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PREHLEDY A ODBORNA SDELENI

Vakciny z pohledu farmaceuta
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Vaccines from the perspective of a pharmacist

Ale§ Franc

Doslo 25. ¢ervna 2020 / Ptijato 1. Cervence 2020

Souhrn

Oblast vyvoje, vyroby a bezpecnosti vakcin se v posledni
dobé dostava do zorného pole vefejnosti. Cilem tohoto
prehledového ¢lanku neni poskytnout vycerpavajici in-
formace o vyvoji a vyrobé vakcin, coz by ani na ome-
zeném prostoru nebylo mozné. Jeho smyslem je v krat-
kosti nastinit strucny ptehled principti, vyvoje a vyroby
zakladnich druhl vakcin a poukazat na benefity a rizi-
ka z pohledu farmaceuta. Ten se mize podilet nejen na
zakladnim vyzkumu, ale jeho role je ptedevsim ve for-
mulaci 1€ékové formy, registraci vakciny, jeji distribuci
a osvétove a edukacni Cinnosti smérem k laické i odborné
vetejnosti.

Kli¢ova slova: vakcina ¢ vyzkum * vyvoj * vyroba * bez-
pecnost

Summary

The field of development, production and safety of
vaccines has recently come under the public eye. The
aim of this review article is not to provide comprehensive
information on the development and production of
vaccines, which would not be possible even in a limited
space. Its purpose is to outline a brief overview of the
principles, development, and production of basic types
of vaccines and point out the benefits and risks from
the perspective of a pharmacist. He can participate
not only in basic research, but his role is mainly in the
formulation of a dosage form, registration of a vaccine,
its distribution, and educational activities towards the lay
and professional public.

Key words: vaccine ¢ research ¢ development -«
production e safety

Uvod

Clanek se z pohledu farmaceuta snazi struéné popsat
problematiku vakcin s diirazem na jejich principy, vy-

doc. PharmDr. ThDr. Mgr. Ale§ Franc, Ph.D., ThD. (<)
Ustav farmaceutické technologie

Farmaceuticka fakulta, Masarykova univerzita
Palackého tiida 1946/1, 612 42 Brno

e-mail: franca@pharm.muni. cz

robu, slozeni a aplikaci. Pfedpoklada u ctenare zakladni
orientaci z oblasti mikrobiologie a imunologie, jelikoz
pouziva nekteré terminy, které zde nejsou blize vysveét-
leny. Taxonomie vakcin neodpovida jednotlivym pa-
vodctim nemoci (jsou vedle sebe fazeny vakciny proti
virim, bakteriim, prvokim a okrajové i nadorovym bun-
kam), ale pravé uvedenému farmaceutickému aspektu.
Nejprve jsou popsany vakciny dle jejich podstaty (zivé,
inaktivované, subjednotkové, §tépné, toxoidy, rekombi-
nantni, vektorové, DNA, peroralni rostlinné a virim po-
dobné castice). Poté jsou stru¢né probrany cesty aplikace
s ohledem na lékové formy a jejich sloZeni (injectabilia,
transdermalia, nasalia a peroralia). Zavérem je kratce
pojednano o jisténi jakosti z vyrobniho pohledu a jsou
nastinény dalsi vyzvy pro vyvoj novych vakcin.

Co je to vakcina

Vakcina je biologicky piipravek uréeny k navozeni
¢i zvyseni specifické a aktivni imunity vici infekénimu
agens. Byva vyrobena z oslabenych nebo usmrcenych
forem patogenti (bakterii a vird) nebo jejich Casti, pii-
padné odvozenych agens (napf. toxoida), které maji anti-
genni specificitu a dokazou v hostiteli vzbudit imunitni
odpovéd, resp. tvorbu protilatek ¢i bunkami zprostred-
kovanou imunitu. Zaroveil nesmi byt pro organismus
toxické. Vakcina stimuluje imunitni systém organismu,
aby rozpoznaval a ni¢il patogen jako cizorody prvek
a zaroven si ,,pamatoval® jeho antigen, ktery by imunit-
ni systém mohl v budoucnu snadnéji eliminovat, aniz by
doslo k rozvoji infekéniho onemocnéni?. Vakciny dnes
nejsou zaméfeny jen na mikroby, ale vyuziva se jich
s riznym Uspéchem i k 1é¢bé¢ a prevenci nadorovych one-
mocnéni, resp. k imunitni eliminaci nadorovych buné&k?.
Rozeznédvame vakciny monovalentni, obsahujici antige-
ny proti jedné nemoci, nebo polyvalentni, obsahujici vice
antigentl proti vice pivodciim nemoci.

Kratka historie a souéasnost

Je znamo, ze jiz ve stfedovéku Indové pozivali hadi
jedy k imunizaci proti hadimu ustknuti, v ¢emz nékte-
il rozpoznavaji prvni zdokumentované pouzivani to-
x0id?. V Ciné jiz v roce 1695 pouzivali tampény na-
macené v 1ézich pravych nestovic (variola) k imunizaci
zdravych jedinct, kterym potirali nosni sliznice?. Za po-
Catek vakcinace je mozné povazovat az aplikaci rozdrce-
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ného nestovicného strupu z vemene dojnice (latinsky va-
cca), ktera prodélala kravské nestovice, k imunizaci proti
variole, kterou provedl v roce 1796 anglicky lékat Ed-
ward Jenner. Louis Pasteur pak poprvé formuloval teorii
o mikrobech jako zdrojich infekénich nemoci a v roce
1885 ptipravil vakcinu z oslabeného viru vztekliny (ly-
ssavirs). Jiz v roce 1830 byla na naSem tzemi nejvétsi
proockovanost proti variole a jeji eradikace o celé stoleti
predbéhla svoji dobu. Détska obrna (poliomyelitis) u nas
vymizela v roce 1961 diky Sabinové vakcing, zatimco
jeste v roce 1988 bylo ve svété hlaseno 350 000 ptipa-
dii. Rovnéz o¢kovani proti TBC, které v Ceskoslovensku
probihalo v letech 1953-2010, az 40krat snizilo pocet
ptipadi oproti zbytku svéta¥, kde nyni umira roéné vice
nez 1 500 000 1idi®. Zasluhu zde maji zejména virologo-
vé Dmitrij Slonim, Karel Zaéek a epidemiologové Vilém
Skovranek, Adam Ervin a Karel Raska”. Ve veterinarni
medicing v roce 2002 doglo v Ceské republice k eradikaci
vztekliny (rabies) u liSek diky kladeni ndvnad s peroralni
vakcinou, které byly pozdéji shazovany z letadla®. Podle
WHO vakcinace kazdoro¢né na celém svété obecné za-

bratiuje asi 2—3 milionim umrti®. Vzhledem k vakcinaci
zcela vymizela variola, pficemz jeji posledni vyskyt byl
zaznamenan v roce 1979 v Somalsku. Ptes tyto Gspéchy
existuji nékteré patogeny, véetné HIV, ptivodce malarie
a respira¢niho syncytialniho viru (RSV), které jsou vici
vsem pokustim o vyvoj vakciny rezistentni a piedstavuji
vyzvu vSem védclim na tomto poli'®. V soucasnosti se
u nas uskutecnuje vakcinace v raném détstvi napiiklad
proti zaskrtu (difterie), tetanu, cernému kasli (pertussis),
zloutence typu B (hepatitis B) nebo poliomyelitis a peri-
odicky proti tetanu. Tim doslo k jejich dramatickému sni-
Zeni ¢&i eradikaci'). O¢kovaci kalendat v Ceské republice
je uveden v tabulce 1.

Druhy vakcin

Vakciny dokazou stimulovat at’ uz humoralni, nebo
bunéénou imunitni odpoveéd’ a jejich design se vyvijel
v souvislosti s rozvojem védeckého poznani. Pres pivod-
né ,,jednoduse oslabené ¢i usmrcené mikroby se stale
vice uplatiiovaly postupy biotechnologie, molekularni

Tab. 1. Ockovaci kalendar (https://'www.vakcinace.eu/ockovani-v-cr)

Vék Povinné o¢kovani Nepovinné ofkovani
nemoc ockovaci latka nemoc ockovaci latka
5 (L Give £ G (43Tan tuvbf:rk.ulohza (Pouze urizikovych | BCG vaccine SSI
déti s indikaci)
difterie, tetanus, pertussis, hexavakcina: Hexacima pneumokokova | Synflorix,
polyomyelitis, hepatitida Infanrix hexa (1. davka) onemocnéni Prevenar 13
od 9. tydne typu B, onemocnéni (1. davka)
vyvolana Haemophilus
influenzae typu B
difterie, tetanus, pertussis, hexavakcina: Hexacima pneumokokova | Synflorix,
polyomyelitis, hepatitida Infanrix hexa (2. davka onemocnéni Prevenar 13
4. mésic typu B, onemocnéni za 2 mésice po 1. davce) (2. davka za
vyvolana Haemophilus 2 mésice po
influenzae typu B 1. davce)
difterie, tetanus, pertussis, hexavakcina: Hexacima pneumokokova | Synflorix,
polyomyelitis, hepatitida Infanrix hexa (3. davka) onemocnéni Prevenar 13
11. azZ 13. mésic typu B, onemocnéni (pteockovani)
vyvolana Haemophilus
influenzae typu B
morbili, parotitis, rubeola Priorix
13. az 18. mésic M-M-RVAXPRO
(1. davka)
morbili, parotitis, rubeola Priorix
5. az 6. rok M-M-RVAXPRO
(2. davka)
morbili, parotitis, rubeola dTap vakcina:
5. 2% 6. rok Infanrix Adacel
(pfeockovani)
morbili, parotitis, rubeola dTap-IPV
10. az 11. rok vakcina: Boostrix polio
(pteockovani)
onemocnéni Cervarix, Gardasil,
13. aZ 14. rok lidskym Gardasil 9
papilomavirem | (celkem dvé davky)
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biologie a genetiky. Vznikaly tak nové druhy bezpecné;j-
Sich vakcin, jako jsou napf. rekombinantni, vektorové
si sice zachovaly svoji antigenni specifi¢nost, ale jejich
ucinnost musela byt v fadé ptipadii zvySovana imunoad-
juvanty. U kazdé vakciny je proto tfeba zvazit zejména
dvé hlediska, kam patii reaktivita a imunogenita. Reak-
tivita je schopnost vakciny vyvolat obvykle i nezadouci
odezvu organismu (horecka, bolest, obstipace, neurotoxi-
cita, febrilni kfece nebo anafylakticky Sok) a imunogeni-
ta je schopnost vyvolat adekvatni imunitni odpovéd™?.
Samotné druhy vakcin, véetné nejdilezitéjsich pomoc-
nych latek, Iékovych forem a technologii jejich ptipravy,
jsou kratce zminény v nésledujicim textu.

Atenuované vakciny

Jedna se o jednu z plvodnich technologii pifipravy
z celych oslabenych bakterii ¢i virt, kterd je znama pod
nazvem LAV (live attenuated vaccines). Technologie
byla rozvinuta v padesatych letech 20. stoleti a dnes se
od ni z diivodu bezpecnosti v mnoha piipadech upousti.
Mikrobi jsou zde plisobenim nejriznéjSich exogennich
faktor( oslabeni, aby se nemohli pfi aplikaci do lidského
organismu mnozit. Maji vS§ak zachovanou antigenni spe-
cificitu, ktera je dostatec¢na k vyvolani imunitni odpovédi
i po jedné davce, ktera je srovnatelna s pfirozenym one-
mocnénim a poskytuje dostateény ¢as k produkci pame-
tovych T-lymfocyti. Historicky se LAV vyuzivaly k pro-
dukci vakcin nejCastéji z viru spalnicek (morbilliviru),
polioviru, flavivirQ, paramyxovird a rotavira'?. Kultivace
miize probihat na vhodnych Zivnych médiich, obsahuji-
cich nejcastéji zviteci ¢i lidské tkané nebo bunky. U vird
se da vyuzit oplodnénych vajec, zvitecich embryi nebo
zviteci ¢i lidské kultury fibroblast.. Naptiklad paramy-
xovirus parotititis 1ze produkovat na kufecich embryich
a poliovirus na tkanové kultufe opicich jater'V. K deak-
tivaci mikrobli se da vyuzit chemické nebo fyzikalni
inaktivace. Z chemickych cinidel se nejcastéji pouziva-
ji formaldehyd, fenol, hydroxid sodny, saponiny apod.
a z fyzikalnich metod teplota ¢i UV zafeni'®. V soucasné
dobé existuje celkem pét LAV vakcin, které doporucuje
WHO. Jedna se o bakterialni vakcinu proti ptivodci tu-
berkulozy Mycobacterium tuberculosis, zalozené na Ba-
cillus Calmette-Guérin (BCG)'®, coz je oslabeny kmen
Mycobacterium bovis se snizenou virulenci, a virové
vakciny, kam patii peroralni vakcina proti poliomyelitidé
(OPV)', rubeole'®, rotaviru'” a zluté zimnici (YF)?.

Inaktivované vakciny

Jde zfejmé€ o historicky nejstarsi vakciny. Jedna se
o chemicky nebo fyzikaln€ usmrcené celé bakterie nebo
viry, které jiz nemohou ani potencialné zpasobit infek¢ni
onemocnéni. Pouziva se pro né zkratka KA (killed anti-
nita, stejn¢ jako reaktivita KA (zejména erytém, horecka,
bolestivost) jsou vysoké, a v soucasné dobé se proto ru-
tinn€ nepouzivaji. Nestaci je obvykle podat v jediné dav-
ce?. Ziskavaji se stejné jako LAV, av§ak namisto oslabeni
se pozivaji metody usmrceni, kam patii depozice vakciny

pusobenim nejcastéji roztoku kyseliny askorbové, beta-
-aminofenylketonu, ethyleniminu, formaldehydu, fenolu,
propiolaktonu nebo jejich smési. Z fyzikalnich metod jde
o pusobeni zvyseného tlaku, teploty, UV zafeni apod.
Tyto metody se mohou mezi sebou kombinovat®. Ne-
davno se ke klinickym tcelim vyuzivaly napiiklad KA
vakciny proti HIV, hepatitidy B a C*, chiipce (influen-
za) apod.?®. V soucasné dobé je ve veterinarni mediciné
zkoumana KA vakcina z nového delta-koronaviru prasat
(PDCoV), ktery zpiisobuje akutni prijem, zvraceni, de-
hydrataci a imrtnost u novorozenych selat, cozZ ma za na-
sledek vyznamné hospodaiské ztraty. Vakcina vyvolava
silnou humoralni imunitu®®. V humanni medicin¢ WHO
v soucasné dob¢ doporucuje inaktivovanou vakcinu proti
pertussis (WP)* a poliomyelitidé (IPV)?7.

Subjednotkové vakciny

Jde o inaktivované subjednotkové vakciny SUV (subu-
nit vaccines), které obsahuji pouze komponenty mikrobu,
které jsou zodpovédné za imunogenitu. Usmrceny pato-
gen je zde rozloZen, jeho komponenty separovany a dale
pouzity k ptipravé vakciny. SUV obsahuji jen povrchové
antigeny, neobsahuji antigeny vnitini, a maji proto slabsi
imunogenitu®®. Mohou se ¢lenit podle obsahu kompo-
nent na proteinové, polysacharidové a konjugované.
V soucasné dobé se pouzivaji jak proti bakteriim, tak
proti virim. Jako protibakterialni vakcinu WHO dopo-
rucuje proteinovou acelularni vakcinu proti pertussis
(aP), obsahujici proteinovy toxoid s pfipadnou slozkou
dalsich subcelularnich soucasti*”. Z protivirovych vak-
cin sem patii vakcina proti hepatitidé B, ktera se sklada
z povrchového proteinového antigenu viru hepatitidy B
(HBsAg)*?. Nékteré bakterie, jako jsou pneumokoky, vy-
tvareji polysacharidovy obal, ktery ztéZuje imunitni od-
poveéd hostitelského organismu. Téchto polysacharidii se
vyuziva k tvorbé polysacharidové vakciny. Jejich mo-
lekuly jsou vsak malé a nebyvaji dostatecné imunogenni,
a proto se nepouzivaji u déti do 2 let. Patfi sem vakci-
na Pneumo23, ktera chrani proti 23 typiim pneumokokil
a obvykle se pfeo¢kovava po 5 letech®). Imunogenitu Ize
cilené potencovat konjugaci, resp. vazbou s proteinem,
coz vyvola imunitni odpoveéd’ i u kojencii. Pouzivaji se
k tomu ridzné proteinové nosice, vcetné difterického to-
xoidu (DT) a tetanického toxoidu (TT). V soucasné dobé
se pouzivaji konjugované vakciny pro meningokokové
infekce, infekce bakterii Haemophilus influenzae typu
b (HIb)*? nebo sedmivalentni (PCV-7), desetivalentni
(PCV-10) nebo tfinactivalentni (PCV-13) pneumokovy
konjugat proti pneumokokové infekci®®.

Stépné vakciny

Stépené inaktivované vakciny SV (split vaccines)
obsahuji rozstépené Castice mikrobli a obvykle jak
vnéjsi, tak vnitini antigeny, ¢imz se lisi od SUV. Jejich
reaktivita je minimalni, av§ak imunogenita pftijatelna®?.
Virové kultivary jsou zde inaktivovany, §tépeny, separo-
vany a z viri je odstranén lipidovy obal. Takto pfipra-
vena vakcina proti influenze obsahuje pouze hemagluti-
nin (H), neuraminidazu (N), RNA a nukleoproteiny. Pti
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kazdorocnim opakovaném ockovani proti influenze né-
kteti davaji prednost pravé SV, které pfi srovnani se SUV
vedou k vy$§imu vzestupu titru protilatek®. I zde se ale
stale hleda zptisob jak zvysit jejich imunogenitu. Jednim
ze zpusobu je napiiklad obaleni antigennich $tépi do ka-
tionickych liposomi*®. Komerénich SV se vyuziva pravé
k vakcinaci proti influenze®”.

Toxoidy

Jedna se o vakciny vyrobené z bakteridlniho proteino-
vého toxinu, inaktivovaného ve forme toxoidu (T), ktery
je pro organismus netoxicky, ale pfesto ma potiebnou
imunogenitu. Mohou byt tekuté, vysrazené, purifikova-
né nebo adsorbované na pfislusny sorbent. Pii vyrobé
vakcin se dodnes pouzivaji endotoxiny produkované
bakteriemi Clostridium tetani ve formé tetanotoxinu
zpusobujiciho tetanus a Corynebacterium diphtheriae
ve formé difterického toxinu zpisobujiciho diftérii®®. TT
a DT se vyrabégji inaktivaci nativnich toxind vhodnymi
deaktiva¢nimi ¢inidly. Naptiklad TT vznika z tetanotoxi-
nu, ktery se obvykle inaktivuje denaturaci formaldehyd-
em, coZ ov§em natolik méni jeho strukturu, Ze dochazi
k nedostate¢né imunitni odpovédi. Proto byva adsorbo-
van na hlinité nebo vapenaté soli, které zaroven slouzi
jako imunoadjuvans. Alternativné byl naptiklad botulo-
toxin BoNT (botulicky neurotoxin), produkt Clostridium
botulinum, vedle formaldehydu inaktivovan i alkylaci
jodacetamidem, coz snizilo jeho neurotoxickou aktivi-
tu na nedetekovatelnou uroven. Po imunizaci pak byly
hladiny neutralizacnich protilatek in vivo u mys$i 600krat
vy$§i nez hladiny produkované formaldehydovym
toxoidem®. Vakcinace TT je volné dostupna i v rozvo-
jovych zemich, presto naklady na dopravu jsou jednou
z vyznamnych piekazek, které lidem brani v oc¢kovani
na klinikach v subsaharské Africe*®. WHO doporucuje
vakcinaci proti diftérii a tetanu pravé formou vakcin ve
form& TT*Y a DT*?.

Rekombinantni vakciny

Rekombinantni vakciny RV (recombinant vaccines)
obsahuji zpravidla virové ¢astice, resp. fragmenty, které
se pii vyrobé SUV separuji z usmrcenych patogend. Zde
jsou vsak produkovany metodami genetického inzenyr-
stvi, a pfi jejich vyrobé tak odpada kultivace patogenu.
Pii vyvoji RV je nejprve tfeba zjistit strukturu imunogen-
niho fragmentu a izolovat gen, ktery je zodpoveédny za
jeho produkci. Tento gen je nasledné vpraven do genomu
kultivovaného mikrobu, obvykle kvasinky, Escherichia
coli nebo tkanové kultury savéich bunék. Biotechnolo-
gicky jsou v bioreaktorech nasledné produkovany dané
proteiny, které jsou vyuzity k vakcinaci. Prvni RV pro-
ti hepatitidé typu B na zakladé povrchového antigenu
(rHBsAg), coz jest neglykosylovany lipoprotein, byla
1é¢ebné vyuZita jiz v roce 1986*). Produkce antigenu
zde probiha v buiikach kvasinek, do kterych je vpraven
prislusny plasmid. Po fermentaci je kultivat Sté€pen a pii-
slusny protein je izolovan pomoci afinitni a hydrofobni
chromatografie. Ziskané proteinové nanocastice jsou
nasledn¢ inaktivovany formaldehydem a adsorbovany

na imunoadjuvant hydroxid hlinity*Y. V soucasné dobé
je vyvijena naptiklad RV k prevenci prijmovych one-
mocnéni zptsobenych bakteriemi rodu Shigella flexneri,
kde jsou imunogenni epitopy z membranového kanalu
a putativni lipoprotein produkovany v kultufe bakterii
Escherichia coli®®. Z komerénich vakcin se dnes vyuzi-
va rekombinantni vakcina proti hepatitidé B (rHBsAg)*
nebo vakcina proti humannimu papilomaviru (HPV)
k prevenci rakoviny délozniho ¢ipku®?.

Vektorové vakciny

Vektorové vakciny VV (vector vaccines) pouZzivaji
technologie RV s tim rozdilem, ze pracuji s celymi mi-
kroby, které se stavaji nosi¢i heterogennich antigent.
Principem VV je vklonovani antigenu pochazejiciho
z patogenu do nepatogenniho mikrobu za ucelem vytvo-
feni epitopu, ktery je schopny vyvolat imunitni odezvu.
Vyuzivaji se zde napiiklad virdlni nosi¢e odvozené od
DNA adenovirQ, poxvirti, herpes vird, pikornavirQ, cy-
tomegaloviru a RNA retrovird a flavivird*®. Takto upra-
vené VV jsou na rozdil od fady polypeptidovych SUV
obvykle schopné vyvolat humoralni i bunécnou imuni-
tu, neni zde tfeba pouzivat imunoadjuvanti a pti vyrobé
vakciny odpadaji nakladné purifika¢ni technologie®. Asi
nejrozsirenéjSimi vektorovymi jednotkami jsou dsDNA
viru varioly a pfibuzné nepatogenni vaccinia viry z rodu
poxvird, které se replikuji v cytoplazmé infikované bun-
ky*?. Infekce virem vaccinia byva mirna, obvykle bez-
priznakova, pficemz chrani pted variolou. Vaccinia vi-
rus piijima a transkribuje velké useky exogenni DNA,
pojme az 30 genu a vytvati dlouhodobou imunitu'* 3b.
V soucasné dob¢ se ve vyzkumu vyuzivaji i bakterialni
vektory, kam se fadi napt. bakterie druhu Typhimurium,
Clostridium nebo Salmonela, které vedle onkolytickych
virti (adenovirti a echovirl) mohou zabezpecit produkci
vakcin s cytostatickou, resp. onkolytickou aktivitou na
zaklad¢ transportu genl zodpovédnych za apoptdzu na-
dorovych bunék’?. Dnes jiz existuje fada vektort, kte-
ré maji potencial indukovat robustni imunitni odpovéd,
a nekteré zatim ukazuji, Ze mohou byt dobie tolerovany
a posléze vést k vyvoji novych vakcin.

Genové (DNA) vakciny

Genové vakciny predstavuji novou moznost imuniza-
ce a imunoterapie, ktera kvalitativné prevysuje KA nebo
SUV. Jedna se o rekombinantni technologii, kde je za tera-
peuticky efekt zodpovédna nativni DNA. Principem DNA
vakein je schopnost predavat geny hostitelskym buiikam.
Vakcina proto obsahuje jeden nebo ne€kolik gend, které se
jejim prostfednictvim vnaseji do bunék hostitelského or-
ganismu (zvifete nebo potencialné ¢loveka), jehoz meta-
bolické procesy poté syntetizuji proteiny na zakladé genti
ptitomnych v plasmidu, ktery je schopny proniknout do
bunky. Alternativné mtze byt DNA zapouzdiena v pro-
teinu, ktery usnadnuje jeji vstup do bun¢k. Bylo zjisténo,
7e intramuskularni injekce plasmidu DNA, kodujiciho
protein viru influenzy, je na mys$im modelu schopna vy-
volat aktivaci specifickych cytotoxickych T-lymfocytd,
které pozd¢ji zvite chrani pfed onemocnénim zplsobe-
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nym timto virem. Plasmidy mohou ovSem nést i geny
kodujici vylucovani i jinych latek, napt. cytokind, pii-
padné i jinych molekul s imunostimulaénim efektem®?,
Mechanismus DNA vakcin skyta nadéji k vyvoji vakcin
proti onemocnénim, proti kterym zatim uspés$né ¢i trvale
ockovat nelze. Je totiz zndmym faktem, ze nékteré viry,
jako jsou ortomyxoviry nebo HIV, snadno mutuji, resp.
meéni svij zevni obal, aby nevzbudily imunitni odpoveéd,
coz je prave piekazkou uspésného vyvoje vakcin. Av§ak
vnitrobunécné proteiny mutuji velmi neochotné a stale
pritom obsahuji antigeny, na néZ se mohou vazat cyto-
lytické T-bunky. Hlavnim cilem DNA vakciny je proto
navodit imunitu proti tém infekcim, u nichz tradi¢ni vak-
ciny a terapie nejsou Uspésné, zdokonalit stavajici vak-
ciny nebo 1é¢it chronickd onemocnéni. V soucasné dobé
probiha klinické hodnoceni DNA vakciny proti viru Zika
ZIKV VRC5283, kde byl na opi¢im modelu sledovan
ptrenos z matky na plod. V porovnani s neimunizovanymi
zvitaty doslo u téch ockovanych k vyznamnému snizeni
incidence velikosti a délky matei'ské viremie, Casné ztra-
té plodu, fetalni infekce a fetalni patologie mozku¥. Po-
dobné probihaji testy vakciny proti HIV3. Tyto vakciny
zatim nejsou schvalené k 1écbé.

Perordalni rostlinné vakciny

Podani peroralnich vakein ma byt vhodnou alternativou
k injekeéni aplikaci, jelikoz tato dle WHO zptisobila az
15 000 000 ptipadl kontaminace hepatitidou B a dal$imi
patogeny, napf. HIV®, Nadéjnym druhem jsou tzv. pe-
roralni rostlinné vakciny PLV (plant-based peroral vacci-
nes). Tento druh je v principu odvozen od RV vakcin s tim
rozdilem, Ze hostitelskym organismem je rostlinna buiika
tzv. transgenni rostliny. K jejich produkci se vyuziva ge-
netickd agrobakterialni transformace napf. pomoci bak-
terie Agrobacterium tumefaciens, jejiz plasmidy nesou
regulacni geny. Vzhledem k schopnosti této bakterie pre-
naset DNA do rostlin byla uskute¢néna tada cilenych pie-
nositi genetické informace do rostlinnych bunék. Pomoci
rekombinantni T-DNA byla vyprodukovana fada proteinii
véetné antigentl, jako je napf. glykoprotein S koronavi-
ru.’” V soucasnosti bylo vyvinuto ptes 700 PLV proti
napi. Escherichia coli, Vibrio cholerae, Plasmodium fal-
ciparum, rabies, rotaviru, viru hepatitidy A, B a C, morbi-
1li viru, rinoviru, papilomaviru, cytomegaloviru atd.*®. Od
osmdesatych let 20. stoleti, kdy se tyto technologie zaca-
ly zkoumat, vyvoj notné pokrocil a dnes se k pfenosim
antigent do rostliny pouzivaji i virové vektory. Uvadi se,
ze vyuziti jedlych ¢asti takto geneticky modifikovanych
rostlin jako vakcina¢niho materidlu je vzhledem k ab-
senci kryptickych patogent zcela bezpecné. Pii vyrobé
PLV, kdy Iékovou formu tvofi naptiklad lyofilizovana
a enterosolventné enkapsulovana droga, neni ani potieba
nakladnych fermentacnich a purifika¢nich postupti, steri-
lizace 1ékové formy a specidlniho skladovani. Peroralni
vakcinace navic zplsobuje vzestup jak sliznicnich IgA,
tak systémovych IgG protilatek indukovanych kontaktem
antigenu se stfevni mukozou. Rizikem je ovSem moznost
vzniku tolerance, aniz by byl aktivovan imunitni systém
hostitele™. V sou¢asné dobé jsou ze strany FDA schvéle-

né dvé vakciny. Prvni je na bazi glukocerebrosidazy, pro-
dukované kulturami mrkvové nati. Druhou tvoii MucoRi-
ce B-subunit CTB, coz je podjednotka B-choleratoxinu,
produkovana semeny ryze®.
Viriim podobné Castice

VLP (virus like particles) jsou struktury o rozmérech
obvykle 30-90 nm, které vznikaji ,,samonaskladanim*
virovych proteinl. Neobsahuji nukleové kyseliny a cas-
to ani lipidové obaly. Jde o povrchové i vnitini proteiny
pozadovaného viru, které vytvareji tycovou nebo ikosa-
hedralni strukturu®). Ve v8ech téchto ptipadech maji po-
vrchy téchto VLP opakujici se strukturu, ktera je idealni
pro indukci humoralni i bunééné imunity®”. VLP struk-
turné jednoduchych virti se obvykle produkuji v kultu-
rach bakterii nebo kvasinek®. Proces zpravidla za¢ina
fermentaci rekombinantnich Saccharomyces cerevisiae,
které do média produkuji potfebny protein, ktery se ex-
trahuje a posléze purifikuje fadou fyzikalnich a chemic-
kych metod, jako je adsorpce na silikagelu, hydrofobni
interak¢éni chromatografie, ptipadné ultrafiltrace apod.
Ziskany protein byva oSetfen formaldehydem a nasledné
vysolen®. Piikladem je VLP odvozena od influenza viru,
ktera obsahuje povrchové proteiny H a N smisené s pro-
teiny M1 a M2 z jadra viru, které se poté samy sestavi do
struktury VLP. Vzhledem k tomu, ze se VLP nemohou
VLP jsou schvaleny FDA jako vakciny proti hepatitidé¢ B
(HepB) a lidskému papilomaviru (HPV)®.

Cesty aplikace

Vakciny byly béhem své historie aplikovany radou
cest. Patfi sem nejcastéji injekéni podani — intramusku-
larni (napt. HepB, 1PV, HiB, PCV-7, DtwP, DTaP, DT,
Td, TT), subkutanni (morbili, YF) nebo intradermalni
(napt. BCQ), kterymi se aplikuje vétSina vakcin. Ackoliv
je injekéni vakcinace nejvice rozsifena, ma fadu nevy-
hod, jako je napf. potieba vyskoleného zdravotnického
personalu. Vpich je navic bolestivy, mize zplsobit zra-
néni a mohou nastat komplikace pfi skladovani injekei.
Vedle toho se vyuziva i transdermalnich naplasti a intra-
nazalnich piipravka tézicich z velké sorpcni vlastnosti
nosni sliznice. I v soucasnosti je stale vyuzivané peroralni
podani (napt. OPV, rotavirus)®”.

Lékové formy a technologie vakein

Vakcina, stejné jako kterékoliv nové 1é¢ivo, samoziej-
mé prochazi narocnymi fazemi klinického hodnoceni,
kdy se v I. fazi hodnoti bezpeCnost a imunogenita, ve
1. fazi vedlejsi ucinky a optimalni davkovani a ve III.
fazi klinickd ucinnost. Vedle toho samoziejmée existuje
vyvoj lékové formy, véetné naro¢né faze detekce a bez-
pecné izolace antigenu, fyzikaln€ chemické i biologické
hodnoceni 1é¢ivého piipravku, jeho zavadéni do vyroby
vcetné testovani stability, validace vyroby a samotné re-
gistrace. Je zfejmé, Ze vyvoj moderni a bezpe¢né vakciny
trva fadu let.
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Injectabilia

Injek¢éni vakciny musi se samoziejmosti spliiovat
vSechny nalezitosti injekci. To se tyka i klasickych ka-
palnych injekcei a lyofilizatd, kde se injekce pfipravuje
pro rekonstituci in situ. Jejich vyvoj 1 primyslova vyro-
ba, ackoliv vychazi z biotechnologie a genového inze-
nyrstvi, se fidi béznymi standardy, jako je QbD (quality
by design)® s vyuzitim metod MVDA (multiviariate
data analysis)®. Pomineme-li nyni biotechnologické
a inzenyrské metody ziskavani antigenu, pak z hlediska
klasické farmaceutické technologie injek¢ni vakciny ob-
sahuji kromé béznych i specifické komponenty. Jak jiz
bylo feceno, fada vakcin neni schopna vyvolat dosta-
teCnou imunitni odpoveéd’, a proto se do nich pifidavaji
tzv. imunoadjuvanty, které v misté vpichu zajistuji ak-
tivaci eozinofilll a produkci IgE ve formé lokalniho za-
nétu. Obvykle se déli na anorganické slouceniny (napf.
slouceniny hliniku), bakterialni produkty (napt. muramyl
dipeptid), olejové emulze (znamé je tzv. Freundovo ad-
juvans) a imunostimulatory (cytokiny a interleukiny)”.
Mezi historicky a stale nejvice pouzivané latky patii
anorganické slouceniny jako hydroxid a fosfore¢nan hli-
nity a fosfore¢nan vapenaty’?. Tyto latky slouZzi zaroven
jako sorbenty, pticemz vznikla gelova struktura, ktera
muZe pozitivn€ ovlivnit i délku imunitni odpovédi™.
Vzhledem k casto kritizované toxicité hliniku se hleda
i fada jinych dostupnych a ucinnych latek, jako jsou riz-
né uhlovodiky z rostlinné, bakterialni a syntetické pro-
dukce apod.”. Pfitomnost imunoadjuvanti v rtznych
typech vakcin uvadi tabulka 2.

K dalsim latkdm patfi stabilizatory, jako jsou
napfiklad glutamat sodny, chlorid nebo siran hofecnaty,
které chrani pfed zevnimi vlivy. Déle jsou to aditiva ve
formé konstitucii zpravidla ve formé lyofilizovanych
injekei, jako jsou nejcastéji laktosa, sacharosa, gly-
cin a albumin. Vedle nich se pouzivaji protimikrobni

latky jako thiomersal, k jehoz vypusténi v USA a EU
doslo u détskych vakcin z hlediska toxicity, nebo 2-fe-
noxyethanol, fenol a formaldehyd. Nezaddoucimu mnoze-
ni potencialnich patogent Ize branit ptidavkem antibio-
tik, jako je neomycin. Vakciny pak samozfejm¢ mohou
obsahovat bézna pufracni ¢inidla. K rekonstituci lyofi-
lizath se pouziva fyziologicky roztok nebo voda pro in-
jekee™ ™. Vedle toho se mohou vyskytovat i kultivaéni
residua’™. Cesky lékopis u kontroly vakcin explicitné po-
zaduje zkousku na: pH, obsah adjuvans (hliniku a vapni-
ku), volny formaldehyd, fenol a vodu, vyuzitelny objem
a bakterialni endotoxiny. Vakciny se skladuji pfi teploté
5 £+ 3 °C, pticemz tekuté adsorbované vakciny nesmé;ji
zmrznout (Cl. 9.5:0153).

Transdermalia

Transdermalni imunizace TCI (transcutaneous immu-
nization) se stala atraktivni a alternativni cestou vakci-
nace a podnitila vyvoj vakcin. Umoziuji to dvé vrstvy
lidské kaze: epidermis a dermis, které obsahuji APC
bunky (antigen presenting cells), kam patii zejména
Langerhansovy buiky (LC), dermalni dendritické bunky
(dDC) a makrofagy, které dokazou reagovat na antigen
a zahajit imunitni odpovéd’. K dosaZeni optimalniho pfi-
stupu antigenu k APC, které indukuji aktivaci imunitni
odpovédi organismu, je tieba vyuzit synergie vhodné
cesty podani v koordinaci s potfebnymi komponenty
vakciny. V soucasné dobé se proto vyvoji TCI vénuje
zvysené usili, pficemz se vyuziva i synergickych systé-
mu a mechanismi ve formé napft. ultrazvuku’, ionto-
forézy™, mikrojehel™ a nejcastéji liposom®” nebo pev-
nych nanoemulzi®). Nad&jnymi se zde v posledni dobé
jevi exkluzivné aplikované casticové systémy na bazi
lipidu, jako jsou transferosomy®?, etosomy, kubosomy,
niosomy nebo disperze v oleji®®. Soucasné vyzkumy na
lidech, které se zabyvaly napt. ochranou pied pocatecni

Tab. 2. Piehled nékterych hodnocenych sloZeni k nazalni aplikaci na lidech®”

Systém Antigen Komentare

LAV pertussis

LAV RSV pro déti

LAV trivalentni influenza

KA influenza

KA trivalentni influenza pro déti

KA trivalentni influenza hodnoceno na HIV pacientech
KA trivalentni influenza pro déti

SUvV rCTB urceno pro horni cesty dychaci
SUV CTB uréeno pro dolni cesty dychaci
EP diphteria a tetanus

OMP Meningococcus skupiny B (Norsky typ) ziskana dobra buné¢nd imunita
OMP Meningococcus skupiny B

liposomy influenza, hepatitida B, TT

liposomy Streptococcus mutans

\'A% antigeny influenzy
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infekci Mycobacterium tuberculosis, prokazaly, Zze in-
tradermalni revakcinace adolescenti BCG zajistila 45%
ochranu proti infekci®. Pfikladem Gspé&$né registrované
intradermalni vakciny proti influenze je Fluzone® Intra-
dermal Quadrivalent (Sanofi Pasteur)®.

Nasalia

Obvyklé virové a bakterialni patogeny stfevnich, re-
spiracnich a pohlavnich nemoci vstupuji skrze velkou
plochu slizni¢nich membran respira¢niho ustroji. Cely
slizni¢ni epitel hornich cest dychacich navic predstavu-
je i ucinnou fyzickou bariéru pro mnoho patogenti. Jeho
lymfoidni tkan spojend s mukézou ma ovSem zvlastni
vyznam pro rozvinuti imunitni odpovédi, coz usnadiu-
je navrh vakcin schopnych vyvolat vhodny typ ochranné
imunitni odpovédi®®. Proto se intranazalni imunizace ob-
jevila jako velmi ti¢inna cesta vakcinace jak pro periferni,
tak systémovou, humoralni i bunéénou imunitu®”. Rizna
kvalita a mira reakce zdvisi na povaze antigenu a jeho
interakci s mukoznim indukénim mistem, pricemz zale-
zi na davce, adjuvantech a frekvenci podani®. Na nosni
sliznici je proto mozné aplikovat bud’ samotné mikroby
ve formé snad vSech znamych vakcin, jako jsou LAV,
KA, SUV, RV, nebo napiiklad ve smési s urychlovaci
penetrace (EP), pfipadné ve formé systému, jako jsou
mikroc¢astice obalené membranou (OMP), liposomy®?,
imunostimula¢ni komplexy (ISCOM)* nebo napiiklad
mikro¢astice na bazi PLGAY. Tabulka 3 uvadi nékteré
klinické studie nazalnich vakcin provadénych na lidech.

Z komer¢nich intranazalnich vakcin lze uvést
trivalentni Zivou vakcinu proti influenze typu A a B
(FluMins®) a kvadrivalentni Zivou vakcinu proti influen-
ze typu A a B (FluMins Quadrivalemt®)*?.

Peroralia

Peroralni vakciny OV (oral vaccines) maji ve vakci-
naci letitou tradici. Nejprve se pouzivaly Zivé a usmr-
cené bakterie. Naptiklad jiz v roce 1902 pouzil Wright
inaktivovanou autologni kulturu stafylokoka k vakcinaci

vvvvvv

peroralni vakciny proti poliomyelitidé patii inaktivova-

Tab. 3. Prehled typii vakcin a prisady imuno adjuvantu®

na Salkova vakcina (1952) nebo ziva Sabinova vakcina
(1962), které podstatné snizily, az eradikovaly vyskyt
polyomyelitidy®». Pfi peroralnim podani je tieba cilit
antigen zejména na stfevni enterocyty, poharkové bun-
ky a M-buiiky. K nim v8ak vede dlouhd cesta a antigen
musi pfekonat mnoho fyzikalné-chemickych a biologic-
kych bariér. Jedna se zejména o kyselé prostredi zalud-
ku a pfitomnost proteolytickych enzymi, které mohou
denaturovat proteinovy antigen. Déle je zde biologicka
bariéra stfevniho epitelu a hlenu a omezené ¢asové setr-
vani v tenkém stievé (cca 3—4 h), kdy dochazi k vétsing
absorpcnich procesti. Rovnéz je potieba daleko vétsiho
mnozstvi antigenu ve srovnani napiiklad s injekénim po-
danim®.

Zcela zasadni je zde proto vyuziti znalosti farmaceu-
tické technologie pfi zpracovani antigenu do OV, ktery
je potieba chranit pfed vyse uvedenymi hrozbami de-
naturace. Antigen je mozné zpracovat ve vice formach,
jako jsou niosomy?®, liposomy®?, bilosomy®®, ISCOM??,
polymerni mikrocastice (MPs) a nanocastice (NPs)!,
kde se jako polymeri mize vyuzivat PLA a PLGA, pfi-
padné riznych fosforylovanych lipidi, chitosanu atd.
Castice pak mohou byt obaleny enterickymi polymery.
Pokud je tfeba cilit ¢astice az do kolonu, je mozné vyuzit
i komeréni polymerové disperze, napf. Eudragit® FS''D.
O PLV vakcinach ve formé enkapsulovanych lyofilizo-
vanych rostlinnych materialech bylo pojednani u PLV
vakein.

Vétsina OV se podava ve formé vodnych suspenzi
s oralnimi aplikatory. Kromé& suspenze bakterii, resp.
enkapsulovanych ¢i rizné technologicky zpracovanych
antigend, OV bézn¢ obsahuji cukry, v piripad¢ oslabe-
nych vakcin rtizna kultivaéni média, napt. DMEM!'%?,
vodu pro injekce a rizné pufracni prisady'®.

Komeréné se OV vyuziva napiiklad ve form¢ enteric-
kych tvrdych tobolek u vakciny proti Salmonela typhi
(Vivotif®). Dale suspenzi proti Vibrio cholaerae ve formé
rekombinantni SUV (Dukorale®) a LAV CVD-10-HgR
(Vaxchora®). Kromé bakterii existuji OV naptiklad proti
rotaviru ve form¢ atenuovaného monovalentniho kme-
ne lidského rotaviru R1X4414 typu G1P (Rotarix®)!%%,

Systém Antigen Adjuvant
LAV variola, polio, morbili, parotitis, rubeolla, kufeci poxvirus, rotavirus, Shigela, influenza, YF ne
LAV TBC, typhus ne

KA polio, japonska encefalitis, hepatitida A, influenza, rabies fakultativné
KA pertussis fakultativné
SUV proteinova tetanus, anthrax, difterie ano
SUV polysacharidova | pneumokok pro dospélé atd. ne
SUV konjugovana pneumokok pro déti, haemophilus b, bakterialni meningitida fakultativné
PT pertussis fakultativné
VLP hepatitida B, lidsky papilomavirus ano
DNA ve vyvoji ano
VV s DNA ve vyvoji ne
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Jisténi jakosti

Vyvoj nového 1éciva trva fadu let, pficemz novym vak-
cindm je tfeba se vénovat obzvlast peclivé. U bézného
1é¢iva, které se podava jiz pfi propuknutém onemocnéni,
se pocita s nezadoucimi U€inky a vzdy je tteba vyhodnotit
,»risk-benefit ratio*. Vakcina se vSak podava jako preven-
ce zdravé populaci, kde ma danému onemocnéni pied-
chazet a neni mozné piedpokladat u ni trvalé nezadouci
ucinky. Je proto vice nez diskutabilni vyvijet nové vakci-
ny naptiklad pfi pandemiich fadové v horizontu n¢kolika
mésicti. Pii jisténi jakosti je tieba sledovat bezpe¢nost,
kdy nova vakcina nesmi vyvolavat onemocnéni nebo
poskozovat organismus, coz je tieba zajistit dostatecné
robustnim klinickym hodnocenim. Dale specificitu, kdy
vakcina musi vyvolavat tvorbu protilatek proti konkrét-
nimu danému antigenu (ktery se pii infekci a nasledném
onemocnéni uplatituje) a chranit organismus co mozna
nejdéle. Vakcina by méla byt zaroven co nejsnaze apliko-
vatelna a cenové dostupna i v rozvojovych zemich, které
jsou casto ohniskem epidemii. Pocet davek k vyvolani
imunity organismu by nemél prekrodit pét aplikaci'®.

Samotné vakciny se pak vyrabéji podle zasad spravné
vyrobni praxe (SVP) pro vyrobu 1é¢ivych ptipravki bio-
logického ptivodu, kde se podileji pouze proskoleni pra-
covnici v k tomuto ucelu schvalenych prostorach, s pa-
tficnou dokumentaci jak vychozich latek, tak systémi
jednotné inokulace a systému bunécnych bank, ptic¢emz
pecliva pozornost ma byt vénovana validaci odstraiiovani
nebo inaktivaci virl. Tyto pozadavky vychazeji z obec-
nych pozadavkit WHO a pozadavkti CPMP (Committee
for Medicinal Products for Human Use). V Ceské repub-
lice je tato problematika feSena zejména zakonem o 1é-
¢ivech, jeho provadécimi predpisy a pravnimi predpisy
EU. SUKL k tomu vydal pokyn VYR-32 tykajici se vy-
roby lé¢ivych piipravki biologického pivodu!®®.

Cesky lékopis se v podstaté chronologicky vénuje
aspektim vyroby ve formé: obecnych ustanoveni bez-
pecnosti, substratim pro kultivaci, inokolim a bunéc-
nym bankam, kultivaénim médiim, kultivaci a sklizni,
kontrolnim bunkam a vejcim, purifikaci, bilkovinnym
nosiciim, zkouskam na sterilitu meziproduktt, konecné
varce, stabilit¢ meziproduktd, vzhledu a zkouskam na
zvitatech (€l. 9.5:0153).

Vyzvy ve vyvoji novych vakcin

Vakciny pro vice nez 30 bakteridlnich a virovych pa-
togenti v pribéhu let zachranily stovky miliont Zivo-
th. Presto byly nékteré patogeny, vcetné¢ HIV, malarie
a RSV, rezistentni vii¢i intenzivnim pokusim o vyvoj
vakciny. Soucasné vakciny proti celosvétové dulezitym
chorobam, jako je TBC a influenza, jsou navic subop-
timalni, coz vede k potencidlni pandemicité téchto one-
mocnéni'’?.

Influenza
Ortomyxovirus influenzae vykazuje mirné, stfedni
a hluboké mutace, které vedou k virovym variantam,

jez nevyvolaji trvalou imunitu po prodélané nemoci. To
ma kazdoro¢né za nasledek miliony infekci s odhadem
300 000 az 600 000 tmrti'*®. Usp&snost vakcinace se zde
odhaduje na 10-60 % podle toho, zda byl zvolen spravny
typ cirkulujiciho viru. Vakciny navic nechrani ptred
potencidlni pandemicitou ptac¢ich kmena (napt. HSN1
a H7N9), které mohou pfejit na ¢lovéka!®. Zaroven exi-
stuje intenzivni snaha vyvinout vakcinu zaméfenou na
relativné konstantni ¢asti chiipkovych antigenti N a H,
jez by chranily proti Sirokému spektru riznych virovych
kmenu'?.

TBC

Tuberkuloza je celosvétové infekéni, neziidka smrtel-
né onemocnéni. Odhaduje se, Ze az jedna Ctvrtina svéto-
vé populace je infikovana Mycobacterium tuberculosis.
Kazdoroéné pfitom dochazi k 10 miliondim novych in-
fekci a systémové projevy se vyskytuji u 5-10 %, z nichz
ptiblizné 1 700 000 ro¢né umira''V. Hlavni diraz je zde
kladen na vyvoj vakcin, které by mohly zabranit progresi
z latentni infekce TBC na aktivni plicni anebo disemino-
vanou tuberkuldzu''?.

RSV

RSV podle odhadu WHO zptisobuje ro¢né priblizné
33 miliond zavaznych infekci dychacich cest. To ma za
nasledek kazdoro¢né vice nez 3 miliony hospitalizaci
a témet 60 000 umrti u déti do 5 let. Témét polovina téch-
to epizod se projevuje u déti mladSich 6 mésica!'®. RSV
je hlavni pfic¢inou respira¢nich onemocnéni a umrtnosti
kojencti, malych déti a starSich osob. Pocatecni pokusy
o vyvoj vakciny proti RSV na pocatku Sedesatych let
20. stoleti s pouzitim inaktivované virové vakciny neby-
ly uspésné. Teprve nedavné porozuméni struktute, funkci
a stabilité¢ povrchového glykoproteinu RSV F by mohlo
vést k vyvoji ucinné vakciny''?.

Malarie

Navzdory znacnému pokroku v boji proti malarii zi-
stava jednou z nejrozsifenéjSich infekénich chorob na
svéte, pricemz 50 % svétové populace je ohroZeno rozvo-
jem této choroby, jejiz imrtnost Cini pies 400 000 ptipa-
di ro¢né!'"®. Starsi zdroje uvadéji ¢isla pies 1 milion!'®.
Absence u¢inné vakciny a rezistence Plasmodium ma-
larie k farmakoterapii jsou neustalou vyzvou k vyvoji
bezpecné vakciny. I pies to, Ze byl jiz ohlasen pokrok na
tomto poli, neni zaruéeno, Ze ptijde o trvaly Gspéch!!”,

HIV

Na svété zije odhadem 38 000 000 lidi nakazenych
HIV, pficemz 1 700 000 bylo v roce 2018 nov¢ infiko-
vanych a 770 000 ve stejném roce zemielo v souvislosti
s AIDS'®, Problém v usp&$ném vyvoji vakciny spociva
v obtizné tvorbé protilatek proti kritickym konzervova-
nym, stericky Spatn¢ pfistupnym epitopiim povrchového
HIV glykoproteinu. Nékteré posledni vyzkumy navrhuji
vakcinu sméfovat proti fiznimu proteinovému trimeru,
ktery je zabudovan do virového obalu''®. Dal§i autofi
pak navrhuji, Ze spiSe nez pokusy o vytvoreni vakciny na



Ces. slov. Farm. 2020; 69, 151-162

159

zakladé strukturni analyzy antigenu mohou uspét empi-
rické zkousky imunogenity'2.

Zvlastni jevy, které mohou ovlivnit uc¢inky vakcinace

Pii vakcinaci miize dochazet k nékterym jevim, které
vyrazné (pozitivné i negativn€) ovliviiuji moznost, resp.
vysledek vakcinace.

Patii sem tzv. protilatkami zprostiedkovany enhan-
cement (ADE — antibody-dependent enhancement), kte-
ry maze paradoxné€ zvysit susceptibilitu k infekci. Prin-
cip se vysvétluje tim, Ze organismus muze byt infikovan
v prubehu casu vice sérotypy viru. Pti prvnim kontaktu
s infekei se vytvoii protilatky, které opsonizuji dany virus
a zprostredkuji jeho fagocytoézu. Pti nasledném kontaktu
pribuzného viru s témito protilatkami (v tomto ptipadé
IgG) vsak protilatky virus neposkodi, umozni mu vstup
do makrofagi ¢i jinych bun¢k imunitniho systému, kde
dojde k jeho zmnoZzeni, a tim i k celkové progresi one-
mocnéni. Tento jev byl pozorovan u viru horecky dengue
nebo vira Ebola a Zika'?V.

Dalsim, tentokrat pozitivnim jevem, je nespecifické
zvySeni imunity vici patogenu vlivem piedchozi vak-
cinace vici odlisnému antigenu. Bylo zdokumentova-
no, ze vakcinace proti TBC zaroven snizuje incidenci
respiraénich onemocnéni u disponovanych jedincd.
Predpoklada se, ze nékteti oslabeni mikrobi, v tomto
ptipadé BCG, jsou schopné ovlivnit hematopoetické
bunky kostni diené tak, ze dojde k robustni imunitni
odpovédi po setkani jiz diferencovanych buné¢k imunit-
niho systému s odlisnym patogenem. Experimentalné
byla zvySena imunitni odpovéd’ po ptedchozi vakcinaci
BCG potvrzena u nasledné infekce, zptisobené oslabe-
nym virem YF!??,

Zavér

Vyvoj, vyroba, kontrola a klinické hodnoceni vakcin
dnes zahrnuje mezioborovy prinik mezi virology, bakte-
riology, imunology, molekularnimi biology, biotechnolo-
gy a farmaceutickymi technology. Zadny z téchto obort
nelze opomenout. Tento piehledovy ¢lanek se z farma-
ceutického pohledu snazi nabidnout zékladni a stru¢ny
ptehled klasickych i modernich vakcin, jejich alespon za-
kladni principy a naznacit vybrané zptisoby vyroby, vcet-
né technologie a slozeni findlnich 1€kovych forem. Chtél
by byt studijnim doplitkovym materidlem pro studenty
farmacie a terénni lékarniky a umoznit jim nahlédnout
do komplexnosti dané problematiky. Zaroven se snazi
nabidnout adekvatni odkazovanou literaturu k piipadné-
mu samostudiu.

Stiret zajmii: zadny.

Seznam zKkratek

ADE  —protilatkami zprostiedkovany enhancement

aP — subjednotkova (acelularni) vakcina proti per-
tussis

BCG  —bacillus Calmette-Guérin

CTB - cholericky subjednotkovy toxin B
DT — diftericky toxoid
DtwP

(DTaP) - diftericky a tetanicky toxoid spolu se subjed-
notkovou vakcinou proti pertussis

EP — urychlovac penetrace

H — hemaglutinin

HepB - vakcina proti hepatitidé B

HiB — virus hepatitidy B

HIV — virus lidské imunitni nedostatecnosti

HPV - lidsky papilomavirus

ISCOM - imunostimula¢ni komplex

PV — inaktivovana vakcina proti polioviru
KA — usmrceny antigen

LAV - ziva atenuovana vakcina

MPs - polymerni mikroc¢astice

N — neuramidéaza

NPs — polymerni nanocéstice

OMP  — mikrocastice obalené membranou
OPV - oralni vakcina proti poliomyelitidé

ov — peroralni vakciny

PCV  —pneumokokovy konjugat
PLV  —peroralni rostlinna vakcina
rCTB  — rekombinantni cholericky subjednotkovy toxin B

rHBsAg — rekombinantni antigen proti hepatitid¢ B

RSV —respiracni syncytialni virus

RV — rekombinantni vakcina

SUV  —subjednotkova vakcina

Sv — $tépna vakcina

T — toxoid (anatoxin)

TBC  — tuberkuloza

TCI — transdermalni imunizace

Td — spolec¢na vakcina proti difterii a tetanu
TT — tetanicky toxoid

VLP  — ¢astice podobna viru

\'AY% — vektorova vakcina

wP — inaktivovana vakcina proti pertussis
YF — 7luta zimnice
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Kolagen v kombinaci s kyselou formou karboxymethylcelulosy

v podobé netkané textilie jako moderni kryci prostredek pro

terapii ran — formulace, priprava a hodnoceni

Collagen in combination with the acid form of

carboxymethylcellulose in the form of a nonwoven textile as

a modern wound dressing — formulation, preparation and

evaluation
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Souhrn

Kysela forma karboxymethylcelulosy (HCMC) je opro-
ti jeji sodné soli (NaCMC) mén€ znama. Je vsak béz-
né vyuzivana jako sorbent pro chromatografické kolo-
ny a ma fadu cennych vlastnosti pro uplatnéni v péci
o rany. Jako kryti ve formé hydrokoloidnich vlaken je
jiz komer¢né dostupna na nasem trhu. Své nezastupitel-
né misto v 16¢bé ran ma i kolagen, nejhojnéji zastoupeny
protein lidského téla, plnici v organismu jak stavebni,
tak i fyziologickou funkci. Je dilezity v procesu hojeni
ran a v terapii ran je vyuzivan v riznych formach. Ma
1 velmi dobré filmotvorné vlastnosti, av§ak samotné ko-
lagenové filmy maji slabsi mechanickou odolnost, coz
by pro pfipadnou aplikaci na ranu nebylo vyhovujici.
Proto je snaha kolagen kombinovat s jinymi materialy
za ucelem zajisténi lepSich mechanickych a aplikacnich
vlastnosti i ve vlhkém stavu. Cilem tohoto experimentu
bylo vytvofit kryci prostfedek na rany, a to kombinaci
kolagenového filmu s HCMC ve formé netkané textilie.
Vzniklé kryti mélo vyhovujici organoleptické, fyzikal-
né-chemické (pH, nasakavost) a aplika¢ni vlastnosti pro
uplatnéni v terapii ran. Textilni HCMC tvoftila mecha-
nickou oporu pro kolagen, ¢imz umoznila jeho usporu
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pii ptipravé kryti a ¢astecné slouzila i jako absorpcni
vrstva.

Klicova slova: kryti na rany * kolagen ¢ kyseld forma
karboxymethylcelulosy ¢ hydrokoloidni vldkna « filmy °
terapie ran

Summary

The acid form of carboxymethylcellulose (HCMC) is
less known than its sodium salt (NaCMC). However,
it is commonly used as a sorbent for chromatographic
columns and has a number of valuable properties for
its use in wound care. As a wound dressing in the form
of hydrofibers, it is already commercially available on
our market. Collagen, the most abundant protein in the
human body, fulfils both a building and a physiological
function in the body, also has an irreplaceable place in
the treatment of wounds. It is important in the process of
wound healing and is used in wound therapy in various
forms. It exhibits very good film-forming properties
as well, but the collagen-based films themselves have
weaker mechanical resistance, which limits their
successful application to a wound. Therefore, the effort
is to combine collagen with other materials in order to
ensure better mechanical and application properties even
in the wet state. The aim of this experiment was to create
a wound dressing by combining a collagen film with
HCMC in the form of a nonwoven textile. The resulting
dressing had satisfactory organoleptic, physicochemical
(pH, absorbency) and application properties for its use in
wound therapy. The textile HCMC formed a mechanical
support for collagen, which enabled its saving during the
dressing preparation and partly served as an absorbent
layer.

Key words: wound dressing ¢ collagen ¢ acid form of
carboxymethylcellulose ¢ hydrofibers ¢ films * wound
therapy
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Uvod

Fakt, ze moderni kryci prostfedky na rany jsou zalozeny
na tzv. principu vlhkého hojeni, je v§eobecné znamy' 2.
Udrzeni vlhkého prostiedi v rané podporuje jeji spravnou
regeneraci a urychluje tim proces hojeni*. Pozadavky na
moderni kryci prostfedky vSak nejsou jen udrzeni vlhkého
prostiedi v rang, ale jedna se o komplexni zalezitost. Ideal-
ni kryti by mélo zaroven poskytovat optimalni pH i teplotu
pro spravné hojeni rany, byt schopné absorbovat nadmeémé
mnozstvi exsudatu, zvySovat epidermalni migraci, podpo-
rovat angioneogenezi i syntézu pojivové tkan¢, umoznit
proudéni plynitt mezi ranou a okolnim prostfedim, poskyto-
vat mechanickou ochranu i bariéru proti bakterialni infek-
ci, nepfilnout na ranu a byt snadno odstranitelné, byt ste-
rilni, netoxické a nealergenni, umoznit sledovani rany, byt
prizpusobivé a lehce tvarovatelné, sniZit potiebu vymeny
kryti a prodlouzit ¢asovy interval aplikace, byt snadno
dostupné ve zdravotnickych zafizenich v pozadovaném
mnozstvi a riznych velikostech, a v neposledni fad¢ byt
také nakladové efektivni®* 6. K vyrob& modernich kry-
cich prostiedkll jsou vyuzivany jak syntetické, tak i pfi-
rodni materialy, které se v soucasné dobé dostavaji do po-
predi ve vSech odvétvich, véetné oblasti péce o rany a jsou
predmétem mnoha vyzkumu a studii’ '*'?. Pravé piirodni
materidly a jejich derivaty vykazuji ptiznivé vlastnosti pro
hojeni ran vzhledem k jejich biokompatibilit€, podobnosti
s extracelularni matrici (ECM) ¢i nizsi pravdépodobnos-
ti vyskytu imunologickych reakci, jako je tomu v pfipa-
d¢é materiall syntetickych'® > %, Dalsi vyhodou je jejich
biodegradovatelnost a ekologi¢nost, na coz je v dnesni
dob¢ upirana ¢im dal vétsi pozornost. Snahou je vyuzivat
pro tyto ucely i odpadni materialy vznikajici pii zpraco-
vani raznych znamych surovin pfirodniho ptavodu'> !9,
Jiz bézné jsou v klinické péci o rany vyuzivany kryci pro-
stfedky na bazi alginati'”, chitosanu'®, kolagenu'” a ce-
lulosovych derivati®®. Zkoumany jsou vsak i dalsi latky
s potencialnim uplatnénim pro terapii ran, a to napiiklad
sericin®", hedvabny fibroin®? a mnoho dalSich. Zaroven je
vsak tendence stavajici materidly modifikovat a kombino-
vat — at’ uz navzajem, nebo i se syntetickymi polymery
s cilem vyvinout nové prostiedky na rany, které by se svy-
mi vlastnostmi blizily vy$e popsanému idealnimu kryti'®.

Celulosa a predevsim jeji derivaty nabizeji fadu cen-
nych vlastnosti uplatnitelnych pravé pro oSetfovani
ran®. Pouziva se jak pfirodni celulosa (bavlna), regene-
rovana celulosa (viskéza), tak i dva celulosové derivaty,
a to oxidovana celulosa (oxycelulosa) a karboxymethyl-
celulosa®.

Karboxymethylcelulosa (CMC) je etherovy derivat
celulosy se Sirokou $kalou uplatnéni®?. Je hojné vyuzi-
vana jako emulgator, stabilizator, zahustovadlo, proti-
spékava a gelotvorna latka v Sirokém spektru odvétvi,
jako jsou medicina, farmaceuticky, kosmeticky, textilni,
potravinaisky, chemicky, ropny, keramicky i papirensky
prumysl?*> 29, V medicing a farmacii se uplatiiuje zejmé-
na jako gelotvorna latka; je pouzivana napf. do o¢nich
kapek vzhledem ke svym viskoelastickym a mukoadhe-
zivnim vlastnostem. Ve farmaceutické technologii slou-

Zi jako pojivo a rozvoliiovadlo (kroskarmelosa) v tab-
letach ¢i jako latka zvySujici viskozitu vyuZivana pro
stabilizaci suspenzi a emulzi*”- ?®. V neposledni fadé
je 1 vyznamnym materidlem v krycich prostfedcich na
rany?”, kde mize byt vyuzita v riznych typech kryti —
at’ uz se jedna o hydrokoloidy, hydrokoloidni vlékna, ¢i
hydrogely?”. UsuSenim koloidnich roztokt je mozné pfi-
pravit z CMC i kryti filmova, ktera zatim na trhu dostupna
nejsou a jednd se zejména o experimentalni prace na toto
téma’® 3D, Karboxymethylcelulosa je vyuzivana nejcasté-
ji ve forme své sodné soli (NaCMC), existuje i jako sl
vapenata (CaCMC) a jako kysela forma (HCMC), ktera
je vsak méné znama***?. HCMC se bézné pouziva jako
sorbent pro chromatografické kolony. Zajimavosti je, Ze
ma vhodné vlastnosti pro uplatnéni v péci o rany a jako
kryti HCel® HT je jiz dostupna na naSem trhu. Typoveé se
jedna o hydrokoloidni vlakna, av§ak od téch klasickych
(NaCMCQ) se lisi tim, ze bobtnaji postupné, jak docha-
zi v ran€ k vymeéng iontd (pfechod HCMC v NaCMC).
Jedna se o pH modulyjici kryti, eliminujici piisobeni né-
kterych bakterii. Vyhodou je nedrazdivost a samoziejmé
zlepSeni a urychleni hojeni. Ackoliv jsou klasicka hyd-
rokoloidni vlakna ur¢ena primarné pro siln¢ az stiedné
secernujici rany, HCel® HT je vhodny i pro slabé exsu-
dujici rany v kombinaci s navlhéenim fyziologickym
roztokem?”.

Dal§im vyznamnym biopolymerem nachéazejicim
uplatnéni v potravinafstvi, medicin¢, kosmetice, farma-
cii i tkanovém inzenyrstvi je kolagen®* 39, Kolagen ma
fadu vyhodnych vlastnosti z hlediska jeho mozného vy-
uziti pro terapii ran — at’ uz se jednd o jeho nizkou cy-
totoxicitu, antigenicitu, drazdivost a piredevSim dobrou
kompatibilitu s lidskym organismem?> 39, Jako hlavni
strukturalni protein pojivovych tkani (kosti, vazy, Slachy,
chrupavky, rohovky ¢i cévni stény) plni v lidském téle
prevazné mechanickou funkci, dilezitou roli vSak zasta-
va i v pokoZce a tkanich, kde plni fyziologickou tlohu
v procesu hojeni ran a reparace tkani*® 3”. Molekula
kolagenu je tvofena tfemi polypeptidovymi fetézci, jez
jsou uspotradané do spiralovité (helikalni) struktury, tzv.
supersSroubovice. Kazdy fetézec je tvofen tisici amino-
kyselinami se zakladni sekvenci glycin-X-Y, kdy pozice
X a'Y obsahuji ze vSech aminokyselin nejcastéji prolin
nebo hydroxyprolin®”-*®. V lidském téle existuje az 29
typt kolagenu; nejcastéji zastoupenymi jsou kolageny
typu I, 1T, TV, V a VII, z nichz typ I a III hraje zasadni
roli v procesu hojeni ran3® 3 3 Uméle dodany kolagen
v krycich prostfedcich na rany na bazi kolagenu slouzi
jako obétni substrat pro enzymy (matricové metalopro-
teinazy, MMPs), kterych je u chronickych ran nadbytek
a degraduji nové vznikajici kolagen v zanétlivé fazi ho-
jeni rany'® *-49_ Ten muze byt do rany dodan v riznych
formach — at’ uz se jedna o gel, prasek ¢i kryti ve forme
polstarku®”. Kolagen ma vsak i velmi dobré filmotvor-
né vlastnosti, jichZ je vyuzivano predevsim v potravi-
naiském pramyslu*). V terapii ran prozatim kolagenové
filmy vyuziti nenachazeji, nebot’ vzniklé kolagenov¢ fil-
my maji slabé mechanické vlastnosti, coz je z hlediska
pripadné aplikace na ranu nevyhovujici. Je vSak snaha
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kolagen riizné modifikovat napt. zesitovanim, poptipadé
ho kombinovat s dalSimi materialy s cilem zlepSeni jeho
mechanickych vlastnosti 4142,

Vzhledem k vyse popsanym skutecnostem se nabi-
zi moznost kombinace kolagenu v podobé filmu s tex-
tilni HCMC, ktera je sama o sobé osvédcenym krycim
prostfedkem s dobrymi absorpcnimi vlastnosti, s cilem
zlepsit mechanické vlastnosti vysledného kryti a zajistit
optimalni aplikacni vlastnosti na ranu, a to i ve vlhkém
stavu, coz bylo i pfedmétem naSeho experimentu.

Pokusna ¢ast

Materidl

Pro pripravu kolagenového kryti na rany kombinovaného
s textilni podobou kyselé formy karboxymethylcelulosy
(HCMC) byly pouzité dva druhy kolagenu ve formé gelu,
a to konsky a praseci kolagen, oba ptivodem ze §lach, do-
dané firmou Collado, s.r.0., Brno, Ceska republika. Ky-
selou formu karboxymethylcelulosy ve formé netkané
textilie se stupném substituce (DS) 0,378 dodala firma
Holzbecher Medical, s. r. 0. barevna a bélidlo Zlig, Ceska
Skalice, Ceska republika. Pouzita zm&ké&ovadla — glycerol
85% a makrogol 300, stejn¢ jako dal$i pomocnd latka —
ethanol 96%, byly dodany firmou Fagron a.s., Olomouc,
Ceska republika. K testovani pfipravenych krycich pro-
sttedkii na rany poslouzil 1ékopisny (CL 2017) fyziologic-
ky tlumivy roztok o pH 7,2 (FTR 7,2), k jehoz ptipraveé
byly pouzité¢ bézné komercné dostupné suroviny 1ékopis-
né kvality. Cisténa voda lékopisné kvality byla pfipravena
pomoci pfistroje Rodem 4.

Metodika
Stanoveni koncentrace kolagenového gelu

Vychozi surovinou byl konsky a praseci kolagen, do-
dané ve forme viskozniho gelu neznamé koncentrace. Ke

Tab. 1. Oznaceni a slozeni jednotlivych vzorkii

stanoveni suSiny (% obsahu) kolagenu v gelu byl pou-
zit halogenovy analyzator vlhkosti (Excellence Plus HX
204, Mettler Toledo, Svycarsko), kde sudeni probihalo
za nasledujicich podminek: standardni program susent,
teplota suseni 105 °C, kritérium pro vypnuti 1 mg/50 s.
Kolagenovy gel byl nejprve fadn€ zhomogenizovan, poté
bylo odebrano mnozstvi cca 1 g, které bylo umisténo na
vytarovanou vahu analyzatoru a bylo spusténo méfeni.
Vystupem byla hodnota % MC (moisture content), z niz
byl odectenim od 100 zjistén obsah kolagenové susiny,
¢ili % koncentrace kolagenu v gelu. Pro oba dva kolage-
ny byla suSina stanovena celkem 6krat a ze ziskanych
hodnot byl vypocten aritmeticky primér.

Piiprava krycich prostiedkii 7 kolagenu a HCMC

Pfipravované kryti na rany bylo tvofeno kolagenovym
filmem v prvni vrstvé, na néjz byla pfilozena vrstva dru-
ha, kterou tvofila kysela forma karboxymethylcelulosy
(HCMC) ve formée netkané textilie. Kryti bylo pfiprave-
no metodou odpaieni rozpoustédla a jednotlivé vzorky se
lisily druhem pouzitého kolagenu (konisky nebo bovinni)
a typem pouzitého zmékcovadla (glycerol 85% a makro-
gol 300) a jeho pomérem vuci kolagenu (1 : 1; 1 : 1,5;
1 : 2). Mnozstvi pouzitého kolagenu bylo u vSech vzor-
ki stejné (3 mg/cm?) a vychazelo z naSich ptedchozich
zkuSenosti. Disperze kolagenu byla odlévana na hranaté
polystyrenové Petriho misky o rozmérech 12 x 12 cm,
na néz byla ptilozena textilni HCMC jako svrchni vrst-
va. Pfipravované a testované vzorky vcetné jejich slozeni
jsou uvedeny v tabulce 1.

Vlastni piiprava kryti probihala tak, ze byla nejpr-
ve vytvorena 1% disperze kolagenu s danym pomérem
zmekcovadla a pfedem stanovenym potfebnym mnoz-
stvim ethanolu 96%, ktera byla zhomogenizovana na pfi-
stroji Cito-Unguator 2000 (Sophis a.s., Ceska republika)
s vyuzitim programu ,,Emulze®. Ta byla nasledné vyli-
ta na Petriho misky a na povrch byla umisténa textilni

Oznacdeni vzorku Druh kolagenu Zmékcéovadlo kg lz)?;llg;éova dlo
P-G-1 praseci glycerol 85% 1:1
P-G-1,5 praseci glycerol 85% 1:1,5
P-G-2 praseci glycerol 85% 1:2
P-M-1 praseci makrogol 300 1:1
P-M-1,5 praseci makrogol 300 1:1,5
P-M-2 praseci makrogol 300 1:2
K-G-1 konsky glycerol 85% 1:1
K-G-1,5 konsky glycerol 85% 1:1,5
K-G-2 konsky glycerol 85% 1:2
K-M-1 konisky makrogol 300 1:1
K-M-1,5 konsky makrogol 300 1:1,5
K-M-2 konsky makrogol 300 1:2
textilni HCMC - - -
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HCMC tak, aby respektovala tvar misky a byla rovno-
mérn€ rozloZzena na kolagenové vrstvé. Suseni poté pro-
bihalo pfi teplot¢ mistnosti. Dikladné ususené vzorky
byly organolepticky hodnoceny a nasledné uchovavany
ve vzduchotésnych obalech.

Hodnoceni piipravenych kryti na rany

Organoleptické a mikroskopické hodnoceni

Organoleptické hodnoceni pfipravenych kryti bylo
provadéno beéhem celé jejich pfipravy. Kontrolovana
byla odlévana disperze kolagenu, a to predevsim jeji ho-
mogenita a mozna pfitomnost bublinek. Hotové a dosta-
tecné ususené vzorky byly hodnoceny z hlediska jejich
vzhledu, pevnosti, zmény tvaru a schopnosti manipulace
s nimi, a to jak v suchém, tak i ve vlhkém stavu. Mikro-
skopické hodnoceni bylo provedené na optickém mikro-
skopu (SMZ 1500, Nikon, Japonsko), kde byly potizeny
fotografie kryti za pomoci softwaru Elements (Nikon,
Japonsko).

Meéreni tloustky

Tloust'ka byla méfena s vyuzitim digitalniho tloustko-
méru Elcometer 456 (Gamin, Ceské republika). Kazdé
pripravené kryti (3 ks od kazdého typu) bylo umisténo na
nerezovou desku a sondou tloustkoméru bylo naméfeno
celkem 27 hodnot tloustky (3 x 9) na riznych mistech
kryti. Z naméfenych hodnot byla spocitdna primérna
tloustka a smérodatna odchylka.

Hmotnostni stejnomérnost

Jelikoz CL 2017 nedefinuje podminky pro hodnoce-
ni krycich prostiedkd na rany vcetn¢ hodnoceni jejich
hmotnostni stejnomérnosti, byla pro nase ucely pouzita
1¢kopisna zkouska uvedend v CL 2017 v kapitole 2.9.5.
Hmotnostni stejnomérnost pevnych jednodavkovych
1ékovych forem. Od kazdého typu kryti bylo vybrano 20
nahodnych vzorkll (vystfizené Ctverecky o rozmérech
25 x 25 mm), které byly zvazeny na analytickych vahach.
Z téchto hodnot byl nasledné spocitan aritmeticky pru-
mér a hranice maximalni a minimalni povolené odchyl-
ky, ktera Cini pro tablety v rozmezi hmotnosti 80-250 mg
7,5 %. Dle CL 2017 se mohou nejvyse dvé hmotnosti
lisit od povolené odchylky, pfi¢emz zadna se nesmi lisit
o vice nez jeji dvojnasobek®.

Stanoveni stupné nasakavosti (bobtnavosti) kryti
Hodnoceni schopnosti kryti bobtnat, a pohlcovat tak
exsudat z rany, bylo provedeno jako stanoveni stupné
nasdkavosti S . K tomu byl pouZzit umély model rany, je-
hoz cilem je imitovat exsudujici ranu a byl vyuzivan jiz
v naSich pfedchozich experimentech*. Je tvofeny Pet-
riho miskou s primérem dna 10 cm, v niZ je umisténa
sava houbicka po celé jeji plose smétujici svym hrubym
povrchem nahoru, coz ma za cil napodobit nerovnomér-
ny povrch rany. Houbicka v misce je zalita 20 ml média
— FTR 7,2 a zakryta vickem, aby nedochazelo k odparo-
vani média. Vzorek o rozmérech 2,5 x 2,5 cm byl nejpr-
ve zvazen v suchém stavu na analytickych vahach a poté

umistén na ranu (houbicku), a to kolagenem smérem do
rany. Ve stanovenych Casovych intervalech — 15 min,
1 h, 5h, 8 ha24 h byl pomoci pinzety odd¢len od modelu
rany. Nasledovalo jeho zvazeni na analytickych vahach.
Ze ziskanych hodnot hmotnosti vzorku za sucha a za
mokra v daném intervalu byl spocitan stupefi nasakavosti
S (g/g), a to dle nasledujiciho vzorce:

S =(m —m)/m,

kde m_ je hmotnost nasdklého vzorku a m_ hmotnost
vzorku suchého.

Povrchové pH kryti po navihéeni kapkou vody

K méfeni povrchového pH po navlhéeni kapkou vody
byl pouzit pH metr (pH 3210, Wissenschaftlich-Technis-
che Werkstitten GmbH, Némecko) a kontaktni sklenéna
elektroda (FlaTrode, Hamilton Company, USA). Na vzo-
rek o rozméru 2,5 % 2,5 cm byla ze stficky kapnuta kapka
Cerstve prevarené Cisténé vody. Po nasaknuti vzorku bylo
zméfené povrchové pH na kolagenové strané kryti.

pH vodného vyluhu

Pro méfeni pH vyluhu byly pouzity CtvereCky kryti
orozmérech 2,5 x 2,5 cm. Jednotlivé vzorky byly nejprve
zvazeny, umistény do kadinek a zality Cerstveé pfevarenou
¢isténou vodou pokojové teploty, jejiz hmotnost byla
v poméru 1 : 100 vii¢i hmotnosti daného vzorku. Méfeni
pH vodného vyluhu bylo provedeno za pomoci pH me-
tru (pH 3210, Wissenschaftlich-Technische Werkstitten
GmbH, Némecko) a ponorné elektrody (SenTix 41,
Wissenschaftlich-Technische Werkstitten GmbH, Né-
mecko), a to ve dvou Casovych intervalech — po 3 a po
24 hodinach.

Zmény povrchového pH v case

Meéfteni povrchového pH kryti a hodnoceni jeho zmén
v Case bylo realizované za pomoci vySe zminéného ume-
1ého modelu rany. Vzorky o rozmérech 2,5 x 2,5 cm byly
umistény na model, a to tak, ze vrstva kolagenu smétova-
la na houbicku (do rany). Po uplynuti stanovenych caso-
vych intervalti — 15 minut, 1 h, 5 h, 8 h a 24 h byl vzorek
z modelu rany odstranén, umistén na prazdnou Petriho
misku a bylo zméfeno jeho povrchové pH na kolagenové
stran€ za pomoci kontaktni elektrody.

Vysledky a diskuze

Kolagenové kryti s kyselou formou karboxymethyl-
celulosy ve formé netkané textilie, ktera tvotila opornou
vrstvu pro kolagenovy film, bylo pfipraveno metodou
odpateni rozpoustédla. Ackoliv ma kolagen velmi dobré
filmotvorné vlastnosti, predev§im po navlhéeni maji ko-
lagenové filmy minimalni mechanickou odolnost, coz je
z hlediska potencionalni aplikace na ranu nevyhovujici
a nepfijatelné. Z toho diivodu je snaha kolagen kombi-
novat s jinymi materialy**%, s cilem zajistit dostate¢nou
pevnost, pruznost a mechanickou odolnost pfipravku
jako takového!' 442, Z hlediska organoleptickych vlast-
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nosti se nami zvolend kombinace kolagenu s HCMC jevi
jako Zadouci pro aplikaci na rany, nebot’ vykazuje dobré
vlastnosti a manipulaci i po navlhéeni a kryti je zaroven
soudrzné na kolagenové vrstvé po 24 hodinach, ¢ehoz
jsme chtéli docilit. Textilni HCMC vlastni kolagenovy
film nejen mechanicky podporuje a vede k tispote pou-
zitého kolagenu, ktery sam o sobé neni levnym materia-
lem, ale zaroven funguje i jako hydrokoloidni kryti se
schopnostni bobtnat a pojmout exsudat (obr. 1).
Odlévané disperze obou typil kolagenu byly viskozni,
homogenni a bélavého zabarveni s tim, Ze druh pouzitého
zmékéovadlanijak neovliviioval jejich vzhled a vlastnosti.
Dilezitou roli hral pii tvorbé disperze 96% ethanol, kte-
ry slouzil k natfedéni disperze a k piipadnému odstra-
néni nezadoucich bublinek vzniklych homogenizaci.
Pfipravena a fadné ususena kryti na rany byla z hlediska
kolagenové vrstvy homogenni, hladka, leskla, prihledna

a mezi jednotlivymi druhy kolagenu nebyly patrné zadné
rozdilné organoleptické vlastnosti. Vzorky s makrogo-
lem vSak pfi pohmatu plsobily pevnéji, vyss§i pomér
zmékéovadla vici kolagenu zplsobil, Ze vzorky byly pii
pohmatu mék¢i a poddajnéjsi jak v piipadé glycerolu,
tak i makrogolu. Vrstva textilni HCMC byla ve vSech
pripadech stejnd, na ohmat drsna a tvofila mechanickou
oporu vzniklého kryti. Ve vlhkém stavu byly vSechny
vzorky pevné, dobie se s nimi manipulovalo, a to i po
24 hodinach na umelém modelu rany. Z kolagenové stra-
ny pusobily mirn€ lepivym dojmem, ktery se zvétSoval
v pribéhu ¢asu. Nebyly ziejmé zadné vyznamné rozdily
organoleptickych vlastnosti v ramci druhu pouzitého
kolagenu, zmékcovadel ¢&i jejich pomérd. Vzhled
ptipraveného kryti na rany ptiblizuje obrazek 2.
Vsechny typy piipraveného kryti vyhovovaly nami
aplikované zkousce hmotnostni stejnomérnosti dle CL

Obr. 1. Mikroskopicky vzhled kryti pri 10nasobném priblizeni (vlevo) — struktura kryti v suchém stavu,
vzhled kryti ve vihkém stavu po 24 hodinach po umisténi na umély model rany (vpravo)

Obr. 2. Vzhled pripraveného kryti na rany (vlevo) — ususeny vzorek o rozmerech cca 12 x 12 cm, vzorek
o rozmeru 2,5 X 2,5 cm ve vihkém stavu na umelém modelu rany po 24 hodinach (vpravo)
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2017. Primérné hmotnosti jednotlivych vzorkll vcetné
povolené odchylky a maximalni/minimalnich hmotnost-
ni pfiblizuje tabulka 2. V tabulce je také uvedena pru-
meérna tloustka jednotlivych vzorkt. Nejvétsi namétena
tloustka byla obecné vzdy u filmt s pomérem zmékco-
vadla 1 : 2 a s makrogolem jako zmékcovadlem. Filmy
z praseciho kolagenu byly siln€jsi nez filmy z kolagenu
konského, ackoliv v priméru vazily méné. Samotna tex-
tilie logicky dosahovala nejmensi tloustky i hmotnosti.
Hodnoceni absorp¢nich vlastnosti krycich prostredkt
patii k jedné ze zakladnich charakteristik jejich vlastnosti
z hlediska aplikace na ranu. Moderni kryti maji za cil zajistit
optimalni vlhkost v rané, coz vede k jejimu spravnému
hojeni*?. Konkrétni pozadavky se lisi od zamysleného pou-
ziti a predevsim druhu rany — nékteré rany jsou silné exsudu-
jici, jiné rany jsou suché, a tudiz pottebuji spise hydratovat
a z minimalniho mnoZstvi exsudatu zajistit vihké prostiedi®.

V nasem piipad¢ slouzil pro porovnani schopnosti absorpce
stupeni nasdkavosti S . U hydrokoloidnich vldken (samotna
textilni HCMC) se vzhledem k jejich charakteristice oceka-
va poméme vysoka schopnost absorpce exsudatu, coz po-
tvrzuje i obrazek 3. Je patrné, ze samotna textilie dosahovala
az 3krat vyssi nasakavosti neZ v kombinaci s obéma kolage-
ny. V pripadé kombinace textilie s kolagenem dosahovala
nasakavost téchto vzorkt primérnych hodnot s tim, ze mii-
zeme konstatovat, ze oproti konskému kolagenu ma praseci
kolagen vyssi absorpcni vlastnosti, které se zvysujii v ramci
Casu. U konského kolagenu se sice schopnost nasaknout
FTR 7,2 v ¢ase zvySuje, ale ne tak vyrazné jako u kolagenu
praseciho. Co se tyce zmékcovadla, filmy s makrogolem
jsou nasakaveéjsi nez s glycerolem a svoji roli hraje i pomér
zmekCovadla — ¢im vyssi pomér zméekcovadla, tim nizsi
naséakavost. To je dano hydroskopickym charakterem obou
téchto latek, kvili kterému kryti obsahuje urcité procento

Tab. 2. Tloustka a hodnoceni hmotnostni stejnomérnosti jednotlivych vzorkii

Oznaceni Tloust’ka Pramérna Povolena odchylka Nejnizsi a nejvyssi Ho@noceni dle
vzorku (pm) hmotnost (g) 7,5 %) (g) hmotnost vzorki (g) CL 2017
P-G-1 126,45 + 17,80 0,0583 + 0,0027 0,0540-0,0627 0,0554-0,0642 v
P-G-1,5 128,44 + 19,46 0,0603 + 0,0029 0,0557-0,0648 0,0559-0,0663 v
P-G-2 135,13 £+ 23,66 0,0690 £ 0,0039 0,0638-0,0742 0,0635-0,0752 v
P-M-1 128,20 = 13,29 0,0527 £ 0,0023 0,0487-0,0566 0,0487-0,0574 v
P-M-1,5 131,30 + 16,64 0,0633 £ 0,0026 0,0585-0,0680 0,0585-0,0687 v
P-M-2 137,67 £ 14,78 0,0692 £ 0,0031 0,0640-0,0744 0,0651-0,0759 4
K-G-1 111,91 £20,70 0,0645 £ 0,0030 0,0597-0,0694 0,0600-0,0699 4
K-G-1,5 113,36 + 14,01 0,0685 + 0,0028 0,0634-0,0736 0,0626-0,0722 v
K-G-2 117,61 £ 17,44 0,0724 + 0,0036 0,0670-0,0778 0,0674-0,0792 v
K-M-1 118,55+ 16,67 0,0633 £ 0,0036 0,0585-0,0680 0,0569-0,0680 v
K-M-1,5 120,50 + 18,11 0,0763 £ 0,0044 0,0706-0,0820 0,0700-0,0823 v
K-M-2 122,49 +£ 16,72 0,0804 =+ 0,0040 0,0743-0,0864 0,0735-0,0860 v
textilni HCMC 104,36 £ 22,93 0,0281 £ 0,0008 0,0260-0,0302 0,0264-0,0302 v
Tab. 3. Hodnoceni pH po navlhceni kapkou vody a pH vodného vyluhu
Oznadeni vzorku L8150 HEnE Lo pH vodného viluhu
kapkou vody po3h po24h
P-G-1 2,46 + 0,02 3,21 £0,04 3,17+0,04
P-G-1,5 2,34+ 0,04 3,24 +0,07 3,23 +£0,06
P-G-2 2,09+0,12 3,26+ 0,04 3,26+ 0,04
P-M-1 1,91 £0,05 3,07 £ 0,02 3,04 £0,02
P-M-1,5 1,87 £0,07 3,08 £ 0,09 3,05 +£0,08
P-M-2 1,98 + 0,04 3,20+ 0,07 3,16+ 0,07
K-G-1 2,32+ 0,06 3,12+0,01 3,12+0,01
K-G-1,5 2,31+0,03 3,24 +£0,02 3,17 £0,08
K-G-2 2,00 + 0,05 3,18 +£0,04 3,16 £0,04
K-M-1 1,90 + 0,04 2,95+0,02 2,93+0,03
K-M-1,5 2,10+ 0,03 3,15+ 0,04 3,13+£0,03
K-M-2 2,01 + 0,04 3,07+ 0,01 3,06 £ 0,01
textilni HCMC 2,98 £0,35 4,67+0,11 4,55+0,03
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Obr. 3. Zmény nasdakavosti kryti a textilie v priibéhu casu
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Obr. 4. Zmény povrchového pH kryti a textilie v priitbéhu casu ve FTR 7,2

vlhkosti, avSak tim se snizuje schopnost pojmout dalsi
kapalinu.

Stanoveni hodnot pH, a pfedev§im hodnoceni jeho zmén
v Case, fadime k vyznamnému testovani aplikacnich vlast-
nosti krycich prosttedki na rany. Bylo prokazano, Ze chro-
nické nehojici se rany jsou charakteristické zasaditym pH,
které je spojené s vyssi aktivitou MMPs, popt. s vyskytem
bakterialni infekce. Naopak mirné kyselé prostiedi vede
k inhibici MMPs, proliferaci fibroblasti, epitelizaci, angi-
oneogenezi a potlacuje vyskyt mikroorganismi* +7. Z to-
hoto diivodu je dulezité znat, zda je kryci prostfedek na
rany schopny pH modulovat a udrzet jeho hodnoty v ky-
selé oblasti. Tabulka 3 shrnuje hodnoceni povrchového pH
po navlh¢eni kapkou vody a pH vodného vyluhu vSech
vzorkll véetné textilie. VSechny hodnoty lezi v kyselé ob-
lasti, u vzorkd s makrogolem jsou nizsi nez u kryti s gly-
cerolem. U stanoveni pH vyluhu v podstaté neni zasadni
rozdil mezi hodnotami pH po 3 a 24 hodinach. O tom, zda
je kryti schopné udrzet pH v kyselé oblasti po jeho aplika-
ci v ur¢itém casovém intervalu, vypovida vice hodnoceni
zmén pH v ¢ase na obrazku 4. VSechny vzorky jsou schop-
né i po 24 hodinach na modelu rany s FTR 7,2 udrzet pH
v mirné kyselé oblasti, tudiz je mizeme povazovat za pH
modulujici kryti. V piipadé textilie a praseciho kolagenu

se v ramci 24hodinového intervalu pH zvySovalo mirng,
zatimco u vzorkd s koniskym kolagenem 1ze pozorovat vy-
raznéj$i nartst pH v intervalu 24 hodin.

Zavér

Z vyse uvedenych skuteCnosti a provedeného experi-
mentu vyplyva, ze nami zvolena kombinace kolagenového
filmu a HCMC ve formé netkané textilie se jevi jako vhod-
na pro zamyslenou aplikaci na rany. VSechny pfipravené
vzorky mély dobré organoleptické vlastnosti i ve vlhkém
stavu po 24 hodinach na umélém modelu rany. Kryti bylo
schopné udrzet pH v kyselé oblasti a zaroven pohlcovat
pfiméfené mnozstvi exsudatu v rané. Rozdil v pouzitych
zmékcovadlech a jejich pomérech nema zasadni vliv na
testované vlastnosti kryti, av§ak druh pouzitého kolage-
nu je ovliviiuje. Vzorky s konskym kolagenem maji nizsi
absorp¢ni vlastnosti a mensi schopnost udrzet pH v ramci
24hodinového intervalu nez vzorky s kolagenem prasecim.

Prace vznikla za podpory IGA VFU Brno, Ceska re-
publika pod ¢islem (304/2019/FaF).

Stiet zajmii: zadny.
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Aplikacia inhala¢nych liekov z pohl’adu lekarnika

Application of inhaled drugs from the pharmacist’s point of view

Lucia Masarykova ¢ Petra Polas¢ikova

Doslo 21. jina 2020 / Prijato 30. septembra 2020

Suhrn

Uvod: Zikladom lie¢by astmy a chronickej obstrukéne;
choroby pl'ic (CHOCHP) je inhalacna terapia, ktora so
sebou prinasa viaceré vyhody, a jej ispesnost’ je zaloZzena
na spravnom prevedeni inhala¢nej techniky.

Ciel’: Primarnym cielom vyskumu bolo zistit'. aké per-
cento pacientov postupuje pri aplikacii svojich liekov
spravne, aké inhala¢né systémy su preferované pri liecbe
spominanych respiraénych ochoreni, aké najcastejsie
chyby v inhala¢nej technike robia pacienti pri pouzivani
inhalatorov a aky je postoj pacientov k moznosti eduka-
cie zo strany verejného lekarnika.

Metodika: Potrebné udaje pre naplnenie ciela boli
ziskané z dotaznikového prieskumu, ktorého sa zucast-
nilo 102 respondentov (pacientov). Anonymny dotaz-
nik pozostaval z 18 otazok zameranych na inhalacné
systémy, ktoré pacienti pouzivaju a na jednotlivé kroky,
ktoré je potrebné uskutocnit’ pri inhalécii lieku.
Vysledky: Do prieskumu sa zapojilo 83,33 % pacientov
s prieduskovou astmou a 9,8 % pacientov s chronickou
obstrukénou chorobou pl'ic (CHOCHP). Najviac pred-
pisovanym inhalatorom zo vsetkych typov bol Inhaler,
ktori pouzivalo 54,9 % respondentov. Ukazalo sa, Ze az
u celkovo 63 % respondentov pouZzivajiicich MDI a DPI sa
vyskytla nejaka chyba pri inhalacii svojich liekov. Najcaste-
jSou chybou u oboch typov inhala¢nych systémov bolo
nezadrzanie dychu na dostato¢ne dlhy ¢as (5-10 sekund)
po vdychnuti z inhalatora. Vyssia chybovost’ pouzitia bola
preukazana u inhalatorov pre praskovu formu lieku (DPI)
v porovnani s aerosélovymi davkova¢mi (MDI).

Zaver: Ziskané vysledky preukazali, Ze chyby v inhala¢nej
technike su stale aktualnym problémom pre nadpolovi¢nu
vacsinu pacientov s respiracnymi ochoreniami. Vel'ky po-
tencidl pre zlepSenie tohto stavu maju pre pacientov lekar-
nici, ktori svojim poradenstvom a poucenim o spravnej ap-
likacii lieckov mézu pomoct’ pacientom zlepsit’ prevedenie
inhaldcie a tym zvysit’ efektivnost’ liecby.

KPuacové slova: adherencia ¢ verejny lekarnik ¢ inhalac-
né lieky * astma « CHOCHP

PharmDr. Lucia Masarykova, PhD. (D<) « P. Polas¢ikova
Katedra organizacie a riadenia farmacie

Farmaceuticka fakulta, Univerzita Komenského v Bratislave
Odbojarov 10, 832 32 Bratislava, Slovenska republika

e—mail: masarykova@fpharm.uniba.sk

Summary

Introduction: The basis of asthma and chronic
obstructive pulmonary disease (COPD) treatment is
inhalation therapy, which brings several benefits and its
success is based on the correct inhalation technique.
Aim: The primary aim of the research was to find out
what percentage of patients could apply their medicines
properly, what inhalation systems were preferred in
the treatment of these respiratory diseases, what most
common mistakes in the inhalation technique patients
made when using inhalers as well as what was patients’
approach to the possibility of being educated by
a community pharmacist.

Methods: Essential data to accomplish the goal were
obtained by a questionnaire survey in which 102
respondents (patients) participated. The anonymous
questionnaire consisted of 18 questions focusing on the
inhalation systems that patients use and particular steps
that need to be taken when inhaling the medicine.
Results: 83.33 % of patients with bronchial asthma and 9.8 %
of patients with chronic obstructive lung disease (COPD)
participated in the study. “Inhaler” was the most prescribed
out of all the other kinds of inhalators, used by 54.9 % of
respondents. It turned out that up to 63 % of the respondents
using MDIs or DPIs had encounetered some kind of error
when inhaling their drugs. The most common mistake with
both types of inhalation systems was not holding their breath
for sufficient time (5 to 10 seconds) after inhaling from the
inhaler. Dry—powder inhalers (DPIs) proved to be used
more erroneously compared to aerosol dispensers (MDIs).
Conclusion: The obtained results showed that errors in
the inhalation technique seem yet to be a hot issue for
more than half of patients with respiratory diseases.
Pharmacists have a great potential to improve the
situation by giving pieces of advice and instructions
regarding the proper application of medicines to help
patients to enhance the performance of inhalation and
thus increase the treatment efficiency.

Key words: adherence * community pharmacist * inhaled
drugs ¢ asthma « COPD

Uvod

Asthma bronchiale. V stCasnosti mozno astmu na
zaklade najnovsich odporicani (GINA — Global Initiative



Ces. slov. Farm. 2020; 69, 172-185

173

for Asthma; Globalna iniciativa pre astmu) z roku 2020
definovat’ ako ,heterogénne ochorenie, zvycajne charak-
terizované chronickym zapalom dychacich ciest. Je defi-
nované vyskytom respiraénych symptomov, ako su sipot,
dychavi¢nost, tiesen na hrudniku a kasel’, ktoré sa menia
z hl'adiska priebehu a intenzity a su spojené s variabilnym
obmedzenim vydychového prietoku vzduchu. Obmedze-
nie prietoku vzduchu sa méze neskor stat’ trvalym.” V.

Asthma bronchiale (prieduskova astma) predstavu-
je verejny zdravotny, ale aj socialny problém. Postihu-
je ludi réznych vekovych kategorii. Neda sa vyliecit,
ale u vidcsiny pacientov moéze byt ucinne kontrolo-
vana adekvatnou liecbou. Nekontrolovana astma ve-
die k zavaznému obmedzeniu kazdodenného Zivota?.
Ochorenie postihuje 1-18 % l'udi po celom svete, ¢i uz
ide o deti alebo dospelych’. Prevalencia astmy sa ce-
losvetovo zvysila o 29,4 % z 210 684,3 (95% UI 186
332,0-236 730,0) tisic v 1990 na 272 677,5 (95% Ul
242 295,9-304 699,6) tisic v roku 2017. Na Slovensku
tymto chronickym respiraénym ochorenim podla uda-
jov NCZI (Narodné centrum zdravotnickych informacii)
z roku 2018 trpi 99 756 pacientov?. V Ceskej republike
bolo podla tdajov Ustavu zdravotnickych informaci
a statistiky CR v roku 2018 193 765 pacientov trpiacich
tymto ochorenim®. Astmaticki pacienti zazivaju opaku-
juce sa zachvaty sipotov, dychavi¢nosti — hlavne t'azkosti
pri vydychu a niekedy aj pri kasli. Ide o zapalovy stav,
ktory je sprevadzany reverzibilnym zizenim dychacich
ciest, ¢im mozno astmu odliSit’ od chronickej obstrukcne;j
choroby pl'iic, kde obmedzenie prietoku vzduchu mozno
povazovat za ireverzibilné, alebo nie uplne reverzibil-
né. Dalsim zakladnym znakom tohto ochorenia je bron-
chialna hyperaktivita, pod ktorou rozumieme nadmernu
citlivost’ na rézne podnety, ako je napriklad studeny
vzduch, Skodlivé chemikalie, cvicenie, ale aj virusové
infekcie. Tieto stimuly mézu vyvolat neziaducu kon-
trakciu svaloviny bronchov (bronchokonstrikciu), co
moze mat’ za nasledok vznik astmatického zachvatu®.
Aj ked pri¢inu astmy nie je mozné liecit, dostatocna
kontrola nad ochorenim mdZze pacienta zbavit' t'azkosti
a priaznivo ovplyvnit’ vyvoj ochorenia z dlhodobého
hladiska. Cielom liecby je dosiahnut' a udrzat’ plnu
kontrolu nad astmou, ktord zahfiia jednak kontrolu nad
aktudlnymi symptomami, ale aj kontrolu nad aktivitou
ochorenia, ktora vedie k exacerbaciam a zniZzeniu funkcie
plic. Podstatou liecebnej stratégie je taktiez zabranit
neziaducim u¢inkom farmakoterapie”.

Chronicka obstrukéna choroba plac. Podl'a Global-
nej iniciativy pre chronickll obstrukénti chorobu pltc
(GOLD COPD — Global Initiative for Chronic Obstruc-
tive Lung Disease 2020) ide teda o ,,bezné, preventa-
bilné a liecitelné ochorenie, ktoré je charakterizované
pretrvavajlicimi respiracnymi priznakmi a obmedzenim
prietoku vzduchu, ktoré je sposobené dychacimi a/alebo
alveolarnymi abnormalitami, ktoré st zvycajne sposo-
bené vyraznou expoziciou skodlivych Castic alebo ply-
nov” . Najnovsie udaje uvadzaji CHOCHP ako Stvrta
hlavnu pri¢inu smrti vo svete s predpokladom, Ze v roku
2020 sa posunie na tretie miesto. Toto ochorenie pred-

stavuje zadvazny socialny a ekonomicky problém l'udske;j
populacie, ktory neustale narasta. Prevalencia CHOCHP
sa celosvetovo zvysila 0 49,8 % z 199 879,3 (95% UI
184 086,6-216 261,8) tisic v 1990 az 299 398,1 (95%
UI 269 025,2 — 330 073,8) tisic v roku 2017%. Ide v8ak
o ochorenie, ktorému sa da predchadzat’, a ktoré moz-
no lie¢it’ ®. Na Slovensku, ako uvadza NCZI (Narodné
centrum zdravotnickych informacii) za rok 2018, tymto
ochorenim trpi 78 345 pacientov®. V Ceskej republike
bolo podla tdajov Ustavu zdravotnickych informaci
a statistiky CR v roku 2018 218 444 pacientov trpiacich
tymto ochorenim®. Typickym priznakom pre pacientov
s CHOCHP je pravidelna tvorba sputa, chronicky kasel
a dychavi¢nost’ po namahe”. Toto chronické, pomaly
progresivne ochorenie je tiez charakterizované obstruk-
ciou v dychacich cestach. Obmedzenie prietoku vzduchu
nie je Uplne reverzibilné'® a je sposobené destrukciou
plucneho parenchymu (emfyzém) a ochoreniami malych
dychacich ciest, ako je napriklad obstrukéna bronchiol-
itida. Za tieto Strukturalne zmeny zodpoveda chronicky
zapalovy proces® ako dosledok reakcie pluc na rdzne
plyny v ovzdusi alebo $kodlivé Castice'".

Zakladné rozdiely medzi prieduskovou astmou
a chronickou obstrukénou chorobou pl'uc ukazuje tabul-
ka 1.

Syndrom presahu astmy a chronickej obstrukénej cho-
roby pl'aic — ACOS (athma-chronic obstructive pulmonary
disease overlap syndrome) je charakterizovany perzistu-
jucou bronchialnou obstrukciou s niekolkymi znakmi
obvykle spojenymi s astmou a s niekol’kymi znakmi ob-
vykle spojenymi s CHOCHP. Z tychto dévodou je ACOS
identifikovany sdielanim znakou astmy a CHOCHP.
Prevalencia ACOS sa pohybuje v rozmedzi 15-20 %.
Chori maju casto vicsie obtiaZe, nez je tomu u pacien-
tov so samotnou astmou ¢i samotnou CHOCHP. Rizika
pre ACOS st kombinaciou rizik pre CHOCHP aj ast-
mu. Vekovo st pacienti mlads$i nez u CHOCHP, maju
VAcCsi pocet exacerbacii, exacerbacie su tazsie, a preto
farmakoterapeutické intervence vyzadujii integrovane-
jsi pristup. Co je Giplne nevyhnutné, je planovanie pros-
pektivnych randomizovanych $tadii pre ACOS, pretoze
doteraz klinické studie tento prekryv uplne ignorovali
a striktne oddelovali pacientov s CHOCHP od pacientov
s astmou, a naopak'®.

Pri podani antiastmatik, lickov na liecbu prieduskove;j
astmy a chronickej obstruk¢nej choroby pluc, sa upred-
nostiuje inhalacnd aplikacia. Takyto spdsob podania je
preferovany jednak v pripade kontrélnych, ale aj zachran-
nych lie¢iv'¥. Inhalaéna terapia umoziiuje umiestnenie
lieku priamo do ciel'ového organu'®, teda do respiraéného
traktu, ¢im je mozné dosiahnut’ vysokl u¢innu koncen-
traciu a tym rychle farmakologické u¢inky'®. Inhala¢nou
cestou sa aplikuju davky liekov v mikrogramoch, ¢im
sa znizi ich systémova biologicka dostupnost’ a tym aj
systémové vedlajSie ucinky'”. Tato vyhoda sa straca pri
oralnom alebo parenteralnom podani'¥. Pre uspech lie¢-
by je vSak dolezitd inhala¢na technika. Ukazalo sa, Ze
mnoho pacientov nespravne pouziva inhala¢né zariade-
nia, ¢o prispieva k vyskytu exacerbacii v dosledku nedo-
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Tab. 1. Klinické a laboratérne rozdiely medzi CHOCHP a astmou'?

Chronicka obstrukéna choroba pPuc

Astma

Vznik

vécsinou po 40. roku veku

kedykol'vek v detstve

Zaciatok a rozvoj pozvolny, postupny

Casto nahly zaciatok

Alergia nebyva

Casta osobna i rodinna

Fajciar alebo byvaly fajciar v 70 % pripadov

menej casto

Suchy kasel’ menej casty

zachvatovity, no¢ny, hlavne mimo nachladnutia

Chronicky produktivny kasel’ Casty

vzacny

24 hodin a medzi diiami

Dusnost’ Casta, progredujica premenliva, ¢asto ndhla
Piskoty (hlavne v noci) vzacné Casté (tiez s dusnost'ou)
Menlivost’ priznakov behom , .

mala Casta

Bronchidlna hyperreaktivita u mensiny, mierna

vel'mi Casta, vyrazna

Eozinofily v krvi a v spite vzacne, alebo chyba

CastejSie

Neutrofily v krvi a v spite CastejSie

ojedinele

Obstrukéna porucha

vzdy neuplne reverzibilna

vacsinou celkom reverzibilna

statoénych terapeutickych ucinkov inhala¢nych liekov.
Navyse nespravne pouzivanie inhalatorov méze spdso-
bit’ zniZzenl adherenciu pacienta k liecbe ako aj zvySené
riziko nevhodného a nadmerného davkovania liekov
lekarom!'®).,

Komunikacia medzi lekarnikom a pacientom

Lekarnici zohravaju doleziti ulohu pri manaZovani
pacientov s chronickou obstrukénou chorobou pltc
a prieduskovou astmou. Otvorena komunikacia medzi
lekarnikom a pacientom je rozhodujica, pretoze studie
ukazali, Ze pacienti, ktori st informovani a st sti¢ast'ou
rozhodovacieho procesu, maju vacsiu pravdepodobnost,
ze budt dodrziavat’ lieCebny rezim a aktivne zvladat’ svo-
ju chorobu'®. Vic¢sina pacientov (az do 80 %) nedokaze
spravne pouzivat’ svoj inhalator. To prispieva k zlej kon-
trole symptomov a exacerbacii'®. Pre ispe$né zvladanie
kontroly astmy a CHOCHP je délezité, aby boli pacien-
ti dokladne informovani o svojom stave, musia poznat
varovn¢ priznaky astmatickych zachvatov, poznat® fakto-
ry, ktoré mozu zachvaty vyvolat, vediet’ ako tieto ataky
zvladnut, dodrziavat’ svoj plan liecby a ovladat ako
spravne pouzivat’ predpisanu terapiu. Vysledky réznych
studii ukazuju, Ze zvySovanie povedomia a podpora
vzdeldvania moze znizit' pocet hospitalizacii spojenych
s astmou a CHOCHP, navstevy pohotovostného oddelenia,
vymeskané dni v $kole a v praci a tmrtnost’ 2.

Je nevyhnutné, aby verejni lekarnici informovali pa-
cientov o spravnom pouzivani inhalacnych systémov.
Medzi doélezité poradenské body urcené pre pacientov
patria:

» Ukazat’ spravnu techniku pouzivania inhalatora.
» Zdoraznit, Ze aerosolové davkovace MDI (metered

dose inhaler) si zvy€ajne vyzaduju pomaly a hlboky
nadych a ze vic§ina MDI sa pred pouzitim musi pre-
trepat’.

» Upozornit na to, zZe inhalatory pre praskovu formu lieku
DPI (dry powder inhaler) si naopak vyzaduju rychlu
a hlboku inhaléciu, aby sa lie¢ivo dostalo do pl'uc. DPI
by sa pretrepavat’ nemali (vynimka je Easyhaler).

» Zosumarizovat' pacientovi ako Ccistit naustok in-
halatora.

* Pripomenut’ v dostato¢nom predstihu, aby si pacient ne-
zabudol vyzdvihnat svoju d’als$iu davku liekov a neos-
tal tak bez terapie,

» Upozornit’ na to, aby pacienti nepouzivali inhala¢né
liecky po uplynuti datumu pouzitelnosti, a teda, aby
takéto lieky vyradili z pouzivania.

* Inhalator by sa mal uchovavat’ pri izbovej teplote
a nie na miestach prilis chladnych alebo naopak prilis
horucich.

* Vysvetlit’ rozdiely medzi roznymi typmi inhalatorov.

* Objasnit’ pacientovi, ze bronchodilatancia relaxuju
arozsiruju dychacie cesty a mali by sa vzdy pouzit pred
aplikéciou steroidnych lieciv.

* Steroidné inhalatory redukuju opuch v dychacich
cestach a vzdy po inhalacii kortikosteroidov si je po-
trebné vyplachnut’ ustnu dutinu vodou.

* Zdoraznit’ dblezitost’ adherencie k liebe 7.

Prave adherencia pacientov k lie¢be a spdsob inhalacie
su vel'mi dolezité aspekty pre dosiahnutie Uplného ter-
apeutického cinku u pacientov s astmou a CHOCHP.
Desat’ro¢na studia (od roku 2005 az do roku 2015) preu-
kazala, ze verejni lekarnici maji pozitivny vplyv na
zlepSenie inhalacnej techniky a dodrziavanie inhalacnej
terapie u pacientov. Napriek tomu ich uloha v tejto
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oblasti este nie je dostato¢ne uznana, a preto st potrebné
dalsie studie. Existuje tiez potreba d’alSich vyskumov,
ktoré by urcili optimalnu frekvenciu pre opakovant kon-
trolu techniky inhalécie a vzdelavania ako preventivneho
opatrenia proti zhorSeniu sposobu inhalacie u pacien-
tov. Vysledky taktiez zdoraziuju potrebu, aby systémy
zdravotnej starostlivosti vo vacsej miere ocenili tlohu
verejné¢ho lekarnika v manazmente astmy a CHOCHP
v spominanych kritickych oblastiach?".

Material a metodika

Na realizaciu vyskumu sme vyuzili dotaznikovii meto-
du. Dotaznik vlastnej konstrukcie bol anonymny, uréeny
predovsetkym pacientom s prieduskou astmou alebo
chronickou obstrukénou chorobou pluc. Tento dotaz-
nikovy prieskum bol realizovany jednak vo verejnej lekar-
ni v Bratislave, v sanatoriu Dr. Guhra v Tatranskej Po-
lianke, kde sa liecia pacienti s respiraénymi ochoreniami,
a taktiez bol dostupny na socialnej sieti v on-line forme
(link na dotaznik bol umiestneny vo viacerych skupinach
zdruzujucich pacientov s astmou a chronickou obstruke-
nou chorobou pl'iic). Dotaznik v tlacenej forme podstupil
pilotaz na vzorke 20 respondentov. Tyto respondenti nebo-
li zaratani do celkového poctu respondentov. Nasledne na
zaklade pripomienok bola vytvorena findlna verzia, ktora
bola predloZena na vyplianie. Prieskumu sa zi¢astnilo 102
respondentov rdznych vekovych kategorii. Respondenti
pri tlacenej verzii boli osloveni lekarnikom na zaklade
expedovanej medikéacie. Tlacenu verziu vyplnilo 42 re-
spondentov. ZvySok bol vyplneny v elektronickej forme.
Obidve formy dotaznika vypifali respondenti sami. Dotaz-
nik pozostaval z 18 otvorenych a uzavretych otazok, ktoré
boli zamerané na sociodemografické udaje, informacie
o ochoreni, akym pacienti trpia, udaje o inhala¢nych
liekoch a o type inhalatora, ktory pacienti pouzivaju, ale
aj o spokojnosti pacientov s tymto inhala¢nym systémom.
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Obr. 1. Rozdelenie respondentov podla veku

Otazkami €. 8, 9 a 10 sme zistovali, do akej miery boli
pacienti pouceni o spravnej aplikacii liekov. Otazku
¢. 15 a otazku €. 16 tvorilo viacero podotazok zameranych
priamo na jednotlivé kroky, ktoré je potrebné vykonat’ pri
inhalacii lieku, ¢o nam umoznilo identifikovat’ konkrétne
chyby v inhalacnej technike ¢i uz pri pouzivani inhaléto-
rov pre praskovi formu lieku (DPI) alebo aerosolovych
davkovacov (MDI). V poslednej otazke respondenti vy-
jadrili svoj postoj na to, ¢i by uvitali kontrolu zvladania
inhalacnej techniky v lekarni. Vysledky dotaznika boli
spracované prostrednictvom MS Excel a MS Word.

Vysledky a diskusia

Vyhodnotenie sociodemografickych udajov respondentov

Dotaznikového prieskumu sa zucastnilo 102 respon-
dentov, z toho 72 (70,59 %) zien a 30 (29,41 %) muzov.
Najpocetnejsiu skupinu tvorili pacienti spadajici do vek-
ovej kategdrie 4655 rokov, o predstavuje 21 (20,59 %)
respondentov. Druhou najviac zastiipenou skupinou boli
pacienti v rozmedzi 18-25 rokov, tvoriaci 19,61 % (20
respondentov). Osemnast” (17,65 %) opytanych patri-
lo do vekovej kategorie 56—65 rokov. Vekovi skupinu
26-35 a 36—45 rokov tvorilo zhodne po trinasti (12,75 %)
respondentov. NajmenSie zastupenie 7,83 % (osem
respondentov) mali pacienti star§i ako 65 rokov a pacienti
mladsi ako 18 rokov, ktori predstavuju 8,82 % (devét
respondentov) (obr. 1).

Co sa tyka vzdelania, az 41 (40,20 %) responden-
tov uviedlo ako najvysSie dosiahnuté vzdelanie stre-
doskolské s maturitou, 21 (20,59 %) opytanych dosiahlo
vysokoskolské vzdelanie II. stupna, 17 (16,67 %) stre-
doskolské bez maturity a 16 (15,68 %) zékladné vzdela-
nie. Vysokoskolské vzdelanie 1. stupnia dosiahlo sedem
(6,86 %) pacientov (obr. 2).

Prevazni viacsinu, konkrétne 64 (62,75 %) respon-

dentov dotaznikového prieskumu tvorili pacienti
20,59
17,65
12,75
7,83
36-45 46-55 56-65 viac ako 65
rokov rokov rokov rokov
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z Presovského kraja. Sestnast (15,69 %) pacientov
pochadzalo z Bratislavského, jedenast’ (10,78 %) pa-
cientov z Nitrianskeho, $tyri (3,92 %) z TrencCianskeho
a zhodne $tyri (3,92 %) respondenti z KoSického kraja.
Najmensiu skupinu tvorili respondenti z Trnavského, Zi-
linského a Banskobystrického kraja, a to len po 0,98 %
(jeden respondent) (obr. 3).

Vyhodnotenie a porovnanie odpovedi respondentov na
vybrané otazky

Predlozeny dotaznik obsahoval 18 otazok. Vo vysled-
koch uvadzame vyhodnotenie najdolezitejsich otazok.

Na otazku Akym respiracnym ochorenim trpite?
vécsina respondentov — az 85 (83,33 %) uviedla, ze trpi
prieduskovou (bronchidlnou) astmou a desat’ (9,80 %)
pacientov chronickou obstrukénou chorobou pluc.
Zvysnych sedem (6,87 %) opytanych uviedlo poslednu
moznost ,,Iné“, kde doplnili ochorenia ako nespecifiko-
vana astma, sarkoiddza plic ¢i cysticka fibroza (obr. 4).

Tab. 2. Inhalacné lieky, ktoré pacienti uzivali

Ako ukazuje tabulka 2 najCastejSie uzivanymi in-
hala¢nymi liekmi boli: Ventolin Inhaler N (16,53 %),
Budelin Novolizer (13,22 %), Berodual N (9,92 %), For-
movent (9,09 %), Seretide Diskus (8,26 %), Atrovent N
(7,44 %) ¢i Symbicort Turbuhaler (5,79 %). V mensej
miere pacienti uzivali Ecobec Easi-Breathe (4,96 %),
Flutiform (4,13 %), Alvesco (3,31 %), Flixotide Inhaler
N (3,31 %), Foster Nexthaler (2,48 %), Ventilastin No-
volizer (1,65 %), Flixotide Diskus (1,65 %). Zhodne po
0,83 % opytanych uzivalo Formano, Serevent Diskus,
Giona Easyhaler, Spiriva Handihaler, Pulmicort Turbu-
haler, Bretaris Genuair, Fullhale, Seretide Inhaler, Relvar
Ellipta a Budiair.

Co sa tyka dizky uzivania inhalaénych liekov,
z tabul’ky 3 vyplyva, ze 31,37 % pacientov uzivalo svoje
inhalacné lieky kratSie ako 5 rokov, 28,43 % v rozmedzi
5-10 rokov a 40,20 % pacientov dlhsie ako 10 rokov.

Na otazku Ako casto uzivaju pacienti svoje inhalacné
lieky? rovnych 50 % (51 respondentov) uviedlo moznost’

Liek Pocet (n) Percento (%)
Ventolin Inhaler N 20 16,53
Budelin Novolizer 16 13,22
Berodual N 12 9,92
Formovent 11 9,09
Seretide Diskus 10 8,26
Atrovent N 9 7,44
Symbicort Turbuhaler 7 5,79
Ecobec Easi-Breathe 6 4,96
Flutiform 5 4,13
Alvesco 4 3,31
Flixotide Inhaler N 4 3,31
Foster Nexthaler 3 2,48
Flixotide Diskus 2 1,65
Ventilastin Novolizer 2 1,65
Bretaris Genuair 1 0,83
Budiair 1 0,83
Formano 1 0,83
Fullhale 1 0,83
Giona Easyhaler 1 0,83
Handihaler Spiriva 1 0,83
Pulmicort Turbuhaler 1 0,83
Relvar Ellipta 1 0,83
Seretide Inhaler 1 0,83
Serevent Diskus 1 0,83
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2-krat denne. Druhou najcastejSou odpoved’ou, a to u 21
(20,59 %) respondentov bolo davkovanie 1-krat denne.
Dvadsat’ (19,61 %) opytanych uZivalo inhalacné lieky
len v pripade, ak si to jeho momentalny zdravotny stav
vyzaduje. Menej frekventovanym davkovanim bolo
uzivanie liekov 3-krat ¢i 4-krat v priebehu dila (obr. 5).

Viac ako polovica z opytanych (55,89 %) bola poucend
o spravnej inhala¢nej technike pri pouzivani inhala¢nych
pripravkov pl'icnym lekarom, 26 (25,49 %) responden-
tov zaSkolila zdravotna sestra, v piatich (4,90 %) pripa-
doch to bol vSeobecny lekdr a traja (2,94 %) pacienti
boli pouceni lekarnikom. Len jeden (0,98 %) respondent
uviedol, ze nebol vobec pouceny o tom, ako ma uzivat
svoje inhala¢né lieky. Okrem tychto variant, devit’ re-
spondentov oznacilo v moznosti ,,Iné“, Ze poucenie
bolo vykonané alergologom/alergologickou a v jednom
pripade pacienta zaskolil rodi¢ (obr. 6).

Pre poucenie pacientov, ¢o sa tyka nacviku inhalacne;j
techniky, mozu byt’ vyuzité rozne metody. Najprefero-
vanej$im sposobom v nasom prieskume bola nazorna
ukéazka, pomocou ktorej bola poucena nadpoloviéna
vécsina pacientov, konkrétne 53,47 % (54 respondentov).
U 36 (35,64 %) respondentov bolo vyuzité len teoretické

Tab. 3. Doba uzivania inhalacnych liekov

vysvetlenie. Iba 11 (10,89 %) opytanych si vyskusalo
nacvik inhala¢nej techniky aj prakticky (obr. 7).

Az 76 (74,51 %) respondentov si myslelo (obr. 8), ze
svoj inhalator pouZziva spravne, 23 (22,55 %) si nebolo
uplne istych a tri (2,94 %) opytani nevedeli posudit, ¢i
spravne inhaluju.
po 5 (najvysSia spokojnost’) ohodnotit’ spokojnost’ so
svojim inhalatorom z hl'adiska jednoduchosti pouzitia; 48
(47,06 %) respondentov vyjadrilo najvyssiu spokojnost,
25 (24,51 %) opytanych na skale spokojnosti zvolilo
stupen 4, 22 (21,57 %) stupenn 3 a nizku spokojnost’
stupiiom 2 a 1 uviedlo spolu sedem (6,86 %) responden-
tov (obr. 9).

Z tabulky 4 vyplyva, Ze najCastejSie pouzivanym ty-
pom inhalatora z pomedzi vSetkych inhalatorov, ale aj
z pomedzi aeros6lovych davkovacov (MDI), bol Inhaler,
ktory pouzivalo 54,90 % pacientov. Co sa tyka inhalato-
rov pre praskovi formu liekov (DPI), medzi najviac
vyuzivané patrili Novolizer (17,65 %), Diskus (12,75 %)
a Aerolizer (11,76 %).

Pri vyhodnoteni vsetkych dotaznikov az 64 pacientov
(63 %) uviedlo nejaku chybu pri inhalécii svojich liekov.

Doba uzivania Pocet (n) Percento (%)
1 rok 6 5,88
2 roky 12 11,77
3 roky 10 9,80
4 roky 4 3,92
5 rokov 11 10,78
6 rokov 4 3,93
7 rokov 1 0,98
8 rokov 1 0,98
9 rokov 1 0,98
10 rokov 11 10,78
11 rokov 2 1,96
12 rokov 4 3,93
13 rokov 3 2,94
14 rokov 2 1,96
15 rokov 9 8,82
18 rokov 2 1,96
20 rokov 9 8,82
22 rokov 2 1,96
25 rokov 4 3,93
30 rokov 3 2,94
32 rokov 1 0,98
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Vsetkych 52 (100 %) opytanych, ktori pouzivaji DPI,
pred zaciatkom inhalacie najprv vzdy odstrania ochranny
krytzinhalatora. Trinast (25 %) z nich pouZiva jednotlivo
davkované inhalatory a 39 (75 %) respondentov viacdav-
kové inhalatory. V pripade pacientov uzivajucich jednot-
livo davkované inhala¢né systémy (spolu trinast’ respon-
dentov), 46,15 % (Sest’ respondentov) pre perforovanie
kapsuly stlacia tlacidla len raz. Zostavajucich 53,85 %
(sedem respondentov) oznacilo moznost ,,viackrat stla-
¢im obe tlacidla, aby som perforoval/a kapsulu®, ¢o je
nespravne. Styridsat'tri (82,69 %) pacientov pouZiva-
jucich DPI pred zacatim inhalacie zhlboka vydychne
mimo inhalator, a teda prevedie spravne tento krok in-
halécie, zatial’ ¢o zvySnych devét (17,31 %) opytanych
robi chybu v inhalac¢nej technike tym, ze vydychnu bud’
do inhalatora alebo pred inhaldciou lieku nevydychnu

80 74,51
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myslim, Zze dno

nie som si isty/ &

vobec. V d’alsom kroku inhalacie 49 (94,23 %) pacientov
naustok inhalatora pevne zovrie perami, zostavajucich
5,77 % (traja respondenti) robi chybu, pretoZe pri inha-
lacii bud’ maju Gsta otvorené alebo do naustka zahryza-
vaju. Tridsat’pat (67,31 %) respondentov pri pouziti DPI
inhalatora sa nadychne ¢o najrychlejSie a najhlbsie. Az
32,69 % (17 respondentov) opytanych robi pomaly
a hlboky nadych, ¢o je v pripade DPI neziaduce. U 18
(34,62 %) pacientov nasleduje zadrzanie dychu len na
menej ako 5 sekund, Co sa nepovazuje za dostatocné.
Naopak 65,38 % (34 respondentov) z nich prevedie do-
statoéné zadrzanie dychu v rozmedzi 5—10 sekund. Len
51,92 % (27 respondentov) opytanych vydychuje po in-
halacii ustami, zatial’ ¢o 48,08 % (25 respondentov) no-
som. Vsetkych 52 (100 %) respondentov pouzivajlicich
inhalatory pre prasSkova formu lieku (DPI) nezabuda
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Obr. 8. Posudenie spravnosti pouzivania inhalatora
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Tab. 4. Typ inhaldtora
Typ inhalatora Pocet (n) Percento ( %)
DPI
Novolizer 18 17,65
Diskus 13 12,75
Aerolizer 12 11,76
Turbuhaler 8 7,84
Nexthaler 3 2,94
Easyhaler 1 0,98
Ellipta 1 0,98
Genuair 1 0,98
Handihaler 1 0,98
Breezhaler 0 0
MDI
Inhaler 56 54,90
Easi-Breathe 6 5,88
Jet-Spacer 1 0,98
Respimat 0 0
Tab. 5. Spravna aplikacia inhalatorov pre praskovi formu lieku (DPI)
DPI
MoZnosti
n %
Pred zagiatkom inhalacie najprv vzdy | 40 52 100
odstranim ochranny kryt z inhalatora: | e 0 0
V pripade jednotlivo dévkovanych 1-krat sucasne stla¢im obe tlacidla, aby som perforoval/a kapsulu 6 11,53
inhalétorov, vlozim kapsulu do viackrat stla¢im obe tlacidla, aby som perforoval/a kapsulu 7 13,46
komory a nasledne: nepouzivam jednotlivo davkované inhalatory 39 75
zhlboka vydychnem mimo inhalator 43 82,69
Pred zacatim inhalacie: zhlboka vydychnem do inhalatora 6 11,54
nevydychnem pred aplikaciou lieku 3 5,77
pevne ho zovriem perami 49 94,23
5;?;;?32; gislt’la;\t/:ec inhaldtora zahryznem donl 2 3,85
Gsta mam otvorené 1 1,92
Pre uvolnenie dévky sa nadychnem ¢o najrychlejsie a co najhlbsie 35 67,31
z inhalatora: ¢o najpomalsie a ¢o najhlbie 17 32,69
Po nadychu z inhalatora zadrzim dych menej ako 5 sekund 18 34,62
na. na 5-10 sekund 34 65,38
Nasledne vyberiem naustok z st nosom 25 48,08
a vydychnem: Gstami 27 51,92
Po skondeni inhal4cie nasadim spat | 4nO 52 100
ochranny kryt: nie 0 0
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nasadit’ spat’ ochranny kryt na inhaldtor po skonceni in-
halacie (tab. 5).

Podobne ako pri pouzivani inhalatorov pre praskovua
formu lieku aj pri pouziti aerosélovych davkovacov
100 % (61) respondentov nezabtida odstranit’ ochranny
kryt z inhalatora pred zaCatim samotnej inhalacie. Pri
pouzivani MDI bez HFA (hydrofludralkan) je délezité
pred pouzitim inhaldtor pretrepavat’ niekol'ko sekund,
¢o v nasom prieskume uskutocnilo 81,97 % (50 re-
spondentov) pacientov uzivajucich tieto MDI bez HFA,

18,03 % (jedenast’ respondentov) na tento krok spravne;j
inhalacie zabuda a inhaldtor nepretrepava. Az 77,05 %
(47 respondentov) opytanych, ktori pouzivaju MDI, pred
zaciatkom inhalacie vydychne mimo inhalator. Zvysnych
22,95 % (14 respondentov) nepostupuje v tomto kroku
inhalacie spravne, pretoze vydychuju do inhalatora ale-
bo neuskutocnia vydych pred aplikaciou lieku. V d’alSom
kroku oznacilo 56 (91,80 %) respondentov spravnu
moznost, a to, Ze po umiestneni inhalatora do st naus-
tok pevne zovra perami, zatial’ co 8,20 % (pat’ respon-

68,63%

®ano - nie

Obr. 10. Kontrola inhalacnej techniky lekarnikom

Tab. 6. Spravna aplikacia aerosolovych davkovacov (MDI)

MDI
MozZnosti
n %
Pred zagiatkom inhalacie najprv vzdy | 4no 6l 100
odstranim ochranny kryt z inhalatora: | pie 0 0
) pretrepem niekol’ko sekind 50 81,97
Inhalator pred prvym pouzitim: -
inhalator nepretrepadvam 11 18,03
zhlboka vydychnem mimo inhalator 47 77,05
Pred zacatim inhalacie: zhlboka vydychnem do inhalatora 4 6,56
nevydychnem pred aplikaciou lieku 10 16,39
pevne ho zovriem perami 56 91,80
Kefi ustpy nas?avec inhalatora zahryznem dofi 5 $.20
umiestnim do ust:
Usta mam otvorené 0 0
stla¢im dno nadobky inhalatora a siicasne sa pomaly a hlboko
, 56 91,80
. nadychnem
Pre uvolnenie davky: -
najprv stla¢im dno nadobky a az potom sa pomaly a hlboko
, 5 8,20
nadychnem
Po nadychu z inhalatora zadrzim dych| menej ako 5 sekind 25 40,98
na: na 5-10 sekund 36 59,02
Naésledne vyberiem naustok z ust nosom 27 44,26
a vydychnem: Gstami 34 55,74
Po skon&eni inhalacie nasadim spat’ | 4no 61 100
ochranny kryt: nie 0 0
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dentov) opytanych do ndustka zahryzdva a nepostupuje
tak spravne. V pripade MDI (Inhaler, Jet-Spacer, Re-
spimat) vel'mi dolezitym krokom inhalacie je zosulade-
nie stlacenia a nddychu z inhalatora, ¢o v naSom pripade
uskutocnilo 56 (91,80 %) pacientov pouzivajucich ti-
eto MDI. Pat’ respondentov (8,20 %) najprv stla¢i dno
nadobky inhalatora a az potom sa pomaly a hlboko na-
dychne. ZadrZanie dychu na menej ako 5 sektind usku-
tociiuje v pripade MDI 25 (40,98 %) respondentov. Viac
ako polovica, konkrétne 59,02 % (36 respondentov), po
nadychu z inhalatora zadrzi dych na 5-10 sekund, ¢im
prevedie spravny krok inhalécie. Pri pouziti MDI 55,74 %
(34 respondentov) pacientov pri inhalacii lieku vydychu-
je ustami a 44,26 % (27 respondentov) nosom. Vsetci
pacienti pouzivajuci aerosolové davkovace (MDI) po
skonceni inhalacie nasadia spat’ ochranny kryt (tab. 6).

Az 70 (68,63 %) respondentov odpovedalo na posled-
nu otazku kladne, a teda ocenili by kontrolu zvladania
inhalacnej techniky pri vyzdvihnuti svojho lieku v lekar-
ni (obr. 10). Zvy$nych 32 (31,37 %) pacientov by takito
moznost neuvitalo.

Hlavnu ulohu pri liecbe astmy a chronickej obstrukéne;j
choroby plic (CHOCHP) zohrdva inhala¢na liecba.
Prinasa vysoku lokalnu koncentraciu lie¢iva priamo do
respiracného traktu, dosahuje rychle farmakologické
ucinky a znizuje systémové vedlajsie ucinky. Kazdému
pacientovi je potrebné vybrat’ vhodny liek, vhodna davku
aj vhodny liecebny rezim, ale tiez vybrat’ aj vhodny in-
halacny systém, s ktorym je nutné pacienta a casto aj jeho
socidlne okolie naucit’ zaobchadzat' a opakovane kon-
trolovat’ spravnu inhala¢nu techniku. Spravnu inhalaé¢nu
techniku by mal vediet’ pacientovi na inhalatnom sys-
téme s placebom predviest’ lekar, ktory inhalacny systém
predpisuje, ale tiez lekarnik, ktory inhalaény systém,
respektive inhalaény liek, vydava. Ulohou lekérnika je
v ramci dispenzacného minima poskytnut’ pacientovi in-
formacie nielen o davkovani, ale aj o spravnej aplikacii
lieku prostrednictvom inhalacného systému. Nespravna
inhala¢na technika a nevhodne zvoleny inhala¢ny systém
moézu byt pric¢inou liecebnych netaspechov. Nespravne
pouzitie inhalatorov méze znizit adherenciu pacienta,
zvysit davkovanie liekov a vyvolat neziaduce Uc¢inky
inhalaénych liekov'®.

Cielom vyskumu bolo zistit, aké percento pacientov
postupuje pri aplikacii svojich liekov spravne, aké in-
halacné systémy su preferované pri liecbe spominanych
respiracnych ochoreni, aké najCastejSie chyby v in-
halacnej technike robia pacienti pri pouzivani inhalator-
ov a aky je postoj pacientov k moznosti edukacie zo stra-
ny verejného lekarnika.

Pre ziskanie potrebnych dat bol zvoleny dotaznikovy
prieskum, ktorého sa zu€astnilo 102 respondentov rdzne-
ho pohlavia, veku, vzdelania a kraja. Ziskané udaje
preukazali, ze 83,33 % zucCastnenych respondentov trpi
prieduskovou astmou a 9,80 % chronickou obstrukénou
chorobou pl'uc. Zatial, ¢o sa astma vyskytla u pacientov
vsetkych vekovych kategorii, pacienti trpiaci CHOCHP
tvorili vekova skupinu od 36 rokov, ¢im sa preukazalo,
ze toto ochorenie postihuje hlavne T'udi vyssieho veku,

okolo 40. roku zivota'. Prieskumu za zac¢astnilo 70,59 %
zien a 29,41 % muzov. Astmatickymi pacientmi boli
prevazne Zeny, naopak CHOCHP sa vyskytovala Caste-
jsie u muzov. Tento fakt potvrdzuju aj Statistické udaje
Nérodného centra zdravotnickych informacii z roku
2018. Prevazna vicsina naSich respondentov pochadza-
la z Presovského kraja. Prave tato oblast’ Slovenska sa
podl'aidajov NCZI vyznacuje najvyssim poctom dispen-
zarizovanych pacientov so spominanymi chronickymi
respiraénymi ochoreniami dolnych dychacich ciest®.

V dnesnej dobe existuje na trhu mnoho typov inhalato-
rov a je len na vzajomnej konzultacii lekara a pacienta,
aky typ inhalacného systému lekar pre daného pacien-
ta zvoli??. V tomto prieskumu najcastejsie pouzivanym
inhalatorom zo vsetkych typov a tiez z pomedzi aero-
solovych davkovacov medzi pacientmi bol Inhaler.
Pouzivala ho nadpolovi¢na vic¢sina respondentov, konk-
rétne 54,9 %. Z inhalatorov pre praskovu formu liekov
boli najviac pouzivanymi Novolizer (17,65 %), Diskus
(12,75 %) a Aerolizer (11,76 %). Na zaklade toho, aky
typ inhalatora pacienti oznacili, sa tieZ podarilo zistit,
ze 41 (40,20 %) respondentov pouziva len inhaldtor
pre praskova formu lieku (DPI), jedenast’ (10,78 %) ma
predpisanu kombinaciu DPI a MDI a takmer polovica
(49,02 %) pacientov pouziva len aerosolovy davkovac
(MDI). Ddlezitym aspektom v pripade inhalatorov
je jednoduchost’ ich pouzitia. Cim je inhalator jed-
noduchsi na pouzitie, tym sa eliminuje vyskyt chyb pri
inhalécii lieku a samozrejme sa zlepSuje aj compliance
pacienta. V naSom dotaznikovom prieskume az 47,06 %
(najvyssia spokojnost’) vyjadrilo najvyssiu spokojnost’
s inhalatorom, ktory v su¢asnosti pouZivaji. Dalsich
24,51 % opytanych na skale spokojnosti zvolilo stupen 4.

Pre dosiahnutie uplného terapeutického uc¢inku u pa-
cientov s astmou a CHOCHP je vel'mi dolezité spravne
prevedenie inhalacie?V. Chyby v inhalacnej techni-
ke sa vyskytuja u oboch typov inhalatorov, u MDI aj
DPI, avsak identifikacia konkrétnych chyb méze viest
k zlepSeniu vysledkov, pretoze, ako bolo preukazané,
inhalaéné chyby mozno napravit’ zvy§enym tréningom®.
Ukazalo sa, Ze pacienti Castejsie robia chyby pri inhalacii
lieku v pripade pouzitia DPI inhalatora ako pri pouziti
MDI, a to aj napriek tomu, Ze prieskumy poukazuji na
vys§iu chybovost pri aerosolovych davkovacoch? 29,
NajcastejSou chybou pri inhalacii u oboch typov in-
halatorov je zadrzanie dychu na nedostatocne dlhy cas
(menej ako 5 sekund), ¢im sa nezabezpeci dobra depozi-
cia lieCiva v plucach. V pripade MDI medzi ¢asté chyby
patri aj vydych do inhalatora/nevydychnutie pred samot-
nou inhalaciou (22,95 %) ¢i nepretrepanie inhalatora
na uvod inhalacie (18,03 %), tyka sa to starSich typov
inhalatorov bez HFA roztokov. Zla koordindcia medzi
stlacenim a naddychom z inhalatora, ktord je podla via-
cerych zdrojov'® 2 najproblémovej$im krokom inhala-
cie pri MDI, sa v prieskume vyskytla len u 8,20 % re-
spondentov. Na zaklade pozorovacej Studie realizovane;j
v Japonsku najcastejsie sa vyskytujicou chybou u DPI
inhalatora je neprevedie rychleho a hlbokého nadychu,
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ktory je pre tento typ charakteristicky'®. V uskutoénen-
om prieskume v tomto kroku inhalécie zlyhdva 32,69 %
pacientov. Co sa tyka pacientov pouZivajucich jednotli-
vo davkované DPI inhalatory, az 53,85 % z nich pred
zacatim inhalacie nepostupuje spravne, pretoze viackrat
stlacaju tlacidla pre perforovanie kapsuly. V §tidii v Por-
tugalsku medzi najCastejSie chyby patrili zl4 koordina-
cia medzi stla¢anim a nadychom z inhalatora (43,8 %),
neprevedenie hlbokého nadychu a vydychu pred samot-
nou inhaléciou (50 %) a nezadrzanie dychu po inhalécii
(62,5 %). Castou chybou pri pacientoch uzivajicich kor-
tikoidy bolo aj nevyplachnutie si ust vodou po inhalécii
(60,7 %)*. Podla Kasakovej a Kasdka pacienti robia
okrem predpokladanych chyb aj tzv. raritné chyby, ako
je neodstranenie ochranného krytu z naustku'¥, ¢o sa
vSak v dotaznikovom prieskume nepotvrdilo. V nasom
prieskume len 51,92 % (27 respondentov) opytanych,
ktori pouzivaju DPI, oznacilo, Ze vydychuje po inhalécii
ustami, zatial’ o 48,08 % (25 respondentov) nosom. Pri
pouziti MDI 55,74 % (34 respondentov) pacientov pri
inhalacii licku vydychuje ustami a 44,26 % (27 respon-
dentov) nosom. Informacie vo vacsine SPC inhala¢nych
liekov neuvadzaji presne vydych nosom alebo ustami.
Odportgéa sa vsak skor vydych tstami?”.

KedZe takmer 70 % opytanych uZiva svoje inhalacné
lieky dlhsie ako 5 rokov, predpokladali by sme, ze budu
vediet' inhalovat’ bez chyb. Po vyhodnoteni vSetkych
dotaznikov z celkového poctu pacientov trpiacich respi-
raénymi ochoreniami sa az u 63 % respondentov vys-
kytla nejakad chyba pri inhalacii svojich liekov. Podl'a
udajov Globalnej iniciativy pre astmu je pocet pacien-
tov, ktori nespravne inhaluju svoje lieky, ovela vyssi
a z celosvetového hl'adiska sa pohybuje az do 80 %'.
Jednou z pri¢in méze byt to, Ze len okolo 10 % I'udi si pri
pouceni o spravnej inhalacii lieku vyskuSalo prakticky
nacvik inhalacnej techniky a u dalSich 35,64 % bolo
vyuzité len teoretické vysvetlenie. K zlepSeniu by mohlo
dopomdct’ CastejsSie vyuzivanie nacviku s trenazérom.

V konecnom dosledku vplyv na dodrziavanie in-
halac¢nej terapie a na zlepSenie inhalacnej techniky u pa-
cientov maju podl'a niekol’koroc¢nej studie verejni lekar-
nici?). Napriek tomu, Ze ich tloha v tejto oblasti nie je
dostato¢ne uznana, v tomto prieskume 68,63 % pacien-
tov uviedlo, ze by radi uvitali kontrolu zvladania ich in-
hala¢nej techniky pri vydaji inhala¢ného lieku v lekarni,
a to napriek tomu, ze viac ako 70 % z nich si mysli, Ze
svoj inhalator dokaze pouzivat spravne. Navyse podla
pozorovanej Stidie uskutoénenej v kardiovaskularnom
a respiratnom centre v Japonsku viac ako 90 % pacien-
tov, ktori dostali pokyny od lekarnikov trikrat po sebe,
dosiahli maximalne inhala¢né schopnosti'®.

Zaver

Ziskané vysledky preukazali, Ze chyby v inhalacnej
technike su stale aktualnym problémom pre nadpolovi¢ni
VaCSinu pacientov s respiraénymi ochoreniami. Farmaceu-
ti mézu zohravat’ déleziti ilohu v procese poucenia pa-
cienta o spravnej aplikacii inhala¢nych pripravkov a pri-

nasat’ prospech pre zlepSovanie inhalacnej techniky a tym
aj uspesnosti lie¢by pacientov s respiraénymi ochoreniami.

Stret zaujmov: ziadny.
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clavulanate in combined medicinal forms: procedure transfer

from HPLC to UPLC

Soucasné stanoveni amoxicilinu a klavulanatu draselného
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Summary

This article presents the results of transferring a high-
performance liquid chromatography (HPLC) procedure
for the assay of amoxicillin and potassium clavulanate
in tablets to the ultra-performed liquid chromatography
(UPLC) conditions. Since the State Pharmacopoeia of
Ukraine (SPhU) does not contain the monograph for
the simultaneous analysis of amoxicillin and clavulanic
acid, the British Pharmacopoeia procedure was used.
Parameters of the procedure were optimized to fit the
UPLC and to make a better performance. Transfer of
the method to the UPLC conditions allowed to shorten
the run time from 15 min to 7.5 min, which makes the
process less time-consuming and more cost-effective.
The upgraded procedure was further validated.
Validation of both methods was performed in terms of
linearity, precision, accuracy, specificity and stability.
HPLC method was verified to later implementation into
the SPhU’s monograph. Afterwards, the methods were
compared in terms of their impact on the environment
using the eco-scale that included hazards of the
solution, the amount of produced wastes, the impact on
environmental and laboratory staff, etc. Both methods
appeared to be eco-friendly with a moderate advantage
of UPLC method. Moreover, the statistical comparison
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was performed using Passing Bablok regression method.
It showed that both methods are statistically comparable.
Key words: amoxicillin/clavulanate formulations e
UPLC « HPLC * method comparison * green chemistry

Souhrn

Clanek piedstavuje vysledky pfenosu postupu vysoce
ucinné kapalinové chromatografie (HPLC) pro stanove-
ni amoxicilinu a klavulanatu draselného v tabletach do
podminek ultravysokoucinné kapalinové chromatografie
(UPLC). Protoze Statni lékopis Ukrajiny (SPhU) neob-
sahuje monografii pro simultanni analyzu amoxicilinu
a kyseliny klavulanové, byl pouzity postup podle Brit-
ského 1ékopisu. Parametry postupu byly optimalizova-
ny tak, aby vyhovovaly UPLC a zlepsily vykon. Pfenos
metody do podminek UPLC umoznil zkratit dobu chodu
z 15 minut na 7,5 minuty, coz ¢ini proces mén¢ casove
naro¢nym a nakladové efektivnéj$im. Vylepseny postup
byl dale ovéfen. Validace obou metod byla provede-
na z hlediska linearity, pfesnosti, spravnosti, specifici-
ty a stability. Metoda HPLC byla ovéfena pro pozdéjsi
implementaci do monografie SPhU. Poté byly metody
porovnany z hlediska jejich dopadu na Zivotni prostedi
pomoci ekologické stupnice, kterd zahrnovala rizika fe-
Seni, mnozstvi vyprodukovanych odpadt, dopad na pra-
covniky zivotniho prostiedi a laboratote atd. Obé metody
se ukazaly byt ekologické s mirnou vyhodou pro metodu
UPLC. Statistické srovnani bylo navic provedeno regres-
ni metodou Passing Bablok. Ukazalo se, Ze ob¢é metody
jsou statisticky srovnatelné.

Kli¢ova slova: formulace amoxicilin/klavulanat « UPLC
* HPLC « srovnani metod ¢ zelena chemie

Introduction

Amoxicillin is a broad-spectrum semi-synthetic
B-lactam antibiotic. Recently, it has been widely used
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in combination with clavulanic acid or its derivative
potassium clavulanate. Clavulanic acid is a B-lactamase
inhibitor, which prevents the enzymatic destruction of the
B-lactam ring of amoxicillin by B-lactamase, and has also
shown minimal antibacterial activity". According to the
World Health Organisation’s (WHO) latest list of Critically
Important Antimicrobials for Human Medicine, -lactam
antibiotics with B-lactamase inhibitors are the high
priority drugs since they have shown a lower resistance
potential and have a high frequency of use for various
indications. Thereby, it is recommended as a first-choice
medicine for treating upper and lower respiratory tract
diseases, hospital and community-acquired pneumonia,
exacerbations of chronic obstructive pulmonary disease
(COPD), etc. There is also a possibility of its usage in
the treatment of complications of novel virus infections
of the respiratory tract and to prevent secondary
infection**®. Amoxicillin still plays a significant role in
the treatment of Helicobacter pylori associated gastritis
according to the last Maastricht V consensus since its
moderate resistance®. It is also used in the treatment of
complicated intraabdominal infections, lower urinary
tract infections, skin and soft tissue infections, etc. The
chemical structures of amoxicillin and clavulanic acid
are presented in Figure 1.

Effectiveness of the therapy depends on the quality of
active pharmaceutical ingredients which are components
of dosage forms. The State Pharmacopoeia of Ukraine
does not have any requirements for quality control
of medicines that contain amoxicillin and potassium
clavulanate. Thus verification of the method is necessary
to deliver qualitative treatment for patients in Ukraine.

European Pharmacopoeia as well as the United
States Pharmacopoeia recommend estimating the
quality of amoxicillin and potassium clavulanate
combined medicinal forms by high-performance
liquid chromatography (HPLC)® ». With technology
improvement, ultra-performance liquid chromatography
(UPLC) method provides some notable advantages
such as speed, while maintaining high sensitivity and
resolution comparable to HPLC. These advantages can be
useful for manufacturers to reduce costs during analysis.
The UPLC analysis is less time-consuming, which makes
the analysts’ time more efficient and productive.

The analytical method selection should not be
only in terms of accuracy or precision but also its
environmental and health safety. Whereas the UPLC
method takes fewer volumes of solvent, it can be
hypothetically assumed to be eco-friendlier and less
harmful to analysts’ health®.

NH,
H
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HO =
0 N\)(
d
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~0H b
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In this study, we aimed to transfer HPLC procedures
to UPLC to check the equality of measurements and
compare their environmental and health impact.

Experimental part

Chemicals and reagents

Amoxicillin and potassium clavulanate standards
were purchased from Sigma-Aldrich GmbH (Steinheim,
Germany). All solvents were HPLC grade, methanol
was purchased from Honeywell (Germany) and purified
water was obtained from a Mili-Q purification system
(Millipore, Burlington, MA, USA). Five manufacturing
batches (184153, 187489, 184111, 185691, 184117)
of combined amoxicillin and clavulanic acid tablets —
AMOXIL-K625 (Arterium Corporation, Ukraine) were
purchased in the local pharmacy and taken as study
samples.

Equipment

Liquid chromatography separation was performed
using a Shimadzu Nexera X2 LC-30AD HPLC system
(Shimadzu, Japan) composed of a quaternary pump, an
on-linedegasser, acolumntemperature controller,a SIL-
30AC autosampler (Shimadzu, Japan), a CTO-20AC
thermostat (Shimadzu, Japan) as well as a SPD-M20A
diode array detector (DAD). Other instruments such
as an Ultrasonic Cleaner Set for ultra-sonication use
(Wise Clean WUC-A06H, Witeg Labortechnik GmbH,
Germany), a Libra UniBloc AUW120D (Shimadzu
Analytical Scale, Japan); “A” class volumetric flasks
that meet requirements of the State Pharmacopoeia of
Ukraine were used in the investigation®.

Stock and working solutions

Buffer solution pH 4.4. 7.8 g of sodium phosphate
monobasic was dissolved in 950 ml of water R and
adjusted to pH 4.4 = 0.05 with phosphoric acid diluter,
then filled up to the volume of 1000.0 mL with the same
solvent, and mixed.

The test solution. To 500 mg (accurate weight) of
Amoxil-K625 tablets powder (equivalent to 250 mg
of amoxicillin) 400 ml of water were added, shaken at
a speed of 400 rpm (Shaker SM 30 B (Edmund Buhler,
Germany)) for 20 minutes, and filled up to the volume
of 500 mL.

Standard solution. 100 mg (accurate weight) of
amoxicillin trihydrate analytical standard and 80 mg
(accurate weight) of potassium clavulanate analytical

H

=0 OH
o=
O 5

CO.K

Fig. 1. The structural formula of amoxicillin (a) and potassium clavulanate (b)
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standard were placed into a 200 mL volumetric flask,
dissolved in water, filled up to the mark, and mixed.

Placebo solution. Accurate weight of placebo (500 mg)
was placed in a volumetric flask of a volume of 500 mL,
400 mL of water were added, shaken at a speed of 400 rpm
(Shaker SM 30 B; Edmund Buhler, Germany) for 20
minutes, filled up to the volume of 500 mL, and mixed.

All solutions were filtered through a membrane filter
with a pore diameter of 0.45 pm.

Chromatographic conditions for HPLC analysis

The separation of components was performed on a RP
column ACE C18 (250 mm x 4.6 mm, with particle size
of 5 um, Pennsylvania, USA). The composition of the
mobile phase was buffer solution pH 4.4 and methanol
in the ratio 95 : 5, respectively. The flow rate was set at
1.0 mL/min. The wavelength was set at 220 nm. 20 pL
was injected into the chromatographic system.

Chromatographic conditions for UPLC method

The analysis was performed with an ACQUITY UPLC
BEH C18 column (50 mm X 2.1 mm, with particles size
1.7 pm, Milford, USA). The composition of the mobile
phase was buffer solution with pH 4.4 and methanol in the
ratio 98 : 2, respectively. The detection was performed at
220 nm with a flow rate at 0.1 mL/min. The volume of
injection was 0.2 pL.

Method validation

Both HPLC and UPLC procedures were validated
according to the requirements of ICH guidelines and the
State Pharmacopoeia of Ukraine in terms of linearity,
precision, accuracy, specificity, and stability® '©.

Assessment of methods influence on the environment
Parameters of the analytical methods such as the number
of reagents, hazards, energy, and waste define its impact on
the environment' 2, Determination of method greenness
was performed using Eco-scale, where the ideal value is 100.
If some parameters of analysis differ from the principles of
green chemistry, penalty points are assigned. The sum of

penalty points obtained after revision is taken into account
for Eco-scale calculation using the following formula:

* Analytical Eco-scale = 100 — penalty points

> 75 represents an excellent green method

* > 50 represents an acceptable green method

» < 50 represents an inadequate green method

Globally Harmonized System (GHS) of Classification
and Labeling of Chemicals provides full information
about the determination of safety class of reagent based
on physical, environmental, and health hazards'®. M.
Tobiszewski et al. proposes determination of penalty points
for each reagent by multiplying the amount of GHS hazard
pictograms by a hazard degree (for instance, a warning is 1,
and danger, 2)'¥. Also, the energy consumptions for HPLC
and UPLC are < 1.5 kWh per sample and < 0.1kWh per
sample, respectively'?. Besides, hazards and generation of
wastes were taken into account.

Method comparison between HPLC and UPLC

Five batches (27 samples) of combined amoxicillin/
potassium clavulanate tablets previously analyzed by
HPLC were re-analyzed by the described UPLC method.
For all analytes, the correlation between the methods was
tested by a Passing-Bablok fit. It was chosen since the
preliminary check of the data samples for compliance
with the normal distribution showed that data samples of
amoxicillin (measured by UPLC method) and potassium
clavulanate (measured by HPLC) did not correspond to
a normal distribution (p < 0.01). This limits the use of
ordinary least squares method for regression analysis.
Therefore, the non-parametric Passing-Bablok method
was taken'. Comparison procedure was performed by
Microsoft Excel 2013.

Results and discussion

Verification of HPLC Pharmacopoeial method
The British Pharmacopoeia proposes to use the
HPLC method for the assay of medicines containing

AU ] Bﬂ
750 “
] |
!
4 A |
500 ‘1 |
‘ |
|
| |
250 | | ‘
_ ‘| |
I [
0 b - . &
S — S — —
0.0 25 5.0 7.5 10.0 125 Time, min

Fig. 2. Typical HPLC chromatogram (A — potassium clavulanate, B — amoxicillin)
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potassium clavulanate and amoxicillin®. For separation
of components, a stainless steel column (250 mm X
4.6 mm, with a particle size of 5 pm) packed with
octadecylsilyl silica gel for chromatography is required.
The mobile phase is a mixture of 5 volumes of methanol
and 95 volumes of a 0.78% solution of sodium phosphate
monobasic adjusted to pH 4.4 with phosphoric acid.
The flow rate of the mobile phase should be 2 mL/min.
The volume of injection is 20 pL, and the detection
wavelength is set at 220 nm.

When the parameters on the HPLC system were applied,
a high pressure was observed at this flow rate. Considering
that, the flow rate was reduced to 1 mL/min. These
changed parameters were used in further analysis of tablets
containing potassium clavulanate and amoxicillin (Fig. 2).

Transfer of HPLC method to UPLC

Initially, the flow rate was reduced to 0.2 mL/min,
and a smaller volume of the injection was applied
(1 pL). The analysis showed no separation between

the components; therefore, the flow rate was changed
to 0.1 mL/min.

After reducing the flow rate, the coefficient of
separation between components was 2.02 but still, the
peak of potassium clavulanate was close to the void
volume.

To increase separation, different buffer pH was tried
in the range of 4.0-6.0. Changed conditions had no
improvements for compounds separation, thus the buffer
with 4.4 pH was left.

In the next step, we changed the ratio between buffer
and methanol to 97 : 3 and reduced the volume of
injection to 0.5 puL. As a result, the separation between
peaks became greater. Moreover, retention time for the
peak of potassium clavulanate increased significantly
and moved from the void volume.

And at the final step, we changed the ratio between
buffer and methanol to 98 : 2 and set a volume of injection
at 0.2 uL.

These conditions were used in the assay of potassium
clavulanate and amoxicillin in tablets (Fig.3).
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Fig. 2. ypical HPLC chromatogram (A — potassium clavulanate, B — amoxicillin)
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Fig. 3. Typical UPLC chromatogram (4 — potassium clavulanate, B — amoxicillin)
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Suitability of chromatographic methods

The main purpose of the system suitability test is
to prove the reproducibility of the chromatographic
system and to examine applied procedures, equipment,
reagents, etc. The British Pharmacopoeia requires to
control two parameters: the coefficient of asymmetry for

Table 1. Parameters of system suitability for both HPLC and UPLC methods

potassium clavulanate and the coefficient of separation
between potassium clavulanate and amoxicillin. Both
methods have met all requirements, thus they can be
recommended for applying in the analysis of medicines
containing amoxicillin and potassium clavulanate
(Table 1).

. Found by Found by
Parameter Requirements HPLC UPLC
Coefficient of asymmetry for the peak of potassium clavulanate Atmost 1.5 1.04 1.27
Coefﬁ.c1.er.1t of separation between the peaks of potassium clavulanate and At least 3.5 15.46 793
amoxicillin
Table 2. Linearity studies for HPLC and UPLC methods
. . Correlation Linear range, RSD, LOD, LOQ,
Compound Calibration curve coefficient L % Tl L
HPLC
Potassium clavulanate | y = 1.0016x - 0.1851 0.9999 320-480 0.31 0.8 24
Amoxicillin y=1.007x - 0.7512 0.9999 400-600 0.14 1 33
UPLC
Potassium clavulanate | y =0.9961x + 0.3857 0.9999 320-480 0.29 2 6.6
Amoxicillin y=0.9981x + 0.1645 0.9999 400-600 0.16 3 10
Table 3. The precision studies for potassium clavulanate and amoxicillin
: Intra-day (n = 6) Inter-day (n = 12)
Method | Component Concentration,
pg/mL Found, %| RSD Error | Found, %| RSD Error*

HPLC Potassium clavulanate 80 101.86 0.23 0.34 101.98 0.43 0.30

Amoxicillin 100 98.98 0.31 0.43 99.10 0.37 0.49
UPLC Potassium clavulanate 80 102.43 0.28 0.31 102.73 0.57 0.43

Amoxicillin 100 99.10 0.26 0.27 98.85 0.52 0.39

*According to the ICH Guidelines it indicates systematic error of the calculated result introduced by the analytical method from

its theoretical true value.

Table 4. The accuracy data of analysis by both procedures

Amount measured (%) Relative standard deviation (%) Recovery (%)
f;fle:ef,‘/:e HPLC UPLC HPLC UPLC HPLC UPLC
PC AC PC AC PC AC PC AC PC AC PC AC

80 79.73 | 79.71 | 80.06 | 79.99 | 0.18 0.32 0.17 023 | 99.67 | 99.64 | 100.07 | 99.99
85 85.15 | 84.97 | 85.15 | 85.12 | 0.13 0.18 0.16 0.28 | 100.17 | 99.96 | 100.18 | 100.15
90 89.75 | 89.92 | 89.74 | 89.94 | 0.27 0.19 0.19 024 | 99.72 | 99.8. | 99.71 | 99.93
95 95.12 | 94.88 | 95.05 | 95.10 | 0.21 0.16 0.17 0.11 | 100.13 | 99.87 | 100.05 | 100.11
100 100.06 | 99.97 | 100.13 | 99.87 | 0.19 0.19 0.16 0.16 | 100.06 | 100.08 | 100.13 | 99.87
105 105.09 | 105.08 | 105.15 | 104.63 | 0.18 0.1 0.17 0.17 | 100.09 | 100.09 | 100.14 | 99.64
110 110.03 | 110.21 | 109.92 | 110.09 | 0.24 0.23 0.22 0.15 | 100.03 | 100.19 | 99.93 | 100.08
115 114.95 | 114.81 | 114.87 | 115.02 | 0.21 0.12 0.23 0.12 | 99.96 | 99.83 | 99.88 | 100.02
120 119.87 | 120.11 | 119.86 | 119.96 | 0.29 0.20 0.30 0.27 | 99.89 | 100.09 | 99.88 | 99.97
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Validation

Specificity

Specificity studies were performed for both
HPLC and UPLC methods by analyzing blank,
placebo  (containing all components except
potassium clavulanate and amoxicillin), standard,
and test solutions. According to the obtained
results, no interference in the analysed components
quantification from blank or placebo solutions was
found. Thus, these procedures can be applied in the
analysis of tablets contain potassium clavulanate and
amoxicillin.

Linearity, LOD, LOQ

The assay procedure should be linear within the range
of application, which should overlap the possible values
of concentrations of the active substance. Linearity
studies were performed in the range of 80—-120% (step —
5%). For this purpose, 9 model solutions were prepared,
the concentration of which varied uniformly within the
range of application (Table 2).

The LOD and LOQ were calculated by the following
formulas:

3.3'0

LoD =332 A 109 =22,
S S

where o is the standard deviation of the response, and
S is the slope of the calibration curve® 9.
The values of LOD and LOQ are presented in Table 2.

Precision

The precision study was performed within 2 days
by different analysts. Test solution contained 100% of
potassium clavulanate and amoxicillin. The results of the
studies are shown in Table 3.

Table 5. Assessment of the HPLC and UPLC methods

Stability

Stability studies have been performed for both
procedures within 24 hours for a standard solution. It
was found that the solutions were stable. Deviations of
analyte peaks areas in the HPLC method for potassium
clavulanate and amoxicillin were 0.338% and 0.362%,
respectively. In the case of UPLC, potassium clavulanate
and amoxicillin showed deviations of 0.391% and
0.164%, respectively.

Accuracy

To test accuracy within the range of analytical
procedure, 9 test solutions with a known amount of
potassium clavulanate (PC) and amoxicillin (AC) were
prepared, following all stages of the analytical procedure.
The measured solutions were in the range of 80-120%
(Table 4). Both procedures have satisfactory results, thus
they can be used in the analysis of medicines.

Eco-scale calculation

Both methods for simultaneous assay of amoxicillin
and potassium clavulanate were assessed by their
“greenness” using the Eco-scale to find a method with
less environmental impact. The UPLC method showed
aslightly higher Eco-scale value than the HPLC. The total
scores for HPLC and UPLC were 82 and 85 respectively
(Table 5).

Method comparison between HPLC and UPLC

The methods comparison was performed using the
values obtained in the quantitative assessment of 27
tablets samples, measured by both HPLC and UPLC
methods. The assessment was done using Passing-
Bablok regression equations (estimation of a, B), 95%
CI for a, b (test of hypothesis B = 1 and a = 0), a test
of linearity assumption (Table 6) and corresponding

Penalty points

HPLC UPLC
Reagents
Methanol 0.75 mL 6 6
Water 14.25 mL 0 0
Sodium phosphate monobasic 0 0
Instrument
HPLC 1 0
Waste 8 6
Occupation hazard 3 3
Sample preparation
Water 200 mL 0 0
Total penalty points 18 15
Analytical Eco-scale total score 82 85
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regression plots with real measurement data (Fig. 4)'.
In plots, the regression lines (continuous) are in the range
of amoxicillin and potassium clavulanate estimated
quantitative contents from 98 to 104%. The real
measurement data are presented by dots. The statistical
test of the linearity assumption proved linearity between
the HPLC and UPLC methods for both amoxicillin and
potassium clavulanate (Table 6). The 95% CI included
the value 1 for the slope and the value 0 for the intercept
for both studied substances, which demonstrated that
there is no statistically significant difference between the
old and the new method.

Conclusions

The HPLC procedure for the simultaneous assay of
amoxicillin and potassium clavulanate was successfully
transferred to the UPLC. To optimize the conditions

104
103
102
101
100

99

Amoxicillin Content (%) - UPLC

98
98 a9 100 101 102 103 104

Amoxicillin Content (%) - HPLC

of the analysis, we have changed the ratio of mobile
phase components, flow rate, and injection volume.
Furthermore, the run time was shortened from 15 min
to 7.5 min. The HPLC procedure was verified to further
implementation into the SPhU monograph, and the
UPLC procedure was fully validated. Both methods
have met all requirements, and could be recommended
for applying in the analysis of medicines containing
amoxicillin and potassium clavulanate. The methods
were compared in terms of environmental friendliness. In
general, both methods have shown themselves to be eco-
friendly, although the UPLC method showed a slightly
better result. A Passing-Bablok regression method
comparison showed the similarity of methods in obtained
results. Both methods are reliable and could be used in
laboratories during the quality control process.

Conflict of interest: none.

106

105

Potassium Clavulanate Content (%) - UPLC

98
98 929 100 101 102 103 104

Potassium Clavulanate Content (%) - HPLC

Fig. 4. Regression plots of the comparison between HPLC and UPLC for amoxicillin (a) and potassium clavulanate (a) by the

Passing-Bablok method

Table 6. Testing the equality of measurements from HPLC and UPLC methods for simultaneous assay of amoxicillin and

potassium clavulanate

Estimated Parameter Amoxicillin Potassium Clavulanate
Y =bx+a

B 091 0.95

b-low (Low 95% CI) 0.66 0.79
Slope

b-up (Up 95% CI) 1.25 1.26

Test of the hypothesis =1 + +

A 8.73 5.73

a-low (Low 95% CI) -25.27 -26.30
Intercept a

a-up (Up 95% CI) 34.21 21.95

Test of the hypothesis o = 0 + +

h-stat 0.53 1.06
Statistical test p-level 0.93 0.20
of the linearity + +
assumption p-level > 0.05 — — ) :

No significant deviation from linearity
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Composition of fatty acids in Centaurea cyanus (L.)

SloZeni mastnych kyselin v Centaurea cyanus (L.)
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Summary

The presented study shows the composition of fatty
acids (FA) in flowers and herb of wild and cultivated
cornflower (Centaurea cyanus (L.)). The analysis was
performed by gas chromatography (GC) with a method
using internal normalization. Together 13 fatty acids were
identified in both types of cornflower herb. Unsaturated
fatty acids, particularly, linoleic, linolenic, and oleic
acids, were prevailing in cultivated cornflower flowers
and herb, as well as in wild cornflower flowers. Palmitic
acid was the most abundant saturated FA.

Key words: Centaurea cyanus (L.) * fatty acids « GC
method

Souhrn

Prace prezentuje vysledky studie mastnych kyselin (FA)
ve kvétech a nati voln€ rostouci a péstované chrpy (Cen-
taurea cyanus (L.)). Analyza byla provedena metodou
plynové chromatografie (GC) s vnitini normalizaci.
V nati obou typl chrpy bylo identifikovano 13 mastnych
kyselin. V kvétech a nati péstovanych chrp, stejn¢ jako
v kvétech volné rostoucich, prevladaly nenasycené mast-
né kyseliny, zejména kyselina linolova, linolenova a ole-
jova. Kyselina palmitova piedstavovala nejhojnéji se vy-
skytujici nasycenou FA.
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Introduction

Centaurea cyanus (L.) is a plant of the Asteraceae fa-
mily, originating from Europe and Middle East and now
present all over the world in both wild and cultivated
variants?. In traditional medicine, the cornflower herb
is known as a diuretic, antimicrobial, anti-inflammato-
ry, antioxidant, gastric mucosa protective, hypotensive
agent'®. Cornflower chemical components include flavo-
noids, anthocyanins, carbonic acids, sugars, amino acids,
macro- and microelements, and tocopherols' > 7 % 19,
Fatty acids are not only vital macronutrients, but also
promising pharmacological bioactive substances. Po-
lyunsaturated fatty acids are known to be precursors of
eicosanoids which act as lipid mediators, settling in-
flammations, immune and neuroprotective processes.

Fatty acids, such as saturated stearic and palmitic ac-
ids, unsaturated oleic, linoleic and linolenic acids, are po-
tential antibacterial agents able to destabilize cell mem-
branes of microorganisms, thus directly and indirectly
suppressing their growth!> 4. Bioactive lipid mediators
to which the most unsaturated fatty acids, such as linoleic
and a-linolenic acids, belong settle pro-inflammatory and
anti-inflammatory processes, stimulating enzymes and
producing cytokines'V.

Pharmacological research has proved that fatty acids,
such as unsaturated linoleic, a-linolenic, eicosapentae-
noic and docosahexaenoic acids, retard tumor growth,
inducing apoptotic processes in tumor cells, inhibiting
angiogenesis, as well as improving efficiency of chem-
ical drugs and alleviating their side effects'> 1519, Vari-
ous bioactive substances in complexes with fatty acids,
such as saturated palmitic acid and unsaturated leno-
lic, linolenic and docosahexaenoic acids, are known to
possess improved lipophilic properties, becoming better
compatible with lipophilic cell membranes. Such com-
plexes are used to slow drug release; they are more bio-
accessible!> 2022,

Data on fatty acids in cornflower herb in the litera-
ture are quite few. Fernandes L. et al. studied the fatty
acid composition of cornflower flowers which contained
45.0% saturated and 55.0% unsaturated fatty acids. The
most abundant were linolenic (27.7%), palmitic (25.2%),
and oleic (19.8%) acids”.

This paper is devoted to a study of fatty acids in
Centaurea cyanus flowers and herb by GC method.
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Experimental part
Materials and methods

Plant materials

The objects of study were wild cornflower and culti-
vated cornflower herb and flowers collected during bloo-
ming period in Kharkov Region, Ukraine, in 2018.

Identification of plants was carried out by the professor
of the Department of Botany of National University of
Pharmacy A. G. Serbin in comparison with voucher herba-
rium samples. The voucher herbarium samples are kept at
the Department of Chemistry of Natural Compounds and
Nutritionology of the National University of Pharmacy.

Determination of fatty acids

Methyl esters of fatty acids were studied using a Sel-
michrom-1 (Ukraine) gas chromatograph with a flame
ionization detector. A gas chromatography column of
stainless steel, 2.5 m long and 4 mm in the inner diam-
eter, was filled with immobile phase — inert on treating
with 10% diethylene glycol succinate (DEGS).

The following working parameters were established
in the chromatograph: column thermostat temperature
180 °C, vaporizer temperature 230 °C, detector tempera-
ture 220 °C, carrier gas (nitrogen) flow velocity 30 cm?/
min, sample volume 2 mm?® hexane solution of fatty acid
methyl esters.

Reference samples were standards of saturated and un-
saturated fatty acid methyl esters from Sigma.

Lipophilic fractions were obtained by exhaustive hex-
ane extraction, they were hydrolyzed and then the devel-
oped fatty acid methyl esters determined.

Fatty acid methyl esters were obtained by the modified
Peisker method which ensured complete methylation of
fatty acids. Methylation was affected with a 100 : 100 : 1
mixture of chloroform with methanol and sulfuric acid.
Lipophilic fraction in a volume of 30-50 pl was dosed
into glass ampoules, 2.5 ml of methylating mixture were
added, and then the ampoules were sealed. Then they
were introduced to a thermostat at 105 °C for 3 hours.
After methylation completed, the ampoules were un-
packed, their contents moved to a test tube, powdered
zinc sulfate added at a scalpel tip, 2 ml purified water
and 2 ml hexane poured for extraction of methyl esters.
After thorough stirring and settling, the hexane extract
was filtered and subjected to chromatographic analysis®).

Fatty acid methyl esters were identified by peak reten-
tion time as compared to the standard mix. Composition
of methyl esters was calculated by the interior normal-
ization method.

Results and discussion

Thirteen fatty acids were identified in tested raw mate-
rials. Ofthem, seven fatty acids were saturated (C12—C24),
four fatty acids were monounsaturated (C14-C20), and
two fatty acids were polyunsaturated (C18).

Fatty acid composition of wild and cultivated corn-
flower flowers and herb lipophilic fractions was determi-
ned by the GC method (Fig.1). The GC-chromatogram
on the example of fatty acids in cultivated cornflower
herb is shown in Figure 1.

As the result of the study, 13 fatty acid methyl esters
were identified in each of wild and cultivated cornflower
flowers and herb lipophilic fractions (Table 1).

The sum of saturated FAs in tested raw materials was
almost identical (30.7-35.4%). The highest content of
monounsaturated FAs was found in the flowers of the
cultivated cornflower (19.6%), the lowest content was
found in the wild cornflower herb (6.6%). The content
of the sum of monounsaturated FAs in the flowers of
the wild cornflower and in the herb of the cultivated
cornflower varied within the limits of 13.8%. Wild
cornflower flowers accumulated most polyunsaturated
FAs, particularly, linoleic and linolenic acids, where-
as their content in the wild cornflower herb was the
lowest.

The sum of non-identified fatty acids in the wild corn-
flower herb was 36.7%, in the cultivated cornflower herb,
19.9%, in the wild cornflower flowers, 7.2%, and in the
cultivated cornflower flowers, 9.6%.

In the cultivated cornflower herb, wild and cultivated
cornflower flowers, unsaturated fatty acids prevailed.
Wild cornflower flowers contained 60.0% unsaturated
fatty acids, cultivated cornflower flowers contained
55.0% unsaturated fatty acids, cultivated cornflower
herb contained 49.4% unsaturated fatty acids, and wild
cornflower herb contained only 28.9% unsaturated fatty
acids.

In wild and cultivated cornflower flowers we identified
28.6% and 16.7% linoleic acid, 22.5% and 23.3% pal-
mitic acid, 17.6% and 18.7% linolenic acid, 10.1% and
14.3% oleic acid.

Wild cornflower herb accumulated palmitic (17.2%)
acid, linolenic (12.9%) acid, linoleic (9.4%) acid and
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Fig 1. GC chromatogram of fatty acids in cultivated corn-
flower herb (1 — lauric acid, 2 — myristic acid, 3 — myristoleic
acid, 4 — palmitic acid, 5 — palmitoleic acid, 6 — stearic acid,
7 — oleic acid, 8 — linoleic acid, 9 — linolenic acid,

10 — arachic acid, 11 — gondoic acid, 12 — behenic acid,

13 — lignoceric acid)
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Table 1. Fatty acid composition of lipophilic fractions in wild and cultivated cornflower herb and flowers

Content of fatty acid methyl esters,% of total
Fatty acid methyl esters Wild cornflower Wild cornflower Cultivated Cultivated
herb flowers cornflower herb cornflower flowers
Lauric (C 12:0) 0.9 0.4 0.5 0.7
Myristic (C 14:0) 1.7 14 1.2 1.1
Palmitic (C 16:0) 17.2 22.5 15.0 233
Stearic (C 18:0) 4.0 4.0 4.9 5.5
Arachic (C 20:0) 0.4 0.6 0.2 0.7
Behenic (C 22:0) 7.9 3.0 7.5 22
Lignoceric (C 24:0) 23 0.9 1.4 1.9
Total saturated FAs 344 32.8 30.7 354
Myristoleic (C 14:1) 0.3 trace quantity trace quantity 0.2
Palmitoleic (C 16:1) 1.0 3.6 0.7 5.1
Oleic (C 18:1) 5.1 10.1 12.8 14.3
Gondoic (C 20:1) 0.2 0.1 0.3 trace quantity
Total monounsaturated FAs 6.6 13.8 13.8 19.6
Linoleic (C 18:2) 9.4 28.6 28.4 16.7
Linolenic (C 18:3) 12.9 17.6 7.2 18.7
Total polyunsaturated FAs 22.3 46.2 35.6 354
Total non-identified FAs 36.7 7.2 19.9 9.6
Grand total 100.00 100.00 100.00 100.00
behenic (7.9%) acid, whereas the cultivated cornflower ~ References

herb contained linoleic (28.4%), palmitic (15.0%), oleic
(12.8%), behenic (7.5%), linolenic (7.2%) acids.

Palmitoleic acid content in tested samples of corn-
flower flowers varied within the limits 3.6-5.1%, being
much lower in the herb: 0.70—1.0%.

Tested cornflower herbs accumulated nearly identical
amounts of saturated acids, namely, lauric, myristic, ste-
aric, arachic, and gondoic acids.

Conclusions

In this study we compared the fatty acid composition
of wild and cultivated cornflower herbs and flowers co-
llected in Ukraine. Unsaturated oleic (5.1-14.3%), lino-
leic (9.4-28.6%), linolenic (7.2—18.7%) acids as well as
saturated palmitic acid (15.0-23.3%) dominated in tested
raw materials.

Our obtained results show only minor difference
between the fatty acid compositions of wild and cultiva-
ted cornflower raw materials, thus, cultivated cornflower
herbs may serve as a substitute for wild raw materials.
The herb and flowers of the cornflower are a promising
raw material for further phytochemical and pharmacolo-
gical research.
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XXIl. SYMPOZIUM
KLINICKE FARMACIE
U RENE MACHA

https://www.faf.cuni.cz/SympoziumKF2020/

Sekcee klinické farmacie Ceské farmaceutické spoleénosti CLS JEP
a Katedra socialni a klinické farmacie Farmaceutické fakulty UK v Hradci Kralové poradaji
XXIl. sympozium klinické farmacie René Macha

Prevence a lé¢ba ledvinovych a jaternich onemocnéni
e Forma virtualni (online) konference, 20.—21. listopadu 2020
e Akce bude zafazena do kontinudlniho vzdglavani CLnK

Vazeni a mili pratelé klinické farmacie,

prijméte srde¢né pozvani na XXII. sympozium klinické farmacie René Macha, tentokrat v netradi¢nim formétu online
konference. Termin 20.-21. listopadu 2020 a téma Prevence a 1é¢ba ledvinovych a jaternich onemocnéni zistavaji, presto
nas soucasna epidemiologicka situace priméla zvolit pro leto$ni rok spojeni na dalku. Neni nad osobni setkani a pfimou
diskuzi v konferen¢nim séle i v kulodrech mikulovského zdmku, nicméné véfime, Ze Vam i touto online konferenci
prineseme zajimavé poznatky, které navic budete moci sledovat komfortné ze svych domovii. Budeme radi, kdyz se také
zapojite do zivych chatt v ramci panelovych diskuzi.

Vérime, Ze vétsina prezentujicich bude souhlasit s docasnym umisténim jejich sdéleni na zabezpecenou ¢ast konferen¢niho
webu, odkud bude mozné prezentaci po ur¢itou dobu sledovat i po skonceni konference.

Registrace na online sympozium bude spusténa v nésledujicich dnech, kdy se budete moci prihlasit i jako aktivni vystupujici
se sdélenim v sekci e-DRBY nebo v posterové sekci. V posterové sekci bude vyzkumnd aktivita ucastnika prezentovana vedle

plakatu v PDF také formou komentovanych, pfedem namluvenych sdéleni do maximalni doby 5 min.

Za Gcast na online sympoziu bude mozno ziskat body do kontinualniho vzdélavani CLnK, doba ticasti na akci bude
monitorovana a systém nedovoli prihlasit se na jednu registraci z vice mist.

Tésime se na setkdni s Vami alespori touto online formou a vétime, ze zku$enosti z tohoto nelehkého roku budeme s Vami
moci opét za rok diskutovat v prostorach zamku v Mikulové a ve Valtickém Podzemi.

Pevné zdravi Vam preji Josef Maly a Martin Dosedél









