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vat tvorbu hlienu, menit viskozitu mukdznych sekrétov a produkovat metabolity, ktoré ovplyv-
nuju kinematiku cilii. Sucasne zapal a zvySena produkcia reaktivnych foriem kyslika mozu cilie
priamo poskodzovat, redukovat ich pocet, dizku, nartsat ich synchronizovany pohyb a tym
znizovat ucinnost mukocilidrneho Cistenia (Joskova et al., 2025).
Terapeutické stratégie modulacie mikrobidmu dychacich ciest

KedZe mikrobidlna nerovnovaha priamo ovplyviiuje MCC a obranné mechanizmy DC,
jej cielenej modulacii sa pripisuje rastuci terapeuticky potencidl. Intervencie mézu siahat od
lokalnych zasahov a irigacie az po modifikaciu celého mikrobiému alebo aplikaciu chemickych
a abiotickych prostriedkov. Nasledujuca cast poskytuje prehlad tychto pristupov a ich moz-
nosti obnovy mikrobialnej rovnovahy s ciefom podporit prirodzentd ochranu DC.

Irigacia a lokalne zasahy do mikrobiému

DC su kontinualne vystavené environmentalnym faktorom, ktoré mozu narusit mikro-
bidlnu rovnovahu a podporit rozvoj rinosinusitidy, astmy ¢i chronickej obstrukénej choroby
plic (CHOCHP). Jednoduchym spdsobom, ako znizit mnoZzstvo mikrébov a odstranit kontami-
nanty, je irigacia fyziologickym roztokom alebo biocidnymi latkami. V praxi sa ¢asto pouzivaju
aj ustne vyplachy s chlérhexidinom, ktoré zniZuju bakteridlne zataZenie a riziko aspiracie do
dolnych DC, hoci metaanalyzy naznacuju iba obmedzeny ucinok na prevenciu pneumodnie
u ventilovanych pacientov alebo mortalitu (Koeman et al., 2006). Rastie preto zdujem o pro-
biotické irigacie, ktoré mozu podporit obnovu zdravej mikrobialnej diverzity. Klinicka studia
autorov Endam et al. (2020) ukdazala, Ze intranazalna aplikdcia Lactococcus lactis W136 zlepsila
symptomy sinusitidy, stav sliznic a zvySila zastupenie protektivneho druhu Dolosigranulum
pigrum, ¢o naznacuje potencidl probiotik na modulaciu mikrobiému hornych DC.

Celotelovy prenos mikrobiému

Kolonizdacia DC zacina uz pri pérode, ked sa mikroorganizmy matky dostavaju do Ustnej
a nosovej dutiny novorodenca. Pocas Zivota sa zloZzenie mikrobiému dalej meni v d6sledku
opakovaného kontaktu s mikrébmi z prostredia a mikroaspirdciou z hornych DC. Az 58,5 %
skorého mikrobiému pochdadza od matky, preto spésob pérodu vyznamne ovplyviiuje mikro-
bidlne osidlenie a zdravotné nasledky dietata. Deti narodené cisarskym rezom castejsie vyka-
zuju dysbidzu a vyssie riziko respiracnych infekcii, astmy ¢i respiracnej tiesne (Bosch et al.,
2016).

Snaha napodobnit prirodzenu kolonizaciu viedla k pouzivaniu vaginalneho ,seedu”,
ktory moze Ciastoéne obnovit mikrobialne profily podobné tym pri vaginalnom poérode. Jeho
ucinnost a bezpecénost su viak stale predmetom diskusii, kedZe existuje riziko prenosu pato-
génov (LaPoint et al., 2025). Prebiehajuce klinické Studie skumaju vplyv tejto intervencie na
imunitu a riziko alergii ¢i astmy (https://clinicaltrials.gov/study), no systematické hodnotenie
ucinku na respiracny mikrobiém zatial chyba.

Experimentalne Studie naznacuju, Ze cielene upraveny prenos celého mikrobidmu
moze chranit pred ochoreniami DC. Napriklad aerosolovy transfer upraveného plicneho mik-
robidmu u mysi zniZoval metastazy v plucach. Podobny pristup by teoreticky mohol zniZit ri-
ziko re-kolonizacie transplantovanych plic patogénmi u pacientov s cystickou fibrézou (CF) a
podporit udrzanie , protektivneho” fenotypu mikrobiému.
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Chemické a dalsie abiotické intervencie

Chemické a dalSie abiotické intervencie patria medzi najucinnejsie, no zaroven najrizi-
kovejsie spbsoby Sirokospektralneho ovplyvnenia respiracného mikrobiému. Antibiotika, po-
uzZivané vyse storocia, spolahlivo menia mikrobialnu diverzitu, pricom celkovy pocet baktérii
Casto zostdva priblizne rovnaky. To naznacuje, Ze jednotlivé druhy dokdzu vzajomne zastupo-
vat svoje funkcie v komunite. ZloZenie mikrobiému zarover moduluje ich ucinnost. Napriklad
pacienti s CF kolonizovani Staphylococcus spp., Prevotella spp., Streptococcus spp., Haemophi-
lus spp. i Fusobacterium spp. reaguju slabsie na aztreonam (Heirali et al., 2019), ¢o poukazuje
na vzajomnu mikrobidlnu ochranu. Hoci antibiotika m6Zu zniZovat prenos patogénov, ako uka-
zalo intranazalne poddvanie mupirocinu, ich dlhodobé pouzivanie limituje riziko rezistencie aj
nepresny zasah do komunit, ktory mozZe eliminovat aj protektivne druhy (Samreen et al.,
2021). Podobne zasahuju do mikrobiému aj kortikosteroidy, CFTR (cystic fibrosis conductance
regulator) modulatory ¢i dokonca kyslik, ktoré dokazu menit jeho zloZenie alebo mnozstvo.
Tieto poznatky zdGraznuju potrebu hodnotit interakcie medzi chemickymi zasahmi a cielenej-
Simi mikrobidmovymi pristupmi, kedZe ich kombinacia moze mat odlisné ucinky v zavislosti od
typu lie€by a mikrobidlneho prostredia.

Inhalacia probiotik

Inhalované probiotika predstavuju sfubny pristup k obnove rovnovahy mikrobiomu DC,
hoci ich vyvoj a presnd charakterizdcia zostavaju naro¢né. Priamy prenos tychto mikroorganiz-
mov do nosa alebo Ust moéZe zniZovat riziko bakterialnych a virusovych infekcii, astmy, zapalov
a alergii. U¢inok probiotik je zalozeny na modulacii imunitnej odpovede hostitela a na zasaho-
vani do vztahov medzi baktériami, napriklad tvorbou inhibi¢nych metabolitov, zmenou pH ¢i
odoberanim Zivin patogénom. Terapeuticky prinos jednotlivych kmenov vsak byva velmi roz-
dielny, ¢o zd6raznuje vyznam starostlivého vyberu vhodnych organizmov, ako su Lactobacillus
spp., Prevotella spp. ¢i Corynebacterium spp. Hoci doterajsie vysledky vyzeraju priaznivo, je
potrebny dalsi vyskum mechanizmov Ucinku, interakcii s pévodnym mikrobidmom a bezpec-
nostnych aspektov, vratane horizontalneho prenosu génov a evolucie probiotik v hostitelovi
(Tran et al., 2024).

Bakteriofagy

Bakteriofagy predstavuju vysoko presny pristup k moduldcii mikrobidmu DC, hoci vy-
Zaduju personalizaciu pre konkrétneho pacienta. Ide o virusy, ktoré cielene napadaju bakte-
ridlne bunky. Lytické fagy okamzite likviduju svojho hostitela, zatial ¢o lyzogénne su schopné
integrovat svoj geneticky materidl do bakteridlneho genému. Vdaka tymto mechanizmom je
mozné eliminovat problematické baktérie bez narusenia ostatnych ¢lenov mikrobidlnej komu-
nity. Respiracné fagy ovplyviuju lokdlne mikrobidlne prostredie aj imunitni odpoved hosti-
tela, ¢o mb6ze vyrazne menit priebeh ochorenia a terapeutické vysledky. Vyznamnym prikla-
dom je pripadova Studia pacienta s CF a rezistentnou infekciou Mycobacterium abscessus, kde
intravendzne podanie kombindacie troch geneticky upravenych fagov viedlo k Uplnému odstra-
neniu infekcie. Fagova terapia sa da vyuzZit nielen na selektivne odstranenie skodlivych mikro-
organizmov, ale aj na dodanie prospesnych metabolitov prostrednictvom lyzogénnych fagov.
Medzi hlavné obmedzenia patria rychla evollcia rezistencie, neutralizacia fdgov imunitnym
systémom a potreba personalizovaného navrhu lie¢by. Kombinacia s antibiotikami ¢&i probio-
tikami vSak mozZe zvysit presnost, stabilitu a celkovu ucinnost terapie (Chan et al., 2025).
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Limitacie stratégii modulacie mikrobiému DC

Terapeuticka moduldcia respiracného mikrobidmu nardza na viaceré prekazky. Chy-
baju jasne definované ciele: nie je zrejmé, ¢i sa zamerat na jednotlivé kmene, celkovu bakte-
ridlnu zataz, mikrobialne interakcie alebo funkény efekt, ktory DNA-sekvenovanie zatial nedo-
kaze spolahlivo zachytit. Univerzalna stratégia nie je realisticka, pretoZe vztahy medzi hostite-
lom a mikrobiémom sa li$ia podla ochorenia a jeho endotypu. Uspech vyZaduje podrobné
hodnotenie mikrobiomu pred a po intervencii, idedlne s doplnenim imunologickych a funk-
¢nych ukazovatelov epitelu. Interpretaciu komplikuje aj variabilita mikrobidlnych spolocen-
stiev medzi jednotlivymi Usekmi DC a limitacie invazivnych odberov.

Aj pri definovanych cieloch stdle chybaju presné ndstroje moduldcie. Antibiotika sice
menia Strukturu komunity, no ¢asto neznizuju celkovu bakteridlnu zataz. Neantibiotické za-
sahy, ako oxygenoterapia, kortikosteroidy, intubacia, fyzioterapia ¢i oralna dekontaminacia,
ovplyviuju mikrobidm neraz neumyselne. Experimentalne pristupy, ako inhalované probio-
tika, maju prechodné ekologické ucinky, no imunologické benefity mézu pretrvavat, zatial co
otazky bezpecnosti ostavaju klucové.

Osobitné skupiny pacientov pridavaju komplexitu. Intervencie v Utlom detstve mézu
priniest trvalé benefity, no vyZaduju definiciu vekovo Specifického zdravého profilu DC. U pa-
cientov s pokrocilym ochorenim alebo kriticky chorych s vysokou bakterialnou zatazou je riziko
vyssie, kedZe zhorseny MCC a strukturdlne poskodenie znizuju odolnost voci zasahom (Cho-
tirmall et al., 2022).

Tieto prekazky naznacuju, Ze klinické Studie zamerané na moduldciu mikrobiému budu
uspesné len pri presnej Specifikacii cielov, optimalizacii odberov, presnosti terapeutickych na-
strojov a integracii mikrobidmovych dat do klinickej praxe.

Mukociliarny klirens a mikrobiém DC

DC su neustale vystavené vdychovanym mikrébom a environmentalnym casticiam,
ktoré si normalne odstrafiované mukociliarnym transportom. Tento systém pozostava z po-
hyblivych rytmicky kmitajucich riasiniek a z hlienu produkovaného hlienovymi bunkami a pod-
slizni¢nymi zlazami, ktory zachytava mikroorganizmy a necistoty. Poruchy MCC, &i uz vrodené
ako CF alebo primarna ciliarna dyskinéza (PCD), alebo ziskané v d6sledku fajéenia, astmy ci
CHOCHP, vyrazne zvysuju riziko kolonizacie a opakovanych infekcii. U pacientov s CF dochadza
k hromadeniu hustého hlienu v désledku defektu CFTR proteinu, ¢im je vyrazne stazena kine-
matika cilidrneho pohybu. Na druhej strane PCD je spOGsobend genetickymi mutaciami ci-
liarnych komponentov, ktoré vedu k dyskinetickym alebo statickym riasinkdm. Ziskané poru-
chy pri astme alebo CHOCHP su sprevadzané zniZzenou pohyblivostou riasiniek, zmenou ich
pohybového vzorca, skratenim riasiniek a remodelaciou epitelu. Patogény ako Streptococcus
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Hemophilus influenzae ¢i mykotoxiny Aspergillus
flavus vyuzivaju tieto defekty MCC na kolonizaciu epitelu, podobne ako virusy vratane koro-
navirusu, chripky ¢i rinovirusu. Intervencie modulujuce mikrobiém, vratane chemickych inter-
vencii, celotelového prenosu mikrobidému, inhalovanych probiotik ¢i fagovej terapie, mozu ne-
priamo podporovat integritu MCC tym, Ze redukuju zapal, eliminuju patogény poskodzujuce
riasinky a obnovuju fyziologicki mikrobialnu rovnovahu, ¢o vedie k zlepSeniu celkovej ochrany
DC (Kuek and Lee, 2020).

Okrem svojej mechanickej funkcie sa ukazuje, Ze pohyblivé riasinky zohravaju aj déle-
Zitu chemosenzorickd a imunoregulaénu ulohu. Respiraény epitel exprimuje receptory horkej
chuti (T2R), vaniloidné receptory podtypu 4 (TRPV4) aj , Toll-like“ receptory (TLR), vdaka comu
dokaze detegovat mikrobidlne ¢i virusové signaly z vonkajsieho prostredia. Stimulacia TRPV4
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sprostredkuva okamzitu odpoved na lipolysacharidy, ktora vedie k rychlemu zvyseniu frekven-
cie kmitania cilii a produkcii baktericidneho oxidu dusnatého (NO) (Alpizar et al., 2017). Akti-
vacia TLR3 pri kontakte s virusovou RNA naproti tomu vyvolava rychle uvolnenie extracelular-
neho ATP, ktoré cez autokrinnu purinergicku signalizaciu zvySuje pohyb riasiniek a podporuje
v€asnu antivirusovu obranu DC (Kamiya et al., 2020). Podobne aj stimuldcia T2R receptorov
zvysuje intracelularnu koncentraciu Ca?*, ¢o spusta ¢innost Ca?*-dependentnej syntazy NO a
vedie k tvorbe NO. NO p6sobi priamo antimikrobialne a zaroven aktivuje guanylatcyklazu, ¢im
zvysSuje koncentraciu cyklického guanozinmonofosfatu (cGMP). Naslednym zapojenim prote-
inkindazy G (PKG) a fosforylaciou proteinov riasiniek sa zvySuje frekvencia ich kmitania aj cel-
kova ucinnost MCC (Harris et al., 2024).

Z terapeutického hladiska mézu zasahy modulujuce mikrobiém, ako inhalované probi-
otika alebo bakteriofagy, nepriamo podporit nielen integritu MCC, ale aj chemosenzorické a
imunitné funkcie riasiniek tym, Ze redukuju zapal a odstranuju patogény poskodzujuce epitel.
Dalsi vyskum je potrebny na lepsie pochopenie poskodenia cilii vyvolaného patogénmi a na
vyvoj terapii, ktoré by mohli modulovat signalne drahy motilnych riasiniek aj bez priamej ob-
novy ich mechanickej funkcie.

Zaver

Mikrobidlne spolocenstvd DC zohravaju klicovu Ulohu v udrziavani optimalnej funkcie
respiracného traktu, pricom ich stabilita méZe podporovat spravnu funkciu MCC a zabrarovat
kolonizacii patogénov. Poruchy MCC, ¢i uz vrodené alebo ziskané, zvySuju riziko opakovanych
infekcii a poskytuju patogénom a virusom priestor na osidlenie epitelu. Personalizované za-
sahy do mikrobidlneho ekosystému, vratane chemickych intervencii, celotelového prenosu
mikrobidému, inhalovanych probiotik a bakteriofagovej terapie, predstavuju perspektivne stra-
tégie na obnovenie rovnovahy, redukciu zdpalu a eliminaciu patogénov, ¢im by mohli sekun-
darne podporit integritu a funkciu riasiniek. Takéto pristupy by mohli nielen modulovat lokalny
mikrobiom, ale aj posilnit prirodzent obranu DC a potencialne spomalit progresiu chronickych
respirac¢nych ochoreni.

Prdca vznikla za podpory projektov APVV-19-0033, APVV-23-0261, VEGA 1/0060/25 a VEGA
1/0042/24.
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Uvod

Mukociliarny klirens (MCC) je zakladnym obrannym mechanizmom dychacich ciest, za-
bezpecujlucim odstranenie hlienu, patogénov a cudzorodych ¢astic. Koordinovany pohyb ria-
siniek epitelu je pre jeho efektivitu klft€ovy. Pri chronickej obstrukénej chorobe pltic (CHOCHP)
je MCC ¢asto naruseny, ¢o vedie k akumulacii hlienu, perzistencii infekcii a prispieva k zvysenej
frekvencii exacerbacii.

Sucasna liecba CHOCHP (bronchodilatancia, protizapalova terapia, mukolytikd) zlep-
Suje symptémy, no priamy efekt na pohyb riasiniek je len zriedkavo sledovany a hodnoteny. S
vyuZitim vysokorychlostnej videomikroskopie (HSVM) mozZno kvantitativne sledovat frekven-
ciu uderov (CBF), amplitadu, trajektériu a metachrénnu koordindaciu riasiniek, ¢im sa otvara
moznost farmakologickej modulacie ciliarnej motility ako nového terapeutického pristupu.

Cielom ¢lanku je preskimat mechanizmy ovplyviiovania pohybu riasiniek, prezentovat
farmakologické mozZnosti a diskutovat o perspektive vyuZitia tohto pristupu pri liecbe
CHOCHP.

Zmeny kinematiky riasiniek pri CHOCHP

Pri CHOCHP dochadza k vyraznym zmenam v pohybe riasiniek, ktoré priamo ovplyv-
nuju efektivnost MCC. Pri tomto ochoreni je dominantny neutrofilovy zapal, ktory vedie k po-
Skodeniu dyneinovych ramien cytoskeletu riasiniek a naruseniu metachréonnej koordinacie, ¢o
vyrazne zhorsuje transport hlienu a zvysuje riziko perzistencie infekcii a exacerbacii (Ancel et
al. 2021).

Patofyziologické procesy spojené s neutrofilovym zapalom zahrnaju:

e zvySenu aktivitu proteaz (neutrofilova elastdza, matrixovd metaloproteinaza 9) degra-
dujucich dyneinové ramienka, ¢o vedie k zniZzeniu CBF, skrateniu riasiniek a naruseniu
metachrénnych vin (Ancel et al. 2021; Chalmers et al. 2017; McKelvey et al. 2021; Vo-
ynow a Shinbashi 2021),

e pritomnost volnych kyslikovych radikalov (ROS), schopnych ovplyvnit riasinky kvanti-
tativne, pricom dochadza k ich ubytku, ale taktie? kvalitativne skracovanim dizky riasi-
niek a zhorSenim synchronizacie (JoSkova et al. 2020),

e tvorbu zapalovych cytokinov, ako su interleukin 8 (IL-8) a tumor-nekrotizujuci faktor a
(TNF-a), ktoré ovplyvnuju intraceluldrne signalne drahy riadiace pohyb riasiniek (Gon-
zalez et al. 2016),

e zvySenu tvorbu neutrofilovych extracelularnych pasci (NET) prispievajucich k zvySenej
viskozite hlienu (Trivedi et al. 2021).

Okrem priamych destruktivnych ucinkov zdpalu dochdadza aj k naruseniu bazalneho re-
gulac¢ného systému, ktory udrziava fyziologicku aktivitu riasiniek. Jednym z modulatorov funk-
cie riasiniek je extraceluldarne ATP, ktoré sa za fyziologickych podmienok uvolfiuje z epitelo-
vych buniek a pésobi ako signalna molekula regulujica CBF. Pri CHOCHP dochadza k jej nad-
mernému uvolfiovaniu. Uvolnend extraceluldrna ATP aktivuje purinergické P2Y, receptory
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spriahnuté s Gg-proteinom. Aktivacia purinergickej signalizacie vedie k uvolneniu Ca®* z en-
doplazmatického retikula do cytoplazmy, ¢im sa rychlo zvySuje intracelularna koncentracia
Ca?*. Tento vzostup Ca?* stimuluje aktivitu dyneinovych motorickych proteinov, ¢im priamo
zvysSuje CBF, uhol ohnutia a zlepSuje ich koordindciu (Deterding et al. 2005). Nizke hladiny ex-
traceluldarneho ATP mozu viest k vyznamnému zniZeniu efektivity MCC (Droguett et al. 2017).

Uloha vapenatych katiénov predstavuje zloZity komplex procesov v organizme vplyva-
jucich na maotilitu riasiniek, predovsetkym na ich frekvenciu. Okrem spominaného stimulac-
ného ucinku reguluju vapenaté katidny CBF aj nepriamo — prostrednictvom ovplyvnenia hladin
cAMP, ktoré si modulované Ca?*-dependentnou aktivitou fosfodiesterazy 1 (PDE1). Kone¢na
CBF je uréeny rovnovahou ucinkov vapenatych katidonov (Kogiso et al. 2018).

Dal$im vyznamnym medidtorom motility riasiniek je cyklicky adenozinmonofosfat
(cAMP), ktory posobi na relaxaciu hladkého svalstva, aktivitu riasiniek a protizapalové ucinky.
Pri CHOCHP je jeho hladina a ucinnost ¢asto znizen3, ¢i uz kvoli chronickému zapalu, oxidativ-
nemu stresu alebo dysreguldcii purinergickych a B2-adrenergickych drah. To vysvetluje Cias-
tocnu stratu mukociliarnej funkcie a prispieva k progresii choroby (Schmid et al. 2015). Hladiny
cAMP je mozZné ovplyvnit zvySenim tvorby stimuldciou adenylatcyklazy alebo znizenim degra-
dacie inhibiciou PDE.

Vysledkom tychto patologickych zmien je znizend CBF, skratend amplitida a narusenie
metachrénnych vin. Pohyb hlienu sa stava chaotickym a neefektivnym, ¢o zvy3uje retenciu
patogénov a prispieva k progresii ochorenia. Tieto mechanizmy predstavuju potencidlny novy
terapeuticky pristup ovplyvnenia kinematiky riasiniek.

Vysokorychlostna videomikroskopia (HSVM)

HSVM je dnes povaZovana za referencni metddu pre funkéné hodnotenie riasinkového
epitelu. Umoznuje zachytit rychly pohyb riasiniek v redlnom case pri frekvenciach 200—-1000
snimok za sekundu, ¢o je nevyhnutné pre detailnu analyzu jednotlivych faz dderu (Bricmont
et al. 2021; Peabody et al. 2018). Na rozdiel od statickych technik, ako su napr. elektrénova
mikroskopia alebo imunohistochemické metddy, HSVM umozriuje zachytit dynamiku pohybu
(CBF, amplitudu, trajektoriu, metachrénnu koordindciu riasiniek) a jej zmeny, ktoré vznikaju
v dosledku patologickych podmienok. Tato technika je délezitd, prave z dovodu, ze funkcia
riasiniek moze byt ovplyvnena aj v pripadoch, ked' je ich ultrastruktira zachovana.

HSVM sa pouziva pri hodnoteni funkcie riasiniek in vitro aj ex vivo, napr. v epitelovych
vzorkach z trachey alebo nosa. HSVM umoznuje sledovat vplyvy zapalovych procesov a liecby
na dynamické parametre riasiniek a celkovd ucinnost MCC.

Z pohladu novych terapeutickych pristupov sa preto modulacia pohybu riasiniek javi
ako sfubna stratégia, ktora doplifia si¢asnu lie¢bu a pontka moznost cielene ovplyvnit mecha-
nizmus, ktory je priamo zodpovedny za klirens hlienu a obranu dychacich ciest.

HSVM predstavuje sice vykonnud metddu, avsak jej pouZzitie ma aj obmedzenia. Analyza
je €asovo narocna, vyzaduje skiseného hodnotitela a vysokokvalitnu optiku.

Nové smerovanie prinasaju pokrocilé algoritmy strojového ucenia, ktoré dokdzu auto-
maticky segmentovat riasinky a analyzovat ich pohyb s vysokou presnostou (Dimauro et al.
2024; Hansen et al. 2021).

Sucasna farmakoterapia CHOCHP a jej vplyv na funkciu riasiniek

Aktualne odporucania liecby CHOCHP (GOLD 2025) kladu doraz na individualizovanu
farmakoterapiu podla intenzity symptémov a rizika exacerbdcii, pricom zakladom lie€by zos-
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tavaju bronchodilatancia. Sucasné lieky vyznamne ovplyviuju priechodnost a zapalovu akti-
vitu v dychacich cestach, no ich G¢inok na funkciu riasiniek a MCC je prevazne nepriamy a va-
riabilny.

Bronchodilatancia zo skupin dlhodobo p6sobiacich B,-agonistov (LABA) a dlhodobo
posobiacich anticholinergik (LAMA), uvolfiuju hladké svalstvo bronchialneho stromu a zlep-
Suju priechodnost dychacich ciest. LABA (napr. formoterol) mézu stimulovat CBF mechaniz-
mom zvysSenia cCAMP (Lindberg et al. 1995). Podla niektorych starsich studii by sa dalo pred-
pokladat, Ze anticholinergické pésobenie LAMA mozZe mierne zniZzovat CBF v dosledku blokady
parasympatiku (Workman a Cohen 2014). Novsie experimenty, vratane in vitro modelov lud-
skych bronchalnych epitelov a ex vivo modelov trachey, vSak ukazuju, ze LAMA (napr. tiotro-
pium, glykopyréonium) nemaju negativny vplyv na CBF a dokonca mo6zZu mierne zvysit alebo
stabilizovat frekvenciu Uderov riasiniek (Katsumata et al. 2022). Nové dudlne molekuly —
muskarinové antagonisty B2-agonisty MABA (napr. batefenterol) kombinuju B;-agonistické a
anticholinergické posobenie v jednej molekule. Lie€iva z tejto skupiny vSak nie su dostupné v
klinickej praxi a ich vplyv na MCC a motilitu riasiniek zatial nebol preukazany.

Inhalacné kortikosteroidy (ICS) su indikované najma u pacientov s ¢astymi exacerba-
ciami a zvySenym poctom eozinofilov. Pri CHOCHP neprinasaju vyrazny protizapalovy benefit
aich vplyv na MCC je nejednoznacny. U pacientov s astmou preukazali niektoré studie zlepse-
nie MCC po dlhodobej liecbe ICS (Altintas et al. 2013), zatial ¢o kratkodoba terapia vyznamnu
zmenu nepriniesla (Shah et al. 2006). ICS svojim uUcinkom tImia zapal a oxidativny stres, ¢im
nepriamo podporuju udrZanie idnovej signalizdcie a spravnej ciliarnej funkcie. Napriek tomu
vsak stale neexistuju dostatocné a spolahlivé Udaje o ich priamom vplyve na CBF alebo Struk-
tdru riasiniek pri CHOCHP.

Mukolytika a expektorancia pdsobia predovsetkym na fyzikalne vlastnosti hlienu. Zni-
Zenie viskozity a zvySenie hydratacie hlienu vedie k zlepSeniu reologickych vlastnosti hlienu,
¢im sa znizuje mechanické zataZenie riasiniek a nepriamo podporuje ich pohyblivost. Niektoré
mukolytika, vratane N-acetylcysteinu, karbocysteinu alebo erdosteinu, maju zarover antioxi-
dacné ucinky, ktoré redukuju tvorbu ROS a tym prispievaju k ochrane cilidrnej funkcie. V ex-
perimentalnom modeli alergického zapalu bolo zistené, Ze N-acetylcystein zniZuje CBF
(Smiesko et al. 2025), zatial ¢o erdostein ju zvySuje (Pappovd et al. 2018). U¢inok tychto
mukolytik pri neutrofilovom zapale zatial nebol skimany, ¢o predstavuje priestor pre dalsi
vyskum.

Roflumilast je indikovany u pacientov s ¢astymi exacerbaciami CHOCHP a pdsobi ako
selektivny inhibitor PDE4, ¢im zvySuje dostupnost cAMP a zaroven znizuje neutrofilovy zapal
v dychacich cestach. Klinické studie preukazali, Ze jeho podavanie vedie k redukcii neutrofilov
a zapalovych mediatorov v spute, ¢im znizuje zapalové zatazenie bronchiadlneho epitelu (Gro-
otendorst et al. 2007; Buenestado et al. 2012).

Perspektivne terapeutické ciele modulacie riasiniek pri CHOCHP
V stcéasnosti sa skimaju rézne pristupy, ktoré by mohli modulovat pohyblivost riasi-
niek, a tym zlepsit MCC u pacientov s CHOCHP, ale aj inymi ochoreniami ako je napr. cysticka
fibréza (CF) alebo primarna cilidrna dyskinéza (PCD). Tieto stratégie cielia na mechanizmy
ovplyviiované neutrofilovym zdpalom, oxidativhym stresom a dysreguldciou intracelularnych
signalnych drah.
1. Agonisty purinergickych receptorov P2Y,
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ATP fyziologicky stimuluje frekvenciu aj uhol ohnutia riasiniek, ¢im udrziava efektivny
MCC. Neutrofilovy zapal vsak zniZuje dostupnost ATP a narusa purinergickd signalizaciu. Ago-
nisty P2Y,, napr. denufosol, vyvijané pre terapiu cystickej fibrézy, preukazali konzistentné zvy-
Senie CBF v dychacich cestach aj inych epiteloch, ¢o naznacuje ich potencial obnovit posko-
deny MCC (Deterding et al. 2005).
2. Aktivacia adenylatcyklazy
Aktivatory adenylatcyklazy ako je napr. forskolin preukazatelne zvySuju CBF v zdravych
bunkach epitelu (Braiman et al. 1998; Schmid et al. 2006). Je vSak zatial malo dat, ktoré by
ukazovali, Ze forskolin dokaze obnovit funkciu riasiniek poskodenych zapalom alebo chronic-
kym stresom, ¢o znamena, Ze jeho redlny terapeuticky prinos v ochoreniach ako CHOCHP zos-
tdva hypoteticky a je potrebny dalsi vyskum tejto prirodne;j latky.
3. Inhibicia PDE4
Roflumilast je inhibitorom PDE4, ktory predstavuje realnu a z vedeckého hladiska pod-
loZenu mozZnost farmakologickej moduldcie motility riasiniek prostrednictvom zvysenia do-
stupnosti cCAMP pri poSkodeni epitelu z dovodu fajéenia ¢i zapalu (Schmid et al. 2015; Milara
et al. 2012). Jeho presny vplyv na kinematiku riasiniek pri CHOCHP zatial nie je dostatocne
objasneny, najma pokial ide o parametre presahujice samotnu CBF.
4. Antagonisty neutrofilovej elastazy
Dal3ou perspektivnou moznostou ovplyvnenia kinematiky riasiniek je cielend inhibicia
neutrofilovej elastazy. Predklinické studie naznaduju, Ze inhibitory neutrofilovej elastazy, ako
alvelestat, dokazu zniZovat zapal, degradaciu matrix, poSkodenie pluc a tkanivovd remodela-
ciu (Stevens et al. 2011; Chen a Stockley 2022). Tento pristup je sfubny najma u pacientov
s neutrofilovym zapalom, hoci klinické Udaje u pacientov s CHOCHP zatial nie su dostupné.
5. Antioxidanty a sirtuin 1 (SIRT1) modulatory
Neutrofilmi indukované ROS poskodzuju mitochondrie riasiniek, ¢im znizuju dostupnu
energiu v podobe ATP pre dyneinové proteiny a efektivnu cilidrnu motilitu. Molekuly ako re-
sveratrol posobia prostrednictvom mitochondridlnej SIRT1 drahy, znizuju oxidativny stres a
zapal epitelu (Alexander et al. 2011). Hoci priame Udaje o vplyve resveratrolu na CBF respirac-
ného epitelu zatial chybaju, mechanizmus naznacuje potencial na podporu funkcie riasiniek.

Zaver

Porucha kinematiky riasiniek predstavuje dolezity, no ¢asto prehliadany patofyziolo-
gicky mechanizmus prispievajuci k znizenému mukocilidrnemu klirensu u pacientov s CHOCHP.
Sucasnd farmakoterapia sice ovplyvniuje bronchokonstrikciu, zapal a reolégiu hlienu, avsak jej
ucinok na samotnu motilitu riasiniek je prevazne nepriamy a nie vzdy klinicky vyznamny. Po-
kroky v zobrazovani, najma vyuzitie HSVM, umoznili detailnejsie pochopit dynamické zmeny
riasinkového pohybu a identifikovat nové terapeutické ciele.

Perspektivne pristupy, ako modulacia purinergickych receptorov, aktivacia ade-
nylatcyklazy, inhibicia neutrofilovej elastazy ¢i ovplyvnenie mitochondridlneho stresu pro-
strednictvom SIRT1, ponukaju potencial cielene zasahovat mechanizmy poskodené neutrofi-
lovym zapalom a oxidativnym stresom. Vacsina tychto intervencii je vsak zatial v predklinic-
kom alebo skorom klinickom $tadiu vyskumu a ich redlny prinos pre pacientov s CHOCHP nie
je dostatocne preskimany.

Modulacia pohybu riasiniek sa tak javi ako sfubny doplnok k standardnej lie¢be, ktory
by v buduicnosti mohol zlepsit ucinnost MCC, zniZit zapalové zatazenie a potencialne prispiet
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k redukcii exacerbacii. Na potvrdenie tychto predpokladov su vsak potrebné systematické kli-
nické studie, ktoré zhodnotia bezpecénost, efektivitu a dlhodoby vplyv tychto stratégii na funk-
ciu riasiniek aj klinické vysledky pacientov s CHOCHP.

Tdto prdca bola podporend grantmi VEGA 1/0042/24, VEGA 1/0060/25, APVV-19-0033 a
APVV-23-0261.
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Terapeuticka odpoved u pacientov s psychiatrickym ochorenim je ¢asto ovplyvnenad in-
dividualnou variabilitou vychadzajlcou z rozdielov v metabolizme lie€iv, liekovych interakcii Ci
pritomnosti komorbidit, ako aj z faktorov Zivotného Stylu, akymi su konzumacia alkoholu, ko-
feinovych produktov, fajcenie a uzivanie inych navykovych latok (Biso et al. 2024; Bahji 2024).
Terapeutické monitorovanie hladin lieciv (TDM, z angl. therapeutic drug monitoring) predsta-
vuje cenny nastroj personalizacie a optimalizacie farmakoterapie v klinickej praxi, vratane
liecby pacientov s psychiatrickymi ochoreniami. UmoZiuje spravne nastavenie davky a davko-
vacieho intervalu indikovaného lieku, pomdze odhalit subterapeutické aj supraterapeutické
koncentracie liediv v organizme, a tym predchadzat terapeutickému zlyhaniu ¢i vyskytu nezia-
ducich ucinkov. Kvantifikaciou aktivnej zlozky lieciva podporuje TDM klinické rozhodovanie
okrem davky aj o vybere vhodného lieciva, ¢im prispieva k zvySovaniu bezpecnosti a ucinnosti
indikovanej farmakoterapie. Zaroven sluzi ako klti¢ovy nastroj pre monitorovanie miery adhe-
rencie pacientov a vyznamnu ulohu zastava aj v oblasti farmakoekonomiky, nakolko moze vy-
razne prispiet k celkovému zvyseniu nakladovej efektivnosti farmakoterapie. V oblasti neu-
ropsychofarmakoldgie boli pre vyuzitie TDM vytvorené odborné odporucania (Baumann et al.
2004), ktoré boli neskor aktualizované (Hiemke et al. 2018). Tieto odporucania zaraduju psy-
chiatrické liec¢iva do Styroch skupin podla miery preukdzanej asociacie medzi plazmatickou
koncentraciou a terapeutickou odpovedou, resp. dosiahnutim remisie, prevenciou relapsov,
¢i rizikom neziaducich ucinkov. Lieciva v skupine 1 maju dobre definované terapeutické roz-
medzie a TDM pri nich slUzi na titraciu davky, pravidelné monitorovanie a zaistenie bezpec-
nosti. Pri lieCivach zo skupiny 2 su terapeutické intervaly odvodené z koncentracii dosiahnu-
tych pri uéinnych davkach; TDM je preto vhodné najma pri titracii davky alebo rieseni klinic-
kych problémov. V skupine 3 sa uz neodporuca rutinné monitorovanie hladin, ale TDM ma
svoje opodstatnenie v Speciadlnych indikaciach. V skupine 4 zatial neboli preukazané jasné pri-
nosy vyuzivania TDM v beznej klinickej praxi (Schoretsanitis et al. 2020; Hiemke et al. 2018).
Napriek dostatoénym dokazom o prinose TDM pri urcitych lieCivach zostava jeho Sirsia imple-
mentdacia v klinickej praxi stdle obmedzena viacerymi faktormi, ako su finanéna narocnost, za-
meranie najma na vysokorizikové lieciva (napriklad litium, valproat), ¢i nedostato¢nad interpre-
tacia vysledkov merani, ¢o nasledne znizuje jeho klinickd vyuZzitelnost (Biso et al. 2024).

Jednym z klu¢ovych aspektov aplikdcie TDM je dostupnost presnych a validovanych
analytickych postupov zabezpecujucich spolahliva kvantifikaciu lieiv, ktora tvori predpoklad
pre spravnu interpretovatelnost vysledkov a naslednu optimalizaciu farmakoterapie (Kacirova
et al. 2012). V sucasnosti medzi najcastejsSie vyuzivané pristupy patria imunochemické (RIA,
z angl. radioimmunoassay; EMIT, z angl. enzyme multiplied immunoassay technique; FPIA,
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z angl. fluorescence polarization immunoassay) a chromatografické metddy v prevedeni vyso-
koucinnej kvapalinovej chromatografie (HPLC, z angl. high performance liquid chroma-
tography) a plynovej chromatografie (GC, z angl. gas chromatography). Imunochemické me-
tédy vyuzivajuce vysokoafinitnu Specificku interakciu medzi antigénom (cielovy analyt —liecivo
alebo jeho metabolit) a protildtkou maji v TDM vyznamné uplatnenie. Medzi vyhody imuno-
analyzy patri najma jednoduchost a rychlost prevedenia, relativne nizka potreba $pecializova-
ného vybavenia a moZnost automatizacie v podobe imunoanalyzatorov (Bekoe et al. 2022).
Napriek Sirokej aplikovatelnosti maju imunochemické testy Specifické obmedzenia, a to najma
riziko krizovej reaktivity s latkami podobnej Struktury vratane metabolitov materského lieciva,
vplyv matrice na vazbu protilatky a moznost vzniku falosne pozitivnych alebo faloSne negativ-
nych vysledkov. V stcasnosti sa preto uplatfiuju najma ako rychle skriningové testy, zatial ¢o
presné terapeutické monitorovanie sa realizuje pomocou citlivejSich analytickych metdd
(Grundmann et al. 2014). Chromatografické metddy, ktorych princip je zaloZeny na separacii
a naslednej detekcii analytov, umoznuju presné, selektivne a citlivé stanovenie Sirokého spek-
tra lieiv a ich metabolitov v komplexnych biologickych matriciach. Spojenie chromatografic-
kych metdd s hmotnostnou spektrometriou (MS, z angl. mass spectrometry) predstavuje uni-
verzalny detekény systém poskytujici Struktdrnu informdciu o sledovanej molekule a su-
Casne moznost jej kvantifikacie v stopovych mnoZstvach, ¢im umoznuje stanovenie lieciv aj pri
nizkych terapeutickych koncentraciach (Tuzimski a Petruczynik 2020). Vyber vhodnej separac-
nej metddy zavisi predovsetkym od prchavosti, polarity a chemickej stability stanovovaného
lieCiva. V dosledku potreby splynenia kvapalnej vzorky su pre analyzu metédou GC-MS vhodné
najma prchavé, termostabilné analyty nepolarneho charakteru, pripadne latky, ktoré je mozné
procesom derivatizacie previest na Struktirne vyhovujice molekuly (Milone M. 2024). Z d6-
vodu moznosti aplikacie pre SirSie spektrum analytov sa ako zlaty Standard v ramci TDM psy-
chiatrickych lieCiv vyuziva metdda vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie s vyuZzitim roz-
nych typov detekcie. V suéasnosti najpokrokovejsi analyticky systém vyuzivany v rdmci TDM
predstavuje kombindcia kvapalinovej chromatografie s hmotnostnou detekciou v tandemo-
vom zapojeni (LC-MS/MS), ktora umoznuje vysoko selektivne a citlivé simultanne stanovenie
velkého poctu lieciv spolu s ich metabolitmi (Kertys et al. 2020; Vecchione et al. 2012).

NajéastejSie pouzivanym biologickym materidlom na monitorovanie hladin lieCiv je
krvna plazma, resp. sérum. Studie ukazuju, Ze u vac&siny psychiatrickych lieciv plazmatické kon-
centrdcie dobre koreluju s ich hladinami v centralnom nervovom systéme (CNS). Naopak, po-
dané davky tychto lieciv su len slabym prediktorom terapeutického efektu, ¢o suvisi s vyraz-
nou interindividudlnou variabilitou (Hiemke et al. 2018; Fiaturi a Greenblatt 2019; Cellini et al.
2022). Tieto zistenia potvrdili aj analyzy pomocou pozitronovej emisnej tomografie (PET),
ktoré preukazali koreldciu medzi plazmatickymi hladinami lieCiva a obsadenim D receptorov
v pripade antipsychotik, pripadne sérotoninového (5-HT) prendsaca pri antidepresivach. Opti-
malna terapeuticka odpoved na lieivo bola dosiahnuta pri obsadenosti 70 — 80 % D, recepto-
rov pri podavani antipsychotik. Pri vy$sej obsadenosti sa uz zacali objavovat neziaduce ucinky
ako extrapyramidové priznaky. Pri podavani antidepresiv zo skupiny selektivnych inhibitorov
spatného vychytavania sérotoninu (SSRI) je potrebna aspor 80 % obsadenost 5-HT transpor-
téra pre dosiahnutie adekvatneho terapeutického Gcinku (Griinder et al. 2011).

V pripade lie€iv, ktoré su silnymi substratmi efluxnych piump (akou je napriklad P-gly-
koprotein) na hematoencefalickej bariére (HEB), mbze byt koreldcia medzi plazmatickymi a
mozgovymi koncentraciami obmedzena. V praxi to znamena, Ze aj pacient s koncentraciou lie-
Civa v terapeutickom rozmedzi nemusi odpovedat na liecbu, mézZe ist o tzv. rezistenciu na
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lie¢bu. Okrem toho je potrebné brat do Gvahy, Ze funkcia HEB mdze byt narusena pri neuro-
degenerativnych ochoreniach, stavoch spojenych s mikrovaskuldarnym poskodenim, akym je
diabetes mellitus, resp. pri podavani urcitych lieCiv. Okrem toho zhorsuje jej funkciu aj fyzio-
logické starnutie (Pan a Nicolazzo 2018; Banks et al. 2024; Ozdemir, Vural a Godard, Beatrice
2025).

Sucasné odporucania na monitorovanie plazmatickych hladin antipsychotik su zhrnuté

v tabulke 1 a odporucania pre antidepresiva v tabulke 2.

Tab. 1: Antipsychotika a TDM odporucania (upravené podla Schoretsanitis et al. 2018 a Hiemke et al. 2018).

Liecivo Plazmatické te- | Kriticka labo- | Biologicky | Hlavné CYP enzymy MPR
(+ aktivny metabolit) | rapeutické roz- | ratdérna hod- polcas zahrnuté v meta-
medzie (ng/ml) | nota (ng/ml) (hod) bolizme
Skupina lieciv 1 — TDM rozhodne odporucané
Amisulprid 100 - 320 640 12-20 -
Flufenazin 1-10 15 16 CYP2D6
Haloperidol 1-10 15 12-36 CYP2D6, CYP3A4 0,14-0,42
Klozapin 350 - 600 1000 12 - 16 CYP1A2, CYP2C19, 0,45-0,79
CYP3A4
Olanzapin 20-80 100 30-60 CYP1A2, CYP2D6 0,1-0,3
Skupina lieciv 2 — TDM odporucané
Aripiprazol 150 - 500 1000 60 - 80 CYP2D6, CYP3A4 0,3-0,5
(dehydroaripiprazol)
Chlérpromazin 30-300 600 15-30 CYP1A2, CYP2D6
Flupentixol 0,5-5 15 20-40 CYP2D6
Paliperidon 20-60 120 17 -23 CYP3A4
Kvetiapin 100 - 500 1000 6-11 CYP2D6, CYP3A4 0,54-3,1
Risperidon 20-60 120 2-4 CYP2D6, CYP3A4 3,6-22,7
(9-hydroxyrisperidén) (17 - 23)
Sertindol 50-100 200 55-90 CYP2D6, CYP3A4 1,1-2,7
Sulpirid 200 - 1000 1000 8-14 -
Ziprasidon 50 - 200 400 4-8 CYP3A4
Skupina lieciv 3 — TDM uzitocné
Brexpiprazol 40 - 140 280 91 CYP2D6, CYP3A4
Chlérprotixén 20 - 300 400 8-12 CYP2D6, CYP3A4
Kariprazin 10-20 40 48 - 120 CYP2D6, CYP3A4 3-6
Levomepromazin 30-160 320 16-78 CYP3A
Lurasidén 15-40 120 20-40 CYP3A4
Zotepin 10 - 150 300 13-16 CYP1A2, CYP2D6,
CYP3A4
Zuklopentixol 4-50 100 15-25 CYP2D6

CYP - cytochrém P450, MPR - pomer metabolitu k materskému lieCivu.

Co sa tyka monitorovania hladin antidepresiv, vac$ina lie¢iv zo skupiny tricyklickych an-
tidepresiv (TCA) ma odporucané pravidelné TDM, najma kvoli riziku vzniku neZiaducich ucin-
kov, ako napriklad kardiotoxicita (Baumann et al. 2005). Jediné lieivo zo skupiny SSRI — cita-
lopram — patri tieZz do tejto skupiny, nakolko bola potvrdenad signifikantna koreldcia medzi
plazmatickymi koncentraciami a terapeutickou odpovedou (Ostad Haji et al. 2011).
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Tab. 2: Antidepresiva a TDM odporucania (upravené podla Hiemke et al. 2018).

Liecivo Plazma- Kriticka la- Biologicky | Hlavné CYP enzymy MPR
(+ aktivny metabolit) tické tera- | boratérna polcas zahrnuté v metabo-
peutické hodnota (hod) lizme
rozmedzie (ng/ml)
(ng/ml)
Skupina lieciv 1 — TDM rozhodne odporucané
Amitriptylin 80 - 200 300 10-28 CYP2C19, CYP2D6 0,2-1,8
(nortriptylin) (18 - 44)
Citalopram 50-110 220 38-48 CYP2C19, CYP2D6, 0,31-0,60
CYP3A4
Imipramin 175 -300 300 11-25 CYP1A2, CYP2C19, 0,6-3,2
(dezipramin) (15-18) CYP2D6, CYP3A4
Klomipramin 230 - 450 450 16 - 60 CYP1A2, CYP2C19, 0,8-2,6
(N-dezmetylklomipra- (37 - 43) CYP2D6, CYP3A4
min)
Nortriptylin 70-170 300 18-44 CYP2D6
Skupina lieciv 2 — TDM odporucané
Bupropion 850 - 1500 2000 1-15 CYP2B6, CYP2C19 11,2 - 21,0
(hydroxybupropidn) (17 - 47)
Duloxetin 30-120 240 9-19 CYP1A2, CYP2D6
Escitalopram 15-80 160 27 - 32 CYP2C19, CYP2D6, 0,3-1,0
CYP3A4
Fluvoxamin 60 - 230 500 21-43 CYP1A2, CYP2D6 0-1,2
Maprotilin 75-130 220 20-58 CYP1A2, CYP2D6 1,1-3,7
Milnacipran 100 - 150 300 5-8 CYP3A4
Mirtazapin 30-80 160 20-40 CYP1A2, CYP2DE6, 0,2-1,2
CYP3A4
Sertralin 10- 150 300 22 -36 CYP2B6, CYP2C19, 1,7-3,4
CYP2C9, CYP2D6,
CYP3A4
Trazodon 700 - 1000 1200 4-11 CYP2D6, CYP3A4 0,04 -0,22
Trimipramin 150 - 300 600 23-24 CYP2C19, CYP2D6, 0,26 - 0,56
CYP2C9, CYP3A4
Venlafaxin 100 - 400 800 4-14 CYP2C19, CYP2D6, 2,7-7,7
(O-dezmetylvenlafaxin) (10 - 20) CYP2C9, CYP3A4
Vortioxetin 10-40 80 57 - 66 CYP2D6, CYP3A4,
CYP2A6, CYP2C9
Skupina lieciv 3 — TDM uzitocné
Fluoxetin 120 - 500 1000 4-6dni CYP2B6, CYP2C9, 0,7-1,9
(norfluoxetin) (4-15dni) | CYP2C19, CYP2D6
Levomilnacipran 80-120 200 6-9 CYP3A4
Mianserin 15-70 140 14 -33 CYP2D6, CYP1A2, 0,5-0,8
CYP3A4
Moklobemid 300 - 1000 2000 2-7 CYP2C19, CYP2D6 08-25
Paroxetin 20 - 65 120 12-44 CYP2D6, CYP3A4
Reboxetin 60 - 350 700 8-12 CYP3A4 <0,1
Tianeptin 30-80 160 25-3 -
Vilazodén 30-70 140 18-32 CYP3A4
Skupina lieciv 4 — TDM potencialne uzitocné
Agomelatin 7 - 300 600 1-2 CYP1A2, CYP2C19,
CYP3A4

CYP - cytochrém P450, MPR - pomer metabolitu k materskému liecivu.
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V pripade inych lieciv zo skupiny SSRI su d6kazy o nieCo menej presvedcivé, ale stale je
TDM vyhodnym ndstrojom na monitorovanie adherencie, uréenie typu metabolizatora, ¢i sta-
novenie pritomnosti metabolitu po vysadeni lieCiva, napriklad v pripade fluoxetinu s dlhym
biologickym pol¢asom (Fiaturi a Greenblatt 2019). TDM pri venlafaxine a duloxetine zo skupiny
inhibitorov spdtného vychytavania sérotoninu a noradrenalinu (SNRI) sa ukazal ako uzito¢ny
nastroj hlavne pri nastavovani terapie u starSich pacientov (Hansen et al. 2017; Waldschmitt
et al. 2009).

V klinickej praxi byva odber vendznej krvi u pacientov s psychiatrickymi ochoreniami
Casto limitovany, kedZe ide o populdciu so zvysenou citlivostou na invazivne zakroky, Gzkost-
nymi reakciami ¢i znizenou ochotou spoluprace. Z tychto dévodov je na mieste volba alterna-
tivneho biologického materidlu ako su napriklad sliny, resp. oralna tekutina, pri ktorych je
mozné pristupit k odberu biologického materidlu menej invazivnym spésobom. Aby sa vsak
dali takto namerané hladiny interpretovat do klinickej praxe, je potrebné najst konverzny fak-
tor medzi hladinami v plazme a koncentraciami lie€iva v slinach. Prechod lie€iv z krvi do slin je
ovplyvneny viacerymi faktormi ako su lipofilita lieciva, velkost molekuly, hodnota pKa a miera
vazby na proteiny (Neumann et al. 2018). Viaceré Studie Uspesne validovali metédu na kvan-
tifikaciu antidepresiv ¢i antipsychotik a ich metabolitov v slindch (Dziurkowska a Wesolowski
2023; 2019), chyba vsak klinickd aplikacia, nakolko hladiny v slinach, resp. oralnej tekutine su
velmi variabilné a ¢asto niekolko ndsobne nizsie (Fisher et al. 2013).

Hoci stanovovanie latok v moci sa vyuZiva predovsetkym na posudenie uzivania nele-
galnych substancii, tento biologicky material ma svoje opodstatnenie aj pri detekcii psychiat-
rickych lieciv. Panel expertov identifikoval 15 roznych klinickych situdcii, pri ktorych odporuca
realizovat TDM v moci u pacientov so zdvaznym psychiatrickym ochorenim uzivajucich an-
tipsychotika. Ide o situacie ako napriklad prechod zo starostlivosti v ambulancii na hospitaliza-
ciu, zhorSenie symptémov (napr. zvySenie paranoje), zniZzenie urovne ,fungovania“ pacienta
(napr. zIé stravovanie), nedodrziavanie psychosocialnej lieCby (zmeskané terminy) a neocaka-
vané vysledky predchadzajiceho monitorovania mocu (zistenie pritomnosti nepredpisanych
liekov, nelegélnych latok a absencia hladin predpisanych liekov). Dal$im z klinickych vyuZiti je
kontrola adherencie u pacientov uzivajucich antipsychotikd (Cohen et al. 2018), ako napriklad
v pripade metddy na kvantifikaciu lieciv haloperidol, risperiddn, kvetiapin a olanzapin aich
metabolitov pomocou HPLC-MS/MS (Miller et al. 2015). Z koncentracii antipsychotik v modi sa
vypocitavali referencné rozmedzia, ktoré vysoko korelovali so sérovymi hladinami a mohli na-
povedat o stupni adherencii k farmakoterapii (Cohen et al. 2018). Na kvantifikaciu antidepre-
siv fluoxetin, nortripytlin, maprotilin a paroxetin v plazme aj moci bola vytvorena GC-MS me-
téda, ktord by vdaka vysokej selektivite a senzitivite, nizkej financénej narocnosti, rychlosti aj
jednoduchosti mohla byt podla autorov vhodna aj v rutinnej klinickej praxi (Feng et al. 2019).

Novinku v TDM predstavuje tzv. mikrovzorkovanie (z angl. microsampling), teda odber
mikrovzorky s definovanym objemom pomocou absorpéného média (VAMS, z angl. volumetric
absorptive microsampling). Biologickou vzorkou méze byt okrem krvi aj oralna tekutina. Ne-
davno sa podarilo vytvorit i validovat metédu na mikrovzorku krvi i oralnej tekutiny na kvan-
tifikaciu SSRI a vortioxetinu u psychiatrickych pacientov (Marasca et al. 2020). Sucha kvapka
krvi (DBS, z angl. dried blood spot) predstavuje minimalne invazivhu formu odberu, ktorej
dal$imi vyhodami je potreba len malého objemu krvi a dobra skladnost vzorky, ¢o zjednodu-
Suje transport, uchovavanie a dava moznost odberu pacientom v domacom prostredi (Zailani
a Ho 2023). Aby sa tieto metddy mohli vyuZzivat v klinickej praxi, musia byt validované a sucas-
tou by malo byt aj porovnanie a uréenie pomeru medzi koncentraciami v plazme a DBS, teda
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v kapilarnej krvi. Takéto pomery su jedinecné pre kazdé liecivo, vychadzaju z vazby na bielko-
viny a z koeficientu urcujuceho distribuciu liec¢iv medzi krvnymi bunkami a plazmou. Avsak do-
lezité su aj faktory jedinca, hlavne aktualna hodnota hematokritu (HCT), ktory sa vyznacuje
variabilitou na zdklade pohlavia, veku, pripadne komorbidit ako je napriklad anémia. Navyse,
hodnoty HCT boli namerané vy3Sie z kapilarnej krvi ako v krvi venéznej (Li a Tse 2010). Dalej
hra rolu aj objem kvapky krvi, materidl odberového papiera ¢i samotna analytickd metéda (Za-
ilani a Ho 2023). Simultanna LC-MS/MS metdda na kvantifikaciu 15 antipsychotik a ich 7 me-
tabolitov z DBS sa podarila validovat autorom podla EMA aj FDA kritérii (Patteet et al. 2015).
Inym autorom sa podarilo validovat metddu na analyzu TCA z kvapky krvi (Berm et al. 2015),
SSRI a reboxetinu (Déglon et al. 2010), pripadne dalSich antidepresiv ¢i antipsychotik (Weber
et al. 2017). Autori upozorniuju, Zze pred implementaciou do klinickej praxe by mala byt kore-
lovana koncentracia v plazme a DBS u kazdého pacienta (Tron et al. 2017). Otazkou zostdva,
¢i by tato metdda odberu v budicnosti mohla Uplne nahradit konvenéné monitorovanie plaz-
matickych koncentracii lieciv.

Zaver

TDM predstavuje cenny nastroj v klinickej psychiatrii, ktory umoznuje individualizovat
liecbu, optimalizovat ddvkovanie lieciv a minimalizovat riziko neZiaducich uc¢inkov. Umoziuje
tiez odhalit nedostatocne adherentnych pacientov k terapii, co moze viest k zbytoénému zvy-
Sovaniu davky lieciv, predpisovaniu adjuvantnej terapie a mylnej identifikacii pacientov ako
rezistentnych na liecbu (Eaddy et al. 2005; Velligan et al. 2003). Spravne nastavené hladiny
lieCiv prispievaju k lepSej ucinnosti terapie, a tym prispievaju aj k lepSej spolupraci pacienta s
lekdarom, ¢o z TDM robi vyznamnu stcast modernej psychiatrickej praxe.

Tdto prdca bola financovand EU NextGenerationEU prostrednictvom Pldnu obnovy a odolnosti
SR v rémci projektu ¢ 09103-03-V04-00207 a grantom Vedeckej grantovej agentiry MSVVaM
SR VEGA 1/0029/24.
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Asthma bronchiale (AB) patri medzi najrozSirenejSie chronické ochorenia dychacich
ciest, pricom jeho prevalencia neustale rastie (Odler a Miller 2016). AB je charakterizovana
zapalom dychacich ciest, bronchidlnou hyperreaktivitou a epizodickymi prejavmi obstrukcie.
Napriek tomu, Ze ide o relativne dobre popisanu klinickd jednotku, patofyziolégia AB je ex-
trémne variabilnd (Mims 2015). V sucasnosti nie je vnimana ako jednotné ochorenie, ale ako
subor fenotypov a endotypov, ktoré si vyZzaduju rozdielne terapeutické stratégie. Tato skutoc-
nost zasadnym spésobom ovplyvnila aj smerovanie vyvoja terapie v poslednych rokoch (Ku-
ruvilla et al. 2019).

Global Initiative for Asthma 2025 (GINA) v dokumente Global Strategy for Asthma Ma-
nagement and Prevention z roku 2025 predstavila jednu z najvyznamnejsich revizii odporucani
za posledné desatrocia. Hlavnym ciefom aktualizacie je déraz na bezpecnost a efektivitu
liecby, minimalizaciu rizika exacerbdcii a podpora individualizovaného pristupu k pacientovi.
Starsie terapeutické koncepty, napr. pouzivanie kratkodobo p6sobiacich B,-agonistov (SABA)
ako uvolfiovacov v monoterapii, si dnes oznacované za zastarané a potencialne nebezpecné.
Zaroven dochadza k vyraznému rozsireniu moznosti biologickej lieCby, vdaka ktorych mecha-
nizmom ucinku je mozné cielene modulovat a eliminovat zédpalové drahy zodpovedné za kli-
nicku deterioraciu. Popri biologikach narasta aj vyznam malych molekul a novych kombinova-
nych inhalaénych rezimov, ktoré poskytuju flexibilitu a moZnost prispésobenia farmakoterapie
konkrétnemu pacientovi.

Personalizovana liecba a fenotypizacia

V modernej praxi sa AB uz nepovaZzuje za jednotné ochorenie, ale za heterogénny subor
stavov, ktoré sa liSia klinickymi prejavmi, mechanizmami zapalu a odpovedou na medikaciu
(Kaur a Chupp 2019). Preto sa pri rozhodovani o terapii neopierame len o univerzalne terape-
utické schémy a protokoly, ale zameriavame sa na vysoko individualizovany pristup, ktory vy-
chdadza z hodnotenia fenotypov (klinicky pozorovatelné charakteristiky ochorenia) a endoty-
pov (patofyziologické mechanizmy ochorenia), ¢o ulahcuje zvolit vhodny terapeuticky postup
(Cazzola et al. 2021; Zedan et al. 2013; Lotvall et al. 2011), napr. pacient s eozinofilnou AB
reaguje velmi dobre na biologicku lie¢bu cielenu proti interleukinu 5 (IL-5) (mepolizumab, ben-
ralizumab), zatial ¢o pre pacienta s non-T2 AB nie su inhibitory IL-5 tak efektivne, a preto vy-
Zaduje odlisny terapeuticky pristup (Alfaro et al. 2025; Dragonieri a Carpagnano 2021).

Uloha biomarkerov T2 zdpalu

Biomarkery su klt€ovym ndastrojom pri identifikacii pacientov vhodnych pre moderné,
cielene zamerané terapeutické postupy. V manazmente AB podla GINA 2025 tieto ukazovatele
neplnia uz iba doplnkovu diagnostickd funkciu, ale tvoria integralnu sucast klinického rozho-
dovania.
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o FeNO (Fractional exhaled NO) — neinvazivny marker eozinofilného zapalu, ktorého
zvySené hodnoty indikuju aktivitu T2 zapalu a predpovedaju dobru odpoved na ICS (in-
hala¢né kortikosteroidy) a inhibitory IL-4/IL-13 (Pianigiani et al. 2023).

e Eozinofily v krvi — vyznamny biomarker pri indikdcii anti-IL-5 biologik (Lavere et al.
2025).

e IgE (imunoglobulin E) a alergicka senzibilizacia — rozhoduju o vhodnosti anti-IgE lieCby
(omalizumab) a napomahaiju cielenému vyberu terapie u alergického fenotypu AB.
Spravne hodnotenie tychto biomarkerov umoznuje lekarovi presne identifikovat T2-

endotypy zdpalu a cielene nasadit personalizovanu terapiu, ¢o zvySuje jej ucinnost a znizuje
riziko exacerbdcii (Chen et al. 2024).

Fenotypizacia AB v klinickej praxi

Fenotypy sluzia ako klasifikacia AB podla klinickych a biologickych charakteristik, ¢o
ulahcuje prispdsobit farmakoterapiu individudlnym potrebam pacienta (Grunwell a Fitzpatrick
2025). Medzi najdolezitejsSie fenotypy patria:

e Alergicka AB — typicky s ndstupom v detstve, spojena s pozitivnou alergickou anamné-

zou a IgE senzibilizaciou (Bakakos 2022).

e Eozinofilna AB — charakterizovana zvySenym poctom eozinofilov v krvi alebo dychacich
cestach, dobre reaguje na biologicku lie¢bu zameranu proti IL-5 alebo IL-4/IL-13 (Baka-

kos 2022).

e AB s komorbiditami — napr. chronicka rinosinusitida s nosovymi polypmi (CRSWNP),

ktora moze zmenit klinicky priebeh a vyZzadovat cielenejsiu terapiu (Novelli et al. 2018).

¢ Non-T2 AB — menej typicky zapalovy profil, ¢asto neutrofilny, so zvySenou odolnostou

voCi kortikosteroidom (CS) (Espuela-Ortiz et al. 2023).

e AB asociovana s obezitou — astmatici s obezitou mézu mat horsiu kontrolu symptoé-

mov, no zapal nemusi byt typicky eozinofilny (Bjorkander et al. 2023).

¢ Hormonalne modulovana AB — prejavy su viazané na hormonalne cykly alebo graviditu

(Mokra et al. 2023).

Presna identifikacia fenotypu ulahcuje cielend farmakoterapiu, optimalizuje odpoved
na terapeuticky postup a minimalizuje riziko exacerbdcii, a preto je fenotypizacia zakladom
moderného manazmentu AB, ako aj predpokladom pre Uspe$nu personalizovanu lie¢bu (Gar-
cia-Rivero a Garcia-Moguel 2024).

ICS ako zaklad liecebnych rezimov

Jednym z najvyznamnejsich posunov v manazmente AB je zdsadné prehodnotenie uzi-
vania SABA (Kuprys-Lipinska et al. 2020). GINA oznacuje pouZzivanie SABA ako ulavového lie-
¢iva v monoterapii za zastarané, neefektivne a potencialne rizikové. DlIhodobo prevladal mo-
del, v ktorom pacienti s miernou AB uZivali SABA podla potreby, bez antiflogistickej medikacie.
KedZe SABA posobia iba bronchodilataéne a neovplyviuju zapal, tak dochadza k paradoxu,
ked pacient pocituje ulavu, ale zapalova aktivita pokracuje a zvysuje nachylnost k destabilizacii
AB (Canonica et al. 2021). Vysledky niekolkych studii ukazali trend, Ze SABA-monoterapia je
spojena so zvysenym rizikom exacerbdcii, vysSim vyskytom akutnych zhorseni vyzadujucich
urgentnu starostlivost, rychlejSou progresiou zapalu a so zvysenou mortalitou (Sriprasart et al.
2023; Reddel et al. 2022).

GINA preto oznacuje ICS za fundamentalny zaklad terapie AB, ktoré cielene a efektivne
potlacaju zapal v dychacich cestach — stabilizuju epitel, znizuju eozinofilny infiltrat, timia pro-
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dukciu zapalovych cytokinov a redukuju bronchialnu hyperreaktivitu. Vdaka tomu dokazu mo-
difikovat prirodzeny priebeh AB, a nielen zmiernit symptomy (Williams 2001). V sulade s od-
porucaniami GINA z roku 2025 by mal pacient dostat davku ICS uZ pri najmiernejsich formach
ochorenia, dokonca aj pri ojedinelom vyskyte priznakov. Tento terapeuticky koncept vychadza
z faktu, Ze AB je chronické zdpalové ochorenie aj v obdobi zdanlivého klinického pokoja a
v€asna supresia zapalu je esencidlna pre prevenciu remodelacie dychacich ciest a na zniZenie
dlhodobého rizika exacerbdcii (Tiotiu et al. 2025). Na zaklade toho mozno konstatovat, Ze ICS
zasadne ovplyviiuju progndzu pacienta a nie su len lie¢ivami udrziavacej terapie (Kurashima
et al. 2008).

Vyznamnym terapeutickym milnikom je zavedenie kombinacie ICS—formoterol ako
preferovaného rezimu pre ulavovu aj udrziavaciu terapiu (Rayner et al. 2025). V klinickej praxi
ide najma o kombinacie formoterolu s ICS budesonidom alebo beklometazénom. Formoterol
ma rychly nastup ucinku (porovnatelny so SABA) a v kombindcii s ICS kazdd ulavova davka
okamzite dilatuje bronchy a zaroven p6sobi protizapalovo (Jonkers et al. 2006). Vdaka tomu
kombinacia ICS—formoterol znizuje riziko, Zze symptdmy prerastld do zavazného zhorsenia (Be-
asley et al. 2022). Tento pristup predstavuje vyznamny pokrok v manazmente AB, zvySuje bez-
pecnost lieCby pre pacientov, zlepsuje dlhodobé vysledky a zodpoveda sicasnému chapaniu
AB ako chronického zapalového ochorenia.

Biologicka liecba — revoltcia v terapii tazkej AB

Biologické lieky predstavuju prelom v pristupe k tazkej AB tym, Ze umoZnuje cieleny
zasah do zapalovych mechanizmov podla konkrétnych fenotypov a endotypov. Terapia tazkej
AB tak nie je zaloZena len na navySovani davok inhalac¢nych lieciv, ale na cielenej modulacii
konkrétnych patofyziologickych drah zodpovednych za klinické zhorSenia (Korn et al. 2023).

Medzi najpouzivanejsie patri anti-IgE latka (omalizumab), uréend pre pacientov s aler-
gickou AB. U pacientov s eozinofilnou AB su dostupné anti-IL-5 lieky (mepolizumab, resli-
zumab) a anti-IL-5R liek (benralizumab, protilatka proti receptoru pre interleukin-5 — IL-5R),
ktoré vyrazne znizuju pocet exacerbacii a zlepsuju dlhodobu kontrolu ochorenia. Pacienti so
sucasnou T2 AB a dermatitidou alebo CRSWNP profituju z podania anti-IL-4Ra lieku (dupi-
lumab, protilatka proti a-podjednotke receptora pre IL-4), ktory blokuje signalne drahy IL-4 a
IL-13. NovsSou generaciou su anti-TSLP lieky (tezepelumab), ktoré ucinkuju aj u astmatikov s
nizsimi hodnotami T2 biomarkerov, ¢im rozsiruju okruh indikovanych na biologicku liecbu
(Gyawali et al. 2025). Prehlad biologickych liekov, ich mechanizmov ucinku a indikacie podl|a
typu AB je uvedeny v tabulke 1.

Tab. 1: Prehlad biologickych liekov pri tazkej AB podla mechanizmu Géinku a typu AB.

LATKA MECHANIZMUS UCINKU TYP AB
omalizumab anti-IgE protilatka — viaze volny IgE a brani jehc? naviazaniu na alergické AB
FceRl receptory mastocytov a bazofilov
mepolizumab anti-IL-5 protilatka — blokuje IL-5 eozinofilnd AB
reslizumab anti-IL-5 protilatka — blokuje IL-5 eozinofilnd AB
benralizumab | anti-IL-5R protilatka — viaze sa na IL-5 receptor na eozinofiloch eozinofilnd AB
dupilumab anti-IL-4Ra protilatka — blokuje a-podjednotku receptora pre T2 AB s dermatitidou
P IL-4, ¢im inhibuje signdlne drahy IL-4 a IL-13 alebo CRSWNP
tezepelumab anti-TSLP protilatka — blokuje thymic stromal lymphopoietin tazka AB s nizsimi hod-
P (TSLP) notami T2 biomarkerov
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Spravne nasadenie biologickej liecby umoznuje redukovat pocet exacerbacii a zlepsit
kvalitu Zivota pacientov s tazkou AB, pricom minimalizuje potrebu systémovych CS a riziko
komplikacii (Kimura et al. 2021; Kyriakopoulos et al. 2024; Kayser et al. 2024).

Nové perspektivne ciele v terapii AB

Najnovsie klinické Studie sa zameriavaju na intraceluldrne signalizacné drahy, ktoré re-
guluju zapal v dychacich cestach. JAK-STAT (Janus kinase — signal transducer and activator of
transcription) draha sprostredkuva aktivaciu viacerych cytokinov, ktoré su kltic¢ové v patoge-
néze AB. JAK inhibitory mozZu efektivne zasiahnut vietky tieto drahy naraz, ¢o je vhodné najma
pri heterogénnych fenotypoch AB, pricom nejde o biologicku lie¢bu. Studie ukazuju, 7e JAK
inhbitory znizuju zdpal a hyperreaktivitu dychacich ciest a mozu zlepsit ucinok CS u kortiko-
rezistentnych pacientov (Georas et al. 2021). Londamocitinib (AZD4604) je inhala¢ne poda-
vany selektivny inhibitor JAK-1 navrhnuty tak, aby potladil T2 aj non-T2 zdpalové drahy, ktoré
¢asto nereaguju na ICS. Dostupné Studie ukazuju, Zze podavanie londamocitinibu viedlo k vy-
raznému zniZeniu exspirovaného FeNO u pacientov s miernou AB (Dosanjh et al. 2025). Studie
viak boli vykonané na malej vzorke pacientov a pocas kratkeho ¢asového obdobia, ¢o zdbraz-
nuje potrebu dalsieho vyskumu na potvrdenie Ucinnosti a bezpecnosti latky.

Dal$im moznym cielom je RhoA—ROCK (Ras homolog family member A — Rho-associa-
ted protein kinase) draha, ktord reguluje kontrakciu hladkej svaloviny dychacich ciest, zapal a
remodeldciu epitelu. ROCK inhibitory zniZuju bronchokonstrikciu, mediatory zapalu a remode-
laéné procesy, ¢o naznacuje ich potencial sicasne ovplyvnit viaceré patomechanizmy AB (Gon-
das et al. 2024).

Je moiné konstatovat, Ze aktudlne trendy vo farmakoterapii AB smeruju k lie¢ivam
typu malych molekul, ako JAK a ROCK inhibitory, ktoré dokazu komplexne modulovat zapal,
bronchokonstrikciu a remodeldciu dychacich ciest. Inhalacné podanie tychto latok umoznuje
dosiahnut efektivny lokalny ucinok pri si¢asnom minimalizovani systémovych neZiaducich
ucinkov.

Farmakoterapia AB v pediatrickej populacii

V lie¢be AB v detskom veku sa kladie déraz na individualizovany pristup podla vekovych
skupin. U deti vo veku 6—11 rokov je podstatna spravna technika inhaldcie (Gillette et al. no
date), pricom ICS zostavaju pilierom liecby. Pri akitnom zhorseni kontroly ochorenia je mozné
vyuzit rezim ICS—formoterol umoznujuci rychlu Ulavu pri zachovani protizapalového ucinku
(Aziz a Viquar 2025). U deti mladsich ako 5 rokov je rozhodujuce klinické hodnotenie symptoé-
mov, nakolko objektivne merania funkcie pluc su ¢asto limitované. V tejto vekovej kategorii
sa odporuca terapeuticky test kratkodobého podania ICS, ktory pomaha overit vhodnost a
ucinnost protizapalovej lieCby a urcit dalsi optimalny terapeuticky plan (Global Initiative for
Asthma 2025).

Zaver

ManaZment AB prechadza zdsadnou transformaciou, ktord urcuju poznatky o hetero-
genite ochorenia, jeho fenotypoch a endotypoch, ako aj dostupnost modernych terapeutic-
kych mozZnosti. GINA 2025 jednoznacne upusta od tradicného krokového (stepwise) modelu a
presadzuje pristup zaloZeny na individualizacii liecby, kde hlavnu ulohu zohravaju biomarkery
T2 zapalu, spravna identifikdcia fenotypu a raciondlne vyuzitie ICS v kazdom Stadiu ochorenia.
Zasadny posun predstavuje aj preferencia rezimu ICS—formoterol ako ulavovej a udrziavacej
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terapie (MART — Maintenance and Reliever Therapy), ktora zniZuje riziko exacerbacii a reflek-
tuje chronicku zdpalovu povahu ochorenia.

Biologicka liecba dalej rozsiruje spektrum moZnosti, najma u pacientov s tazkou AB
nereagujucou na Standardnu terapiu. Cielena moduldcia zapalovych drah podla fenotypu pri-
nasa vyrazné zlepsenie kontroly ochorenia, redukciu exacerbacii a pomaha minimalizovat uzi-
vanie systémovych CS. Personalizovany pristup ma vyznam aj v pediatrickej populacii, kde je
potrebné zohladnit vekové Specifikd a limitacie funkénych vysetreni.

Sucasné odporucania preto zdoraznuju, ze optimalna liecba AB spociva v presnej diag-
nostike, cielene zvolenych farmakologickych intervenciach a dlhodobej kontrole zapalu. Takto
koncipovany manazment vedie k lepsim klinickym vysledkom, vysSej bezpecnosti a zasadnému
zlepsSeniu kvality Zivota astmatikov.

Tdto prdca vznikla za podpory projektov VEGA 1/0042/24, VEGA 1/0060/25, APVV-19-0033 a
APVV-23-0261.
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Uvod

Tuberkuléza (TBC) patri celosvetovo medzi najzavaznejsie infekéné ochorenia. Predsta-
vuje hlavnu pri€inu Uumrti spésobenych infekénym agensom a v roku 2024 bola zaroven naj-
CastejSou pric¢inou umrti spojenych s antimikrobidlnou rezistenciou. Podla svetovej zdravot-
nickej organizacie (WHO) bolo v roku 2024 odhadovanych 10,7 miliéna ludi s TBC, pricom vy-
znamnu Cast z nich tvorili zranitelné skupiny populacie (Global Tuberculosis Report, 2025). Do
tejto skupiny patri priblizne 533 000 deti do 5 rokov a 655 000 starSich deti a adolescentov vo
veku 5-14 rokov. Z epidemiologického hladiska vSak TBC predstavuje vyraznua zataz aj pre Zzeny
v reprodukénom veku. V roku 2024 bolo ochorenim postihnutych 2,15 miliéna Zien vo veku
15-45 rokov, pricom 239 300 tehotnych Zien a 97 600 Zien v obdobi po porode tvorilo osobitne
rizikovu skupinu (Global Tuberculosis Report, 2025).

Tuberkuldza v tehotenstve a jej liecba

Tehotenstvo, porod a popérodné obdobie prindsaju Zenam Specifické rizika, ktoré
mozu viest k roznym klinickym komplikacidam. Diagnostika pocas tehotenstva byva narocng,
nakolko priznaky sa mozu pripisovat prave tomuto obdobiu. Dochadza k do¢asnému masko-
vaniu Ubytku hmotnosti, ¢o je typicky symptom spojeny s TBC. U pacientiek sa zvysSuje riziko
spontanneho potratu, pred¢asného pérodu a v pripade novorodencov riziko umrtia (obr. 1)
(Loto & Awowole, 2012).
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Obr. 1: Komplikacie TBC u tehotnych Zien (upravené podla Su et al., 2025).
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V pripade zriedkavej, vrodenej TBC je stav pacientky spojeny s vysokou perinatalnou
umrtnostou (Loto & Awowole, 2012). Ide o infikovanie plodu od matky pocas vnutromaterni-
cového vyvoja alebo pocas pérodu. K ndkaze dochadza pri infikovani placenty alebo mater-
ského genitalneho traktu, odkial sa Mycobacterium (M.) tuberculosis Siri z placenty do pupoc-
nej zily, aspiraciou alebo pozitim kontaminovanej plodovej vody. Pri hematogénnom Sireni
vznikd jeden alebo viacero primdarnych komplexov v plicach alebo v peceni. U plodu, ktory
aspiroval alebo pozil kontaminovanu plodovu vodu, vznikaju primdarne komplexy v pltucach
alebo v gastrointestindlnom trakte (Li et al., 2019). V studii Li a kol. sledovali stav narodenych
deti u pacientiek s TBC, ako aj priebeh ochorenia Zien pocas lie¢by. Ukdzalo sa, ze z 92 deti
vacsina malo plucnu TBC (n = 89; 96,74 %). Z celkového poctu zomrelo 40 deti (43,48 %). Naj-
CastejSimi pricinami umrtia boli respiracné zlyhanie — 26 deti (65 %), syndrom multiorganovej
dysfunkcie — 3 deti (7,5 %), intrakranidlne krvacanie — 1 dieta (2,5 %) a Umrtie z neznamej
priciny, ktoré bolo zaznamenané u 10 pripadov (25 %). V tej istej Studii dostalo 65 tehotnych
pacientiek lie¢bu antituberkulotikami. Z nich bolo 8 vylieCenych (12 %), u 39 (60 %) doslo k
zlepsSeniu stavu a 16 (25 %) z celkovej skupiny zomrelo. Aj tieto vysledky zdoraznuju, aké do6-
leZité je v€asné odhalenie ochorenia a spravne zvolena liecba pacientov (Li et al., 2019).

Pri lieCbe aktivnej TBC v tehotenstve sa ako lie€iva prvej volby pouzivaju izoniazid (INH),
rifampicin (RIF) a etambutol (EMB), pri ktorych sa preukazuje nizky teratogénny potencidl. Py-
razinamid (PZA) sa v minulosti neodporucal z dovodu nedostatku Udajov o jeho teratogenite
(Karabay & Gozdas, 2013). V sucasnosti je vSak podla odporucani WHO PZA sucastou liecby,
kedZe dostupné dokazy podporuju jeho bezpecnost a jeho zaradenie umoznuje skratenie lie-
¢ebného reZimu (Gupta et al., 2016). Po p6rode by mali novorodenci profylakticky uzivat INH
pocas 6 mesiacov, po ktorych sa pri negativnych testoch na TBC odporuca podat BCG vakcinu
(Loto & Awowole, 2012).

Pocas tehotenstva sa meni fyzioldgia matky a s tym aj farmakokinetické parametre lie-
¢iv. Dochadza k zvaéseniu objemu plazmy, extraceluldrnej tekutiny a celkového mnoizstva te-
lesnej vody, ¢o ovplyviuje distriblciu najma hydrofilnych lieCiv, ku ktorym patria aj EMB ¢i
PZA. ZniZzuje sa koncentracia plazmatického albuminu a tym sa zvySuje podiel volnej frakcie
lieciv viazanych na bielkoviny, ¢o je klinicky vyznamné najma u RIF. Takisto dochadza k zme-
nam v srdcovom vydaji, renalnej filtracii a gastrointestindlnom trakte (spomalené vyprazdno-
vanie Zaltdka, spomalena motilita €riev a zvy$ené pH Zaludka). Dalej sa meni hladina aj aktivita
pecenovych enzymov, najma cytochrémov CYP450, ktoré sa podielaju na metabolizme lieciv,
predovsetkym INH a RIF. Tieto zmeny su najvyraznejsie v tretom trimestri (Frederiksen, 2001).
V pripade prvolinovych antituberkulotik, Schalkwyk a kol. vo svojej studii dokazali, Zze Ze plo-
cha pod krivkou koncentracie lieCiva v ¢ase od 0 do 24 hodin (AUC0-24) a maximalna koncen-
trdacia lieCiva v plazme (Cmax) RIF a PZA boli pocas tehotenstva a po pérode podobné, pricom
AUCO0-24 a Cmax INH a EMB boli pocas tehotenstva nizsie v porovnani s obdobim po pérode,
¢o naznacuje ich znizenu expoziciu v tomto obdobi (Van Schalkwyk et al., 2023).

Lie¢ba tehotnych pacientiek zahffia rezZimy zamerané na aktivnu citlivi/rezistentnu a
latentnu TBC. V pripade aktivnej formy citlivej na prvolinové antituberkulotika sa pre vacsinu
tehotnych pacientiek pouziva Standardny rezim WHO, pri ktorom sa indikuje Uvodna dvojme-
satna — HRZE (INH+RIF+PZA+EMB) a nasledne Stvormesacna liecba — HR (Standardny rezim
liecby TBC u muZov aj u zien). V niektorych krajinach sa PZA v liecbe nepouziva, ale ako bolo
spomenuté vyssie, WHO ho odporuca (WHO Consolidated Guidelines on Tuberculosis, 2025).

Diagnostika latentnej TBC sa nerobi u vSetkych tehotnych Zien, ale len u rizikovych:
blizky kontakt s aktivnym pripadom TBC, virus ludskej imunitnej nedostato¢nosti (HIV), imu-
nosupresia (kortikoidy, biologicka liecba), pévod z krajiny s vysokou prevalenciou daného
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ochorenia alebo praca v rizikovom prostredi (Review of Reviews and Guidelines on Target
Groups, Diagnosis, Treatment and Programmatic Issues for Implementation of Latent Tuber-
culosis Management, 2018). V takom pripade sa indikuje liecba, ktora je uvedena v tabulke 1.

Tab. 1: WHO TBC lie¢ebné reZimy — a) 6H — preventivna liecba latentnej TBC (najjednoduchsi klasicky rezim),
nevyhoda: nizsia adherencia pri 6 mesiacoch, riziko hepatotoxicity pri dlhSom podavani; b) 3HP - latentna TBC
(preventivna terapia), vyhoda: velmi dobra adherencia, kratke trvanie, vysoka uéinnost, nevyhoda: rifapentin
nemusi byt dostupny vo vsetkych krajindch; c) 3HR — latentna TBC, vyhoda: kratsi rezim nez 6H, dobrd U¢innost;
d) 4R - latentna TBC u ludi, ktori netoleruju INH, vyhoda: lepSia tolerancia nez INH rezimy; e) 1HP - najkratsi
odporucany rezim pre latentnu TBC, vyhoda: kratky rezim, velmi dobra adherencia; f) H+CPT+B6(Q-TB) - rezim
pre preventivnu liecbu TBC u pacientov s HIV (Latent Tuberculosis Infection, 2018; Sterling, 2020)

Charakte- 6H 3HP 3HR 4R 1HP H+CPT+B6 6Lfx
ristika (Q-TB)
Lieciva Izoniazid Izoniazid + | lzoniazid + | Rifampicin | lzoniazid + | lzoniazid + | Levofloxa-
rifapentin rifampicin rifapentin | kotrimoxa- cin
zol
Trvanie 6 3 3 4 1 6 6
liecby (me-
siace)
Frekvencia Denna Tyzdenna Denna Denna Denna Denna Denna
Tehotné Bezpecné Nezname Bezpecné Mobze byt Nezname Bezpeclné Mobze byt
Zeny pre pouzi- pre pouzi- | bezpecné. pre pouzi- | bezpecné.
tie tie Chybajuce tie Chybajuce
data ohla- data ohla-
dom bez- dom bez-
pecnosti pecnosti
a ucinnosti a ucinnosti
pre tato pre tato
populdciu. populdciu.

Osobitnou skupinou su pacientky s rezistentnymi formami TBC, ako je napriklad: a) ri-
fampicin-rezistentna forma TBC (RR-TBC), b) multi-rezistentna forma TBC (MDR-TBC) — rezis-
tencia na RIF a INH, a c) extenzivne-rezistentna (XDR-TBC) forma TBC — rezistencia na RIF, INH,
aspon jeden fluorochinoldn a aspon dalSie jedno lieCivo zo skupiny A.

Liecba tychto foriem je ndro¢na, pretoze teratogénne a bezpecnostné profily lieciv dru-
hej linie nie st Uplne zname — tehotné a dojciace Zeny su vo vacsine klinickych studii systema-
ticky vylicené. Odporucania su zaloZzené najma na malych observacnych studiach. Celkovo je
dostupné len velmi obmedzené mnozstvo kvalitnych Udajov a odporucani (Lotia Farrukh et al.,
2024).

Vzhladom na obmedzené moZnosti prevencie a lie¢by TBC v tehotenstve je jednou z
dalsich priorit WHO vyvoj ucinnej vakciny. Imunizacia pocas tehotenstva by mohla zniZit riziko
progresie latentnej infekcie do aktivnej formy najma v pop6rodnom obdobi, ked' je incidencia
ochorenia priblizne dvojnasobnd, najma pocas 3-6 mesiacov po pérode. Sucasne by sa znizila
aj expozicia novorodencov a dojéiat infekcii zo strany matky (Quincer et al., 2025). Vakciny,
ktoré obsahuju Zivé atenuované patogény, ako napriklad BCG vakcina, su pocas tehotenstva
kontraindikované (3.2.1.3. Contraindications for BCG | TB Knowledge Sharing, 2018; Psarris et
al., 2019).
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Tab. 2: Liediva pouzivané pri MDR- TBC, XDR-TBC a ich bezpecnost v tehotenstve (Research, 2025; WHO Conso-
lidated Guidelines on Tuberculosis. Module 4, 2022).

Liecivo | FDA usmernenie
Skupina A:
Fluorochinoldny (levofloxacin, moxifloxacin) Neodporuca sa pocas tehotenstva alebo dojcenia
Pretomanid Nie su dostupné Ziadne Udaje o pouZivani tohto lieku
v tehotenstve
Bedachilin Studie na zvieratach naznacujy, ze liek nie je $kodlivy
Linezolid Neodporuca sa v tehotenstve
Skupina B:
Klofazimin Neodportca sa v tehotenstve
Cykloserin alebo terizodén Neodporuca sa v tehotenstve
Skupina C:
Etambutol Pravdepodobne bezpecny v tehotenstve
Delamanid Liek este nie je zaradeny do oficidlnej kategdrie bez-
pecnosti v tehotenstve, ale nesposobuje vrodené
chyby (teratogenitu)
Pyrazinamid Nedostato¢né data
Zaver

Bezpecna a vcasna liecba TBC v tehotenstve vyrazne znizuje riziko komplikdcii pre
matku aj plod. Prvoliniové rezimy su vo vSseobecnosti bezpecné, zatial ¢o liecba RR/MDR/XDR-
TB vyZaduje individualizovany pristup a preferenciu peroralnych rezimov s najlep$im bezpec-
nostnym profilom (napriklad injekéné aminoglykozidy su ototoxické pre plod) (Xie et al., 2011).
Farmakokinetické zmeny v gravidite podporuju potrebu monitorovania hladin a personalizacie
terapie, najma pri liekoch s preukdzanou zniZzenou expoziciou pocas tehotenstva (INH a EMB).

Tato prdca vznikla za podpory projektov APVV-18-0084, APVV-22-0342, VEGA-1/0093/22,
VEGA- 1/0049/25, EU NextGenerationEU prostrednictvom Pldnu obnovy a odolnosti SR v rémci
projektu ¢. 09103-03-V02-00036 a UK/1149/2025.
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Vplyv Salvia officinalis L. na sérové hladiny cytokinov TGF-f3, IL-6, IL-10 a
TNF-a v modeli experimentalnej mamarnej karcinogenézy
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Uvod

V literature v rdmci predklinického vyskumu su prezentované vedecké prace poukazu-
juce na pozitivne chemopreventivne ucinky latok rastlinného povodu v experimentdlnej
mamarnej karcinogenéze (Haba et al., 2004; Ravoori et al., 2012; Jeyabalan et al., 2014; Aqil
et al., 2017, 2021). Na druhej strane aj v rdmci klinického vyskumu si zndme Studie, ktoré sa
zaoberaju touto problematikou. Vysledky tychto Studii popisuju, Ze dlhodobé a takmer kazdo-
denné uZivanie latok rastlinného pévodu moéze znizit riziko karcindmu prsnika (Fung et al.,
2013; Castell6 et al., 2014; Toledo et al., 2015; Vitelli-Storelli et al., 2020; Gonzalez-Palacios
Torres et al., 2023).

Salvia (S.) officinalis L. — Salvia lekarska demonstrovala Statisticky vyznamné onkosta-
tické ucinky v modeli chemoprevencie premenopauzalnej mamarnej karcinogenézy u intakt-
nych samic potkanov kmeria Sprague-Dawley (Kubatka et al., 2024). Histopatologicka analyza
mamarnych nadorov potkanov potvrdila signifikantne lepSiu prognézu nadorov po liecbe S.
officinalis. Imunohistochemicka analyza mamarnych nadorovych buniek potkanov poukdzala
na proapoptoticky a antioxidacny ucinok S. officinalis. Imunohistochemické a molekularne
analyzy preukdzali signifikantny pozitivny epigeneticky vplyv, a tieZ pozitivhe zmeny markerov
nadorovych kmenovych buniek vplyvom S. officinalis. Protinddorové ucinky S. officinalis boli
potvrdené aj in vitro pouzitim dvoch bunkovych linii MCF-7 a MDA-MB-231 (Kubatka et al.,
2024). V ramci tohto experimentu sme sa zamerali aj na vplyv S. officinalis na hladiny cyto-
kinov transformujuci rastovy faktor-beta/transforming growth factor-beta (TGF-B), interleu-
kin-6 (IL-6), interleukin-10 (IL-10) a tumor nekrotizujuci faktor-alfa (TNF-a) v sére v modeli ex-
perimentalnej mamarnej karcinogenézy.

Material a metddy

V experimente sme pouzili 75 intaktnych samic potkanov kmena Sprague-Dawley
(Charles River Laboratories, Sulzfeld, Nemecko) vo veku 5 tyZdrnov s telesnou hmotnostou 125
— 140 gramov. Potkany boli rozdelené do plexitovych klietok (5 zvierat/1 klietka) a 7 dni boli
adaptované na standardné podmienky zverinca (teplota 23 + 2°C, relativna vihkost 40 - 60 %,
umely svetelny rezim svetlo : tma/12 : 12). Zvierata prijimali Standardnt chovnu potravu pre
potkany (Kocanda Mlyn, Praha, Ceska republika; Ssniff® Spezialdidten GmbH R-Z/M-Z low-phy-
toestrogen, Soest, Nemecko) a vodu ad libitum.

Na vyvolanie mamadrnej karcinogenézy sme poufZili karcinogén N-metyl-N-nitrozoureu
(NMU, Sigma, Deisenhofen, Nemecko), ktory sme poddvali intraperitonedlne v jednej davke,
t. j. 50 mg/kg telesnej hmotnosti zvierata na 42. postnatalny deri. Nami vytvoreny model che-
moprevencie rakoviny prsnika imitoval situdciu zdravych, ale z hladiska vyskytu rakoviny prs-
nika vysoko rizikovych premenopauzalnych Zien.
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Na chemoprevenciu sme pouzili S. officinalis, (Calendula, Nova Lubovna, Slovensko,
krajina povodu severovychodné Slovensko), ktoru zvierata prijimali v potrave. Chemopreven-
cia zacala jeden tyZden pred podanim karcinogénu a trvala az do konca experimentu, t. j. 14
tyzdnov po aplikacii NMU. Zvierata sme rozdelili do 3 skupin. 1. skupina zvierat - kontrolnd
s podanym karcinogénom NMU prijimala potravu bez chemoprevencie, 2. skupina zvierat
s podanym karcinogénom NMU prijimala potravu s chemoprevenciou S. officinalis o nizsej
koncentracii (1 g/kg; SAL 0.1) a 3. skupina zvierat s podanym karcinogénom NMU prijimala
potravu s chemoprevenciou S. officinalis o vy$sej koncentracii (10 g/kg; SAL 1).

Potkany sme raz do tyzdna vazili a palpovali. Sledovali sme prirastok telesnej hmotnosti
a hodnotili lokdlny mamarny nélez — pritomnost, pocet, lokalizaciu a velkost nadorov. V 7.
a 11.tyzdni experimentu sme merali prijem vody a potravy. V poslednom tyzdni experimentu,
t.j. v 14. tyzden od podania NMU, sme zvierata usmrtili rychlou dekapitaciou a vykonali pitvu.

Odobrali sme krv na imunologické vySetrenie sérovych hladin cytokinov TGF-B, IL-6, IL-
10 a TNF-a. Vzorky krvi boli po vytvoreni zrazeniny centrifugované pri 2 000 x g poc¢as 10 mi-
nut. Nasledne boli sérové hladiny cytokinov analyzované pomocou ELISA in vitro suprav urce-
nych na kvantitativne meranie cytokinov v sére potkanov: siprava Rat TGF-B in vitro ELISA
(ab119558), suprava Rat IL-6 in vitro ELISA (ab234570), suprava IL-10 in vitro ELISA (ab214566),
sUprava Rat TNF-a in vitro ELISA (ab236712) (Ustav mikrobiolégie a imunoldgie, JLF UK v Mar-
tine; in vitro ELISA kits Abcam, Cambrige, MA, USA).

V Statistickom hodnoteni boli pouZité Studentov t-test a ANOVA. VSetky postupy pou-
%ité v experimentoch boli v stlade so smernicami EU a schvalené Etickou komisiou JLF UK
a Statnou veterinarnou a potravinovou spravou SR.

Vysledky

Hladiny zapalovych cytokinov v sére v jednotlivych experimentdlnych skupinach po
chemoprevencii S. officinalis znazorfiuje obrazok 1. S. officinalis v naSom experimente neza-
visle od davky signifikantne znizila hladiny TGF-B (SAL 0.1 vs KONT, p < 0,01; SAL 1 vs KONT, p
< 0,05) v sére potkanov v porovnani s kontrolnou skupinou. Znizenie hladin IL-6 a TNF-a po
lieCbe S. officinalis bolo tesne na hranici signifikancie. Hladiny IL-10 v sére potkanov neboli
ovplyvnené po chemoprevencii S. officinalis.

Hladiny cytokinov v sére
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Obr. 1: Vplyv S. officinalis na sérové hladiny cytokinov TGF-B, IL-6, IL-10 a TNF-a u samic potkanov v experimen-
talnej mamarnej karcinogenéze. Vysvetlivky: KONT — kontrolnd skupina, SAL 0.1 — skupina s aplikdciou S. officina-
lis v davke 1 g/kg, SAL 1 — skupina s aplikaciou S. officinalis v davkel0 g/kg. Data su vyjadrené ako priemery +
SEM. Signifikantny rozdiel *p < 0,05 vs KONT; **p < 0,01 vs KONT

Diskusia

Salvia je zdrojom mnohych fytochemikalii pritomnych v kvetoch, listoch a stonke. Ide
o derivaty monoterpénov (gafor, cineol, derivaty borneolu, thujén) a seskviterpénov (karyofy-
Ién), taniny (kyselina rozmarinovd, kyselina salvianolova), diterpenoidy (derivaty karnosolu)
a flavonoidy (cirsiliol, derivaty luteolinu a apigeninu a fenolové glykozidy). V literature su po-
pisané mnohé jej vyznamné Ucinky na organizmus ako protizapalové, antioxidacné, antimik-
robidlne, hypolipidemické, hypoglykemické, ale aj antimutagénne a protinadorové (Ghorbani
et Esmaeilizadeh, 2017). Protizapalové a antioxida¢né ucinky Salvie sa davaju do savisu s jej
protinddorovym p6sobenim (Bonesi et al., 2017). Chemopreventivne pésobenie réznych rast-
linnych prirodzenych potravin aich fytochemikalii na viaceré signdlne drahy suvisiace
s mamarnou karcinogenézou su popisané vo viacerych studiach (Singletary et al., 1996; Ravo-
ori et al., 2012; Jeybalan et al., 2014; Bishayee et al., 2016). Fytochemikadlie pritomné v S. offi-
cinalis ako su cirsiliol, luteolin a karnosol sa ukazali ako vyznamné inhibitory bunkovej signali-
zacie STAT3 (Yanagimichi et al., 2020). Etylacetatovy extrakt S. officinalis a jeho zlozky (kyse-
lina karnosova, karnosol) inhibovali aj akumulaciu PGE2 (Bauer et al., 2012).

Cytokiny ovplyviiuju rézne signdlne zapalové drahy, ktoré prispievaju k mnohym bun-
kovym procesom. Patri k nim aj reguldcia imunitnej a zapalovej odpovede, bunkového rastu
a apoptdzy (Oeckinghaus et Ghosh, 2009). Cirkulujuce cytokiny su diskutované aj ako mozné
prognostické markery u pacientov s rakovinou prsnika z hladiska nadorovej proliferacie a in-
vazie (Wang a Yang, 2017; Ahmad et al., 2018). TGF-B je multifunkény cytokin, ktory sa moze
spravat ako nadorovy prométor alebo nadorovy supresor, a to v zavislosti od stadia bunko-
vého cyklu. Vedecké udaje ukazali, Ze TGF-B je aktivne produkovany nadorovymi bunkami,
hlavne v neskorsich stadiach karcinogenézy, a prispieva k rastu, migrdcii a Sireniu metastaz, a
potlaca aj imunitné reakcie (Kim et al., 2021). Protinddorové p6sobenie S. officinalis v nasej
studii bolo spojené aj s poklesom cytokinov pravdepodobne cez protizdpalové a antioxidacné
vlastnosti fytochemikalii obsiahnutych v Salvii (Kolac et al., 2017).

Zaver

Imunologicka analyza sérovych hladin cytokinov TGF-B, IL-6, IL-10 a TNF-a. v chemopre-
vencii experimentdlnej mamarnej karcinogenézy u potkanov poukazala na protizdpalovy uci-
nok S. officinalis.

Tdto prdca vznikla za podpory projektov VEGA 1/0045/23 a VEGA 1/0498/23.
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Uvod

V sucasnej dobe sa tuberkuldza (TB) zaraduje medzi najsmrtelnejsie infekéné ochore-
nia. Podla Statistik Svetove]j zdravotnickej organizacie (WHO) z roku 2024 bol pocet pacientov
s TB odhadovanych na 10,8 miliéna a pocet umrti na priblizne 1,25 miliéna (WHO, 2024). Vy-
znamnym problémom v liecbe TB je vyskyt multirezistentnych foriem TB (MDR-TB), ktorych
prevalencia v roku 2023 dosahovala priblizne 400 000 pripadov, ktoré tvorilo 175 923 novo-
diagnostikovanych pripadov (WHO, 2024).

Podla najnovsich odporucani sa lie¢ba rezistentnych foriem TB realizuje kombinaciami
obsahujucimi bedachilin, pretomanid (PTM) alebo delamanid (DLM) a linezolid — BPalL a
BPaLM (BPaL + moxifloxacin) (Holger et al., 2024; WHO, 2024).

PTM a DLM patria medzi nitroimidazolové derivaty s antituberkulotickou aktivitou,
ktora je podmienena inhibiciou syntézy mykolovych kyselin za aerébnych podmienok (obr. 1).
Na svoju aktivaciu vyuzivaju F420-dependentnu drahu, v ktorej zohrava kltic¢ovu Ulohu enzym
dezaflavin-dependentna nitroreduktaza (ddn) (Mudde et al., 2022; Nguyen et al., 2023; Negi
et al., 2024). Za anaerdbnych podmienok sa po aktivacii PTM a DLM podielaju na tvorbe oxidu
dusnatého (NO) v bunkach Mycobacterium tuberculosis (Mtb) (obr. 1), ¢o vedie k naruseniu
respiracnych procesov a naslednej bunkovej smrti (Mudde et al. 2022; Negi et al., 2024; Stancil
et al., 2021). Mutdcie v géne ddn, ako aj v dalSich génoch kddujucich proteiny zapojené do
tejto drahy — fgd1, fbiA, fbiB a fbiC mozu byt asociované s rezistenciou na tieto lieciva (Liu et
al., 2022).

V tejto suvislosti sa zacali vyskytovat aj kmene vykazujlce rezistenciu na tieto lieciva,
a to aj napriek chybajucej predchadzajlcej expozicii. Hoci ide celosvetovo o pomerne zried-
kavy jav, v Cine bola zaznamenana relativne vysoka frekvencia takychto kmeriov (Zhao et al.,
2024). Nakolko je rezistencia a jej prevalencia zatial nedostatocne preskimana, je potrebné
pravidelne vykonavat genotypizaciu kmernov Mtb a paralelne stanovovat minimalnu inhibi¢nu
koncentraciu (MIC) voci PTM a DLM (Battaglia et al., 2020; Timm et al., 2023).

Navyse, pomocou in silico modelovania proteinov boli identifikované mutacie, ktoré
ovplyviuju mono-rezistenciu alebo skrizenu rezistenciou vo¢i PTM a DLM. Tento fakt méze v
buducnosti vyznamne skomplikovat manazment pacientov s MDR (Lee et al., 2020). Skrizena
rezistencia medzi lie¢ivami patriacimi do rovnakej chemickej skupiny bola doteraz pozorovana
najma u aminoglykozidovych antibiotik (Miller et al., 1997; Vakulenko & Mobashery, 2003).
Pri r6znych mutdciach sa preto moézeme domnievat, Ze existuje skrizena rezistencia alebo
mono-rezistencia. Suvisi to aj so Struktdrnymi modelmi enzymu ddn, ktoré naznacuju, ze PTM
a DLM vyuzivaju Ciastocne odlisSné vazbové interakcie v aktivahom mieste (Kadura et al.,
2020; Liu et al., 2022; Singh et al., 2023; Zhang et al., 2024).
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Obr. 1: Schéma mechanizmu Ucinku PTM a DLM, spocivajuceho v dvojakych podmienkach: anaerobne - vznik
oxidu dusnatého toxického pre mykobakterialnu bunku; aerdbne - inhibicia enzymu dekaprenylfosforibdza-2'-
epimeraza (DprE2), zodpovedného za syntézu mykolovych kyselin a arabinogalaktanu, Negi et al., 2024; (upra-
vené).

Okrem génov spojenych s rezistenciou voci spomenutym nitroimidazolovym derivdtom
bola preukdzana prirodzena rezistencia (resp. zvysené MIC) u kmenov Mtb patriacich do Indo-
Ocednskej linie (L1) (Rojas et al., 2025; Rupasinghe et al., 2024).

Cielom tejto studie bolo identifikovat genetické mutdcie kdédujuce rezistenciu na DLM
a PTM u fenotypovo rezistentnych kmenov a stanovit frekvenciu vyskytu skrizenej rezistencie.

Materidl a metddy
Klinické izolaty Mtb. fenotypovo rezistentné na pretomanid a delamanid

Na realizaciu vyskumu boli vyuzité izolaty M. tuberculosis fenotypovo rezistentné na
PTM alebo DLM, pripadne vykazujuce skrizenu rezistenciu. Zber vzoriek prebiehal v spolupraci
s Narodnym referenénym laboratériom pre mykobaktérie v Prahe.

Celogenémové sekvenovanie (WGS) ziskanych izoldatov

Pred samotnou sekvenacnou analyzou bola uskuto¢nena extrakcia DNA z tepelne
inaktivovanych bakteridlnych kultur pomocou reagencnej sady DNA — QlAamp® DNA Mini Kit
(Quiagen, Nemecko). Vyizolovana DNA bola nasledne fluorometricky kvantifikovana s vyuzitim
pristroja QuBit 4.0 (1X dsDNA HS Assay Kit) a zriedend na poZadovanu koncentraciu. Sek-
venacné kniznice boli pripravené s vyuZzitim Illumina Nextera XT Kit (Illumina, Kalifornia, USA).

Sekvenovanie bolo vykonané pomocou platformy lllumina MiniSeq, s pouZitim sek-
venacnej reagencie MiniSeq High-Output Reagent Kit (300 cyklov). Generovanie sekvenacnych
dat prebehlo vo formate FASTQ.

Bioinformatické spracovanie vystupnych dat

Sekvencie boli analyzované softvérom TB-Profiler (v6.2.1 so zabudovanou databazou
mutdcii asociovanych s rezistenciou, ktoré su zahrnuté v katalégu WHO (WHO, 2021; Verbovel
et al.,, 2022).

63



JLF UK v Martine, 2025

Vysledky
Kvalita sekvenacnych dat

Minimalne kritéria pre kvalitu sekvenaénych dat zahffiali nasledovné: priemerna hibka
pokrytia ¢itani 30x a minimalne 90 % referencného gendmu malo byt pokryté jednotlivou sek-
venciou. Pre nami analyzované vzorky boli splnené vsetky vyssie uvedené poziadavky.

Porovnanie profilov rezistencie

Okrem samotnej citlivosti na DLM a PTM bola hodnotena aj rezistencia na iné antitu-
berkulotikd. Spomedzi ostatnych antituberkulotik dominovala navyse rezistencia na rifampi-
cin a izoniazid (tab. 1).

Tab. 1: Prehlad vysledkov genotypovej rezistencie izolatov s fenotypovou rezistenciou na PTM a DLM.

Fenotypova Potet Fenotypova rezistencia na ostatné lieciva Pocet
rezistencia na izoltov izolatov
DLM/PTM
Skrizena RIF + INH + EMB + ETH 1
rezistencia RIF +INH + ETH + KAN + STM 1
RIF + INH + EMB + KAN + STM 1
6 RIF + INH + EMB + PZA + KAN + STM + FQ 1
RIF + INH + EMB + PZA + KAN + STM + FQ+ PAS 1
LZD 1
PTM 4 DS 4
PTM — pretomanid; PTM/DLM - skrizena rezistencia na pretomanid a delamanid; RIF — rifampicin; INH —
izoniazid; EMB — etambutol; PZA - pyrazinamid; ETO — etionamid; LZD — linezolid; FQ — fluorochinolény; STM
— streptomycin; KAN — kanamycin; PAS — kyselina para-aminosalycilova; DS - citlivy na lieciva

Vystupy zo sekvenacnych dat

Medzi analyzovanymi izoldtmi dominovala sub-linia Beijing 2.2.1 (70 %). Ostatné izo-
laty patrili do sub-linii (1.1.3.1 10 %; 1.1.1.1 10 %; 4.1.1.3 10 %) (tab. 2).

V 80 % izolatov boli identifikované genetické varianty asociované s rezistenciou voci
dal$im antituberkulotikam: RIF (50 %), INH (50 %), EMB (40 %), PZA (20 %), ETO (30 %), LIN (10
%), FQ (20 %), KAN (40 %), STM (40 %) a PAS (10%). VSetky detegované mutacie boli podla
katalédgu WHO klasifikované ako varianty zo Skupiny 1, teda mutdcie s potvrdenou asocidciou
s rezistenciou (tab. 2).

Z vysledkov zaroven vyplyva, Zze 57 % izolatov zo sub-linie Beijing 2.2.1 vykazovalo naj-
rozsiahlejsi profil rezistencie.

Okrem uvedenych rezistencii boli identifikované aj dva varianty potencidlne asocio-
vané s rezistenciou na pretomanid a delamanid. Variant ddn p.Trp27* bol identifikovany v izo-
late patriacom do Indo-ocednskej sub-linie 1.1.3.1., ktory bol fenotypovo rezistentny voci pre-
tomanidu a delamanidu. KedZe tento variant vedie k strate funkcie proteinu, je podla katalégu
WHO zahrnuty do Skupiny 2.

Druhy variant ddn p.GIn58* bol detegovany v izolatoch sublinie Beijing 2.2.1, fenoty-
povo rezistentnych na pretomanid. Aj tento variant je podla katalégu WHO klasifikovany v
Skupine 2, kedZe zodpoveda “non-sense" mutacii enzymu.

Nakolko v pripade variantu fgd1 ¢.960T>C ide o synonymicku mutaciu, nie je mozné
uvazovat o asociacii s rezistenciou na DLM alebo PTM.
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Tab. 2: Genotypova charakterizdcia jednotlivych izolatov: priradenie fylogenetickej sub-linie; profil rezistencie na
antituberkulotika vsetkych linii.

- ID | Sub-li- gDsT
vzorky | nia
PTM DLM RIF INH EMB PZA ETO LZD FQ KAN STM PAS
inhA c.- inhA c.-
ddn ddn rpoB | 777C>T, 777C>T,
DLM/PTM (157/25| 1.1.3.1 | p.Trp27** | p.Trp27** | L452P | 121T 1217
rplC
DLM/PTM ([162/25|4.1.1.3 C154A
rpoB
221 *fgd1 *fgdl [S450L,| katG | embB ethA c.- rrs
DLM/PTM [176/23 ¢.960T>C | c.960T>C |G761A| S315T | D354A 77>C eis .-37G>T|n.517C>T
2921 ddn ddn
PTM 220/23| 7 p.GIn58** | p.GIn58**
291 *fgd1 *fgd1 rpoB | katG | embB rrs
DLM/PTM [279/19 - ¢.960T>C | ¢.960T>C |S450L| S315T | T319C n.1401A>G|rpsL L43A
291 *fgd1 *fgd1 rpoB | katG | embB | pncA ethA gyrA | eisc.-
DLM/PTM |[305/22 o ¢.960T>C | c.960T>C |SA50L| S315T | M306V | A140P | c.703delT D94T| 10G>A |rpsL L43A
291 ddn ddn
PTM 326/23 o p.GIn58** | p.GIn58**
2921 *fgd1 *fgd1 rpoB | katG | embB | pncA gyrA | eisc.- folC
DLM/PTM |[460/20 B ¢.960T>C | c.960T>C |S450L| S315T | M306V | AP54L D94A| 12C>T |rpsL L4A3A|p.143T
2921 *fgdl *fgd1
PTM 718/23 o ¢.960T>C | c.960T>C
1111 *fgd1 *fgd1
PTM 740/23| c.960T>C | c.960T>C
pDST — fenotypové stanovenie citlivosti na lieciva;
* - mutdcia neasociovand s rezistenciou
** _ klinicky relevantné varianty, v katalégu WHO zahrnuté do Skupiny 2

Diskusia

V tejto Studii sme sa zamerali na genotypovu analyzu izolatov vykazujucich zvysené
hladiny MIC vo¢i pretomanidu a delamanidu v obdobi rokov 2019-2025. Fenotypova analyza
ukazala rozdielnu Uroven skrizenej rezistencie medzi oboma lieé¢ivami, kedZe v sibore sa vy-
skytovali iba dva fenotypové profily: izolaty s mono-rezistenciou na pretomanid a izolaty vy-
kazujuce skrizenu rezistenciu na pretomanid aj delamanid. Podobny fenotypovy vzorec bol
opisany aj v predchdadzajucich pracach (Battaglia et al., 2020; Lee et al., 2020).

Dominancia poly-rezistentnych izolatov sub-linie Beijing 2.2.1 podporuje existujuce hy-
potézy o zvysenej schopnosti tejto fylogenetickej podlinie akumulovat mutacie asociované s
rezistenciou, ako aj jej epidemiologickej Uspesnosti (He et al., 2021; Silcocks et al., 2023).

Dva izolaty niesli mutaciu p.GIn58 v géne ddn. Tento variant bol uz predtym asociovany
so zvySenymi hladinami MIC pretomanidu a delamanidu, priblizne na Grovni 4 ug/ml (Battaglia
et al., 2020; Timm et al., 2023). Rovnako ako v uvedenych studidch (Battaglia et al., 2020;
Timm et al., 2023), aj nase izolaty niesli tito mutdciu v ramci pod-linie Beijing 2.2.1. Podobne
mutdcia ddn p.Trp27, ktora tiez vedie k predcasnej termindcii proteinu ddn, bola nedavno opi-
sand v praci Chen et al. (2025). Obe mutacie boli v inych siboroch spdjané aj s vyssimi hodno-
tami MIC (8-16 pg/ml), a kedZe boli dokumentované v rovnakych fylogenetickych sub-liniach
ako nase izolaty, je mozné, Ze tieto varianty cirkuluju v Specifickych liniach M. tuberculosis
(Bateson et al., 2022).

Mutaciu fgd1 c.960T>C, pritomnu v Styroch izoldtoch, nemozno povaZovat za variant
asociovany s rezistenciou, kedze nemeni zloZzenie aminokyselinového retazca proteinu a WHO
ho vo svojom katalégu neuvadza (WHO, 2021). Hoci bol v Studii Naufal et al., 2025 opisany ako
marker sub-linie Beijing 2.2.1, nase vysledky tento zaver nepodporuju, kedZe sme ho zazna-
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menali aj v izolate patriacom do sub-linie 1.1.1.1. |zolaty s tymto variantom mali navyse rov-
naké hodnoty MIC ako referenény kmen Mtb H37Rv (Reichmuth et al., 2020), ¢o naznacuje, Ze
variant neovplyviuje fenotypovu citlivost na PTM a DLM.

Potencidlne klinicky relevantné mutdcie boli teda detegované najma v izolatoch sub-
linie Beijing 2.2.1 a v jednom izolate sub-linie 1.1.3.1, ktory sucasne vykazoval rezistenciu voci
RIF, INH a ETO. Hoci sa Mtb izolaty Indo-oceanskej linie 1 (L1) v poslednych rokoch nepovazo-
vali za epidemiologicky vyznamné, v sulade s pracou Bateson et al. (2022) je naznacované, ze
aj L1 mobZe predstavovat potencidlny rezervodr mutdcii asociovanych s rezistenciou na

.....

Najvacsou limitaciou nasej studie je maly pocet klinickych vzoriek a netplne dostupné
fenotypové Gdaje MIC pre obidve lieCivd, ¢o moze Ciastocne ovplyvnit interpretaciu jednotli-
vych variantov.

Zaver

V tejto Studii sa nam podarilo identifikovat mutdcie v géne ddn, ktoré mézu suvisiet so
vznikom rezistencie na PTM a DLM, lieciva klucové v liecbe MDR-TB a pre-XDR-TB. Ide o prvé
takto zdokumentované pripady na tzemi Ceskej republiky, ¢o pod¢iarkuje vyznam nasho pi-
lotného sledovania a poukazuje na potrebu dalSieho monitoringu. Buduce aktivity budu sme-
rovat k rozsireniu genotypovej analyzy na vsetky izolaty so zvySenymi hodnotami MIC, ktoré
budu v najblizsich mesiacoch rutinne testované, s ciefom presnejsie charakterizovat spektrum
mutdcii spojenych s rezistenciou na PTM/DLM.

Tdto publikdcia vznikla vdaka podpore grantov APVV-18-0084, APVV-22-0342, VEGA-
1/0093/22, VEGA 1/0049/25, VEGA 1/0036/26 a Grant UK/1215/2025.
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