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VYUZITi MODERNICH ELEKTROCHEMICKYCH METOD PRO ANALYZU
NUKLEOVYCH KYSELIN

USE OF MODERN ELECTROCHEMICAL METHODS FOR NUCLEIC ACID ANALYSIS
Banas D.!** Rychly 0.2, Salmistraro S.2°, Aksu A.D.>*$, Krzyzankova M.’, Hosnedlova
B.5, Kizek R.%¢"

"Ustav biochemie, Prirodovédeckd fakulta, MU, Kamenice 753/5, 625 00 Brno, Cesko,
2Oddeélent vyzkumu a vyvoje, Prevention Medicals s.r.o., Studentska 812/6, 625 00 Brno,
Cesko; 3University of Bologna, Via Tolara di Sopra, 50-40064 — Ozzano dell Emilia —
Bologna, Itdlie; *Bezmialem Vakif Universites, Adnan Menderes Bulvari Vatan Caddesi
34093 Fatih, Istanbul, Turecko; >Vyzkumny ustav veterindrniho lékaistvi, Hudcova 296/70,
621 00 Brno, Cesko; ®Ustav farmakologie a toxikologie, Farmaceutickd fakulta, MU,
Palackého ti. 1946/1, 612 42 Brno, Cesko, kizek@sci.muni.cz

Klicova slova: voltametrie, amperometrie, hybridizace, elektroaktivni znacky

Od popsani struktury nukleovych kyselin (NK) uplynulo nékolik desitek let, avSak NK jsou
stale jedny z nejstudovanéjSich molekul. Své vyznamné misto v studiu NK zastdva i
elektrochemicka analyza. Poprvé elektrochemické vlastnosti NK popsal Palecek v roce 1960.
Nejvyznamngjsi aplikaci je pfedevsim konstrukce levnych a rychlych biosenzort pro analyzu
specifické sekvence NK. Navic vyuziti nanotechnologii se stalym a definovanym povrchem
pro adsorpci biomolekul poskytuje prostor pro zvySeni specifity elektrochemického senzoru.
Virus Afrického moru prasat (ASF), zplisobuje velmi zavazené hemoragii se projevujici
onemocnéni. Hledaji se cesty rychlé a senzitivni detekce ASF jak v télnich tekutinach, tak v
potravinach. Cilem nas$i prace byla a) podrobnéd elektrochemickd charakterizace PCR
fragmentu viru ASF b) modifikace nukleovych kyselin oligonukleotidovymi sondami King F
a King R za vyuziti kvantovych tecek (CdTe QDs). Byl studovan elektrochemicky signal PCR
fragmentu pomoci metod cyklické a diferencni pulzni voltametrie. Na ziskanych
voltamogramech byly pozorovany redoxni signaly cytosinu a adeninu pfi potencidlu -1.35 +
0.05 V) a noveé popsany signal P spojeny s redukci 7,8-dihydroguaninu pii potencidlu -1.6 +
0.06 V). PCR fragment byl charakterizovan z hlediska doby akumulace na elektrodu v Case
0 - 360 s pro koncentraci 1 a 5 pg.ml™ (P pik 1209,6 + 3,8 x, = 0,971 pro 5 pg.ml™! a 108,6 +
1,7 x, = 0,984 pro 1 pg.ml") a byla vytvoiena kalibra¢ni fada pro koncentrace 1 az 10 pg.ml°
!'s velmi dobrou linearitou (r = 0,99). Pro hybridizaci s PCR fragmentem byly vyuzity sondy
King F a King R s navazanymi CdTe kvantovymi teCkami. Vz4jemna interakce NK a QDs
byla potvrzena jako zaklad biosenzoru ASF.

Tato studie byla podporena Evropskym programem Erasmus+, projektem AMOR
OK1920113, NANOVIR JCMM 277/2020 a za laskavého prispéni spolecnosti Metrohm Ceska
republika.



ANTICKE PROSTREDKY LECBY DOCHOVANE V BIBLICKYCH TEXTECH
Franc A.

Ustav technologie lékii, Farmaceutickd fakulta, Masarykova univerzita, Palackého ti- 1946/1,

612 42, Brno, e-mail: franca@pharm.muni.cz

Kli¢ova slova: Bible, 1ékarnik, 1é¢iva.

Tato prednaska pojednava o antickych prostfedcich 1écby k 1é€bé rliznych onemocnéni, se
kterymi se miizeme setkat v biblickych textech kanonickych a deuterokanonickych knih
Starého a Nového zékona. I kdyz se biblické texty, na rozdil od textl posvatnych knih jinych
nabozenstvi Orientu, explicitné nezabyvaji léCivy, resp. substancialni 1écbou nemoci, obsahuji
nepfebernou fadu zajimavych kazuistik. Unich je napadné zejména to, Ze na rozdil od
naptiklad Ajurvédy, taoismu nebo Samanismu (ale tieba i pozd&jsi homeopatie, Bachovy
1écby kvéty nebo Clusterové mediciny apod.) zde neni danym substancim nebo procedurdm
pfisuzovan duchovni vyznam. To je zplsobeno piedevSim tim, ze celd judeo-kiestanska
filozofie nezboZstuje ptirodu ani Clovéka a hmoté neni pfisuzovan zadny okultni vyznam
kromé¢ jeji stvoiené existence a vnitiniho fadu. Lze proto konstatovat, ze pro vyse uvedené
biblické narativni kazuistiky podani 1é€iv, jako jsou vino, mandragora, suSené fiky, rybi Zluc,
balzdm a myrha, nard a olivovy olej, 1ze s opatrnosti nalézt oporu ve vyzkumech soucasné
mediciny a farmacie. N&které zpravidla nativni drogy, jako rybi ZIu¢ a suSené fiky, mohly byt
podany v indikacich, jejichZ raciondlni opodstatnénost 1ze zhodnotit az s objevem zlucovych

kyselin, resp. proteolytickych enzymil, a jejich mechanismu u€inku v lidském organismu.
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KOMBINACE VYBRANYCH PRIRODNICH LATEK A JEJICH VLIV NA
VIABILITU NADOROVYCH LINTi

THE COMBINATIONS OF NATURAL SUBSTANCES AND THEIR EFFECT ON VIABILITY
OF TUMOR CELL LINES

Korbasova M., Chloupek J.

Ustav farmakologie a farmacie, Fakulta veterindrniho ékarstvi, VFU Brno

Klic¢ova slova: kyselina chlorogenova, kyselina kavova, kyselina ursolova, protinadorovy
efekt

Konvencni terapie nadorovych onemocnéni jde stdle doptedu, ale pfirodni extrakty
(NHP — natural health products) a 1é¢iva z nich vyrdbéna maji na tomto poli mediciny stale
své misto. Velkou nevyhodou NHP je ovSem jejich variabilita a nestabilni mnozstvi latek.
Jednim z feSeni tohoto problému je determinace bioaktivnich substanci v NHP. Ptedchozi
studie ovSem dokazuji, Ze diky vzdjemnym interakcim miZze byt vysledny efekt téchto latek
v extraktu odliSny od efektu latek izolovanych. Cilem nasi prace bylo porovnat 3 bioaktivni
substance s protinadorovym uc¢inkem — kyselinu chlorogenovou, kyselinu kdvovou a kyselinu
ursolovou — s jejich vzajemnymi kombinacemi a jejich vliv na viabilitu nadorovych bunék.

Pro experiment jsme pouzili mySi nddorové linie fibrosarkomu a hepatomu a jako
kontrolu mysi nenddorové linie fibroblasti a hepatocytli. Testované bioaktivni latky jsme
zakoupili od firmy Sigma-Aldrich, USA. Pro test viability jsme zvolili komeréné dostupny
MTT assay Kkit.

Nase vysledky potvrdily interakce mezi testovanymi latkami. Byl pozorovan
synergicky efekt kyseliny chlorogenové a kavové, kde tato kombinace signifikantné snizovala
viabilitu nddorovych bun¢k bez alterace bun¢k nenddorovych u obou bunéénych linii. Dale
bylo pozorovano vyrazné sniZzeni toxicity kyseliny ursolové v pfitomnosti kyseliny
chlorogenové, a to jak na nadorové, tak na nenddorové bunky.

Tyto vysledky oteviraji moznost dalSich studii, zejména mechanismu u¢inku, detekce
pfipadnych chemickych interakci €i in vivo testl. Zaroven oteviraji moznost pouZiti kyseliny
ursolové pro své jiné farmakologické vlastnosti (protizanétlivy, antioxidacni ¢i

antimikrobidlni G¢inek), kde jeji pouziti je limitovano vyraznou cytotoxicitou.

Tato prace byla financovand grantem IGA VFU Brno 110/2019/FVL



NOVE KRYCI MATERIALY V TERAPII AKUTNI RANY U LABORATORNIHO
POTKANA
Kruzicova A."2, Suchy P."2, Chalupova M.!2, Kuzminova G." 2, Klusakova J."2, Sopuch T.?

Y Ustav humadnni farmakologie a toxikologie, Farmaceutickd fakulta, Veterindrni a
farmaceutickad univerzita Brno, Brno

2 Ustav farmakologie a toxikologie, Farmaceutickd fakulta, Masarykova univerzita, Brno

3 Holzbecher, spol. s.r.o, ZIi¢

Klic¢ova slova: hojeni ran, karboxymethylceluldza, alaptid, dexpanthenol, ristové faktory,

matrixové metaloproteinazy

Proces regenerace a reparace tkané sestava z d¢ji na molekularni a bunééné Grovni. Pro
nekomplikované a rychlé hojeni rany je dilezitd nejen jejich posloupnost, ale i pfiméfena
doba trvani. Bé&hem téchto procesi se uplatiiuje celd fada cytokint (interleukiny,
transformujici ristové a ristové faktory atd.) a dalSich molekul, z nichz nékteré hraji béhem
regenerace €i reparace poskozené tkan¢ vyznamnou roli a zna¢né¢ ovliviiuji dynamiku hojeni.

Na modelu kruhové excizni rdny u laboratorniho potkana byly hodnoceny
karboxymethylcelulozové gely s piidavkem alaptidu a dexpanthenolu a jejich vliv na pribéh
hojeni. Westernovym pienosem byly analyzovany zmény v hladinach interleukinu IL 6 a
rastovych faktord TGF B (transformujici ristovy faktor ) a VEGF (vaskularni endotelovy
rustovy faktor), které odrazely dynamiku jednotlivych fazi hojeni. Testované latky alaptid a
dexpanthenol vykazovaly oproti kontrolni skupiné rozdily v rychlosti reepitelizace defektu,
ptfitomnosti zanétlivého infiltratu 1 pfitomnosti granulomatézni slozky. Dale byla méfena
aktivita matrix metaloproteinazz MMP 2 a MMP 9, které se podileji na remodelaci tkané a

jejichz pfimétend aktivita je pro uspésné hojeni klicova.

Tato prace byla podpoiena projektem TACR TA04010065 a TH04020540.



PROTIZANETLIVE A ANTIOXIDACNI VLASTNOSTI OBSAHOVYCH LATEK
BROUSSONETIA PAPYRIFERA

Malanik M.®*, Treml J.>, Lelakova V., Nykodymova D.?, Oravec M., Marek J.9, Smejkal
K.?

“Department of Natural Drugs, Faculty of Pharmacy, Masaryk University, Palackého trida
1946/1, 61200 Brno, Czech Republic

bDepartment of Molecular Pharmacy, Faculty of Pharmacy, Masaryk University, Palackého
trida 1946/1, 61200 Brno, Czech Republic

“Global Change Research Institute of the Czech Academy of Sciences, Belidla 986/4a, 60300
Brno, Czech Republic

X-ray Diffraction and Bio-SAXS Core Facility, Central European Institute of Technology,
Masaryk University, Kamenice 5, 62500 Brno, Czech Republic

-----

Rozsahla fytochemickd analyza Casti ethanolového extraktu z vétvi a vétvicek Broussonetia
papyrifera rozpustné v CHCI3 vedla k izolaci ¢trnacti sloucenin, véetné nového derivatu
5,11-dioxabenzo[b]fluoren-10-onu, ktery byl pojmenovan broussofluorenon C (12). Izolované
slouceniny 1 az 14 byly charakterizovany na zaklad¢ jejich NMR a HRMS dat a byly
testovany na jejich protizanétlivou aktivitu na LPS stimulovanych THP-1 bunkach, a dale na
jejich bunééné antioxidacni ucinky. Slouceniny 7-10 a 12 vykazovaly inhibi¢ni u¢inky na
aktivaci NF-KB / AP-1 a slouceniny 7-9 byly nasledné potvrzeny, Ze potlacuji sekreci jak IL-
1B, tak TNF-a v LPS-stimulovanych THP-1 bunikéch s ucinkem vyznamnéj$im nez prednison,
ktery byl pouzity jako pozitivni kontrola. V testu CAA vykazovala sloucenina 10 nejvétsi
antioxidacni ucinek, vétsi nez ucinek kvercetinu, ktery byl pouzity jako pozitivni kontrola.
Vysledky ukazuji mozné ptiznivé GCinky a vyuziti dfeva B. papyrifera pti 1écbé zanétlivych

onemocnéni.

PRAKTICKE VYUZITIE HMOTNOSTNEJ SPEKTROMETRIE S VYSOKYM
ROZLISENIM V SPOJENI S HPLC PRI CIELENEJ ANALYZE VYBRANYCH



ANTIBIOTIK V PLAZME A TKANIVACH BROJLEROV

PRACTICAL USE OF HIGH-RESOLUTION MASS SPECTROMETRY COUPLED WITH
HPLC IN THE TARGETED ANALYSIS OF SELECTED ANTIBIOTICS IN PLASMA AND
BROILER TISSUES

Pltecova K., Bartejsova ., Stastny K., Faldyna M.

Vyzkumny ustav veterinarniho lékarstvi, v. v. i., Brno
sulfamethoxazol, trimethoprim, kyselina klavulanova, amoxicillin, hmotnostna spektrometria

Nadmerné a neuvdzené pouzivanie antibiotik (ATB) v chove brojlerov spdsobuje vznik
a rozsirenie bakterialnej rezistencie a kontamindciu potravin Zivoc¢iSneho povodu a zivotného
prostredia rezistentnymi kmefimi baktérii areziduami ATB. V sucasnosti sa pri vykrme
hydiny pouzivaji ATB fluorochinolény zo skupiny ATB prvej volby v humannej medicine.
Pre zavedenie ATB druhej volby do vykrmu hydiny je potrebné stanovenie
farmakokinetickych parametrov a rezidudlnych limitov (MRL). Perspektivnou alternativou sa
javia  kombinacie  trimethoprimu  so sulfamethoxazolom akyseliny klavulanovej
s amoxicillinom. Pre ziskanie farmakokinetickych dat a MRL bolo potrebné¢ vyvinat
metodiku stanovenia vybranych ATB v plazme a tkanivach (sval, koza s tukom, pecen
a oblicky) brojlerov.

Hybridny hmotnostny spektrometer typu Orbitrap, ktory sme vyuzili v naSej Stadii sa
vyznacuje vysokou rozliSovacou schopnostou (140 000), citlivostou (ppb) aumoziuje
fragmentéciu stanovovanych molekul, ¢im zvysuje Specificitu analyzy.

Prvym krokom tvorby metodiky pre stanovenie molekul antibiotik bola identifikacia hl'adanej
molekuly na zaklade Specifického m/z prekurzorového a minimélne troch produktovych iénov
vzniknutych fragmentéciou a Specifického retenéného ¢asu v chromatografickom systéme.
Druhym krokom bola tvorba kalibra¢nych kriviek v rozsahu 10 — 2000 ng/ml pre spravne
kvantitativne stanovenie v plazme a tkanivach brojlerov zaradenych do $tudie. Na eliminaciu
vplyvu matricného efektu bol pre kazdu zliceninu vyuzity izotopicky znaceny interny
Standard.

Vysledkom $tudie st farmakokinetické krivky a stanovené MRL parametre. Vyznamnym
vysledkom je tiez vyvinutd metodika na stanovenie tychto latok, ktora méze byt vyuzita pri
d’alSich rezidudlnych analyzach.

Tato studia vznikla vdaka projektu QJ1910057 v programe NAZV Zemé financovaného
Ministerstom zemédélstvi. CR.
LYMFATICKA ABSORPCE LECIV: VYVOJ MODELU PRO IN VIVO TESTOVANI]

A PRVNI ZKUSENOSTI



LYMPHATIC ABSORPTION OF DRUGS: MODEL FOR IN-VIVO TESTING AND FIRST
EXPERIENCES
'Rysanek P., >Grus T., 'Sima M., 'Slanai O.

'Farmakologicky vistav, 1. LF UK a Vseobecna fakultni nemocnice v Praze, CR
211, chirurgickd klinika kardiovaskuldrni chirurgie, 1. LF UK a Vieobecnd fakultni nemocnice

v Praze, CR

Klicova slova: lymfatickd absorpce, biologickd dostupnost, animdlni modely, kanylace

mezenteridlniho duktu, lipidové 1ékové formy

Vstiebavani 1éCiv z gastrointestinalniho traktu cestou mezenterickych lymfatickych cév je
alternativou bézné absorpce cestou vena portae. U vétSiny klinicky pouzivanych latek hraje
jen marginalni roli. U nékolika siln€ lipofilnich molekul vSak bylo popsdno ptednostni
vstiebavani lymfatickou cestou. Lymfatickd absorpce méni zdkladni farmakokinetické
parametry lé¢iva, prodluzuje absorpcni fazi, snizuje first-pass efekt v jatrech a Casto zvySuje
biologickou dostupnost pifi podani sjidlem. V soucasné dobé probiha vyvoj rtiznych
pokrodilych lipidovych 1ékovych forem (SMEDDS, SNEDDS, liposomy, lipofilni proléciva
atd.), které zvySuji lymfatickou absorpci i u latek, které vlastni afinitu k lymf€ nemaji. Je tak
Jiz Castetné mozné léciva do lymfy cilit. To mlize v budoucnu poskytovat terapeutickou
vyhodu u 1€k plisobicich primarn€ na imunitni systém (napf. imunosupresiva a terapie HIV).
Cilem tohoto pfispévku je shrnout dosud publikovana data o lymfatické absorpci konkrétnich
latek, predstavit vyvoj modelu s kanylovanym mezenterickym duktem u potkana a pod¢lit se

o prvni zkuSenosti z testovani lymfatické absorpce abirateronu.

EXPERIMENTALNI UZITI LANGENDORFOVY APARATURY PRO

MONITORING FUNKCE SRDCE PO ISCHEMICKE PRIHODE
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EXPERIMENTAL USE OF LANGENDORFF APPARATUS FOR MONITORING OF
POSTISCHEMIC MYOCARDIAL FUNCTION
Skopalik J.!, Sekora J.?, Pardk T.!, Hezovd R.?, Masek J.°

!Dept. of Pharmacology and Toxicology, Faculty of Pharmacy, Masaryk University, Brno,
Czech Republic

’Dept. of Biomedical Engineering, Faculty of Electrical Engineering and Communication,
Brno University of Technology, Brno, Czech Republic

’Dept. of Pharmacology and Toxicology, VUVeL v.v.i, Brno, Czech Republic

Backround: The isolated heart is the excellent system for observation of the heart
physiology, heart electrophysiology on the macroscopic and microscopic level, development
of arrhythmia, coronary vascular function and principals of regulation. However, it is also
modern experimental tool for simulating of tissue ischemic episode and postischemic
phenomenon and intervention in preclinical tests. Some of the modern curative intervention
are based on mesenchymal stem cell (MSC) injection directly to the infarcted or ischemic
region.

Methods: Male diabetic rats (ZDF, SAV Bratislava) were euthanised and their hearts quickly
excised by median sternotomy. The aorta was cannulated and the aortic root was perfused
with 37 °C Krebs-Henseleit solution at 80 mm Hg. All hearts were subjected to 15minutes of
equilibration, 1 minute of intracoronary infusion immediately before left descending artery
oclusion (15 minutes of ischemia), and 40 minutes of reperfusion. Hearts were randomized to
two treatment groups: injection of 1 million hypoxia-prestimulated MSC, injection of 1
million fresh MSC or injection of pure physiological solution (NaCl) in reperfusion interval.
The infrared camera was focused to the heart, distribution of temperature on the selected
region was monitored.

A sample from the left ventricular apex of each heart was extracted and homogenized a cold
solution of RIPA-buffer, protease inhibitor cocktail, and phosphatase inhibitors. The
homogenate was centrifuged for 5 minutes, and the total protein concentrations were
determined by the Bradford method using photometer. Myocardial concentrations of rat TNF-
, IL-1, and IL-6 were determined using ELISA kits and Western blot methods

Results and conclusion: Postischemic left ventricular developed pressure was markedly
reduced, however during the 40-minute reperfusion period, hearts treated with ischemia-
activated MSCs display greater pressure recovery. Hearts treated with activated or fresh
MSCs produced less IL-1 and 11-6. The results ilustrated that MSC injection can be modern
addition to traditional pharmaceuticcal treatment of ischemic state and activation of MSC
could increase their curative effectivity.

Supported by the Ministry of Education, Youth and Sports project “FIT” (Pharmacology,
Immunotheliapy, nanoToxicology) CZ’. 02',]L 01/0.0/0.0/1 v5 0’03/0000495 and FEKT-S-1744887
MODERNI FARMAKOLOGICKA LECBA SRDECNIHO SELHANI

CONTEMPORARY PHARMACOLOGICAL TREATMENT OF HEART FAILURE

11



Vitovec J.

L.interni kardioangiologicka klinika LF MU a FN u sv.Anny v Brné

Kli¢ova slova: srdecni selhdni, farmakologickad 1écba, inhibitory ACE, sartany, ARNI,

betablokatory, MRA, diuretika, glifloziny, inotropika

Zakladem moderni farmakologické 1é¢by chronického srde¢niho selhani v dnesni dobé jsou
I¢ky ovlivitujici neurohumoralni systém inhibitory ACE nebo blokatory AT1 receptoru pro
angiotenzin II- sartany, novéji dudlni inhibitor neprilysinu a AT1 receptoru pro AIl (ARNI) —
sacubitril valsartan, dale blokéatory mineralokortikoidnich receptord (MRA) a betablokatory.
Diuretika pti méstnani a digoxin jako 1ék pozdni volby pfi symptomatickych ptfiznacich
Doporuéené inhibitory ACE dle CKS jsou captopril, enalapril, ramipril, lisinopril, trandolapril
a perindopril, sartany - losartan, candesartan, valsatran, MRA —spironolakton a eplerenon,
betablokatory - bisoprolol, metoprolol, carvedilol, nebivolol. Diuretika furosemid,
hydrochlorothiazid, indapamid. Inhibitor If kanalu - ivabradin

K novinkdm lécby patii ARNI, ktery bude postupné nahrazovat ACI i /sartany, u diabetiki i
ve stadiu prediabetes to budou glifloziny - dapagliflozin, empagliflozin a canagliflozin
s velmi ptiznivymi vysledky u srde¢niho selhani.

V soucasnosti probihaji klinické studie s pozitivné inotropnimu litkami — omecamtiv,

vericiguat.
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Texty uvedené v tomto sborniky neprosly jazykovou upravou.

Za jejich odbornou stranku odpovidaji autofri.
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