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PŘEHLEDY A ODBORNÁ SDĚLENÍ

survival (OS) and progression free survival (PFS) in 
the treatment of metastatic colorectal cancer (mCRC). 
The clinical effectiveness of bevacizumab is similar to 
its efficacy in randomised controlled trials. However, 
the costs of bevacizumab treatment as well as other 
agents of targeted treatment are discussed between 
the health care payers, the regulatory authorities and 
the members of professional societies. Biomarkers 
of bevacizumab treatment helpful in the selection of 
eligible groups of patients are still missing. This review  
focuses on current bevacizumab therapy of mCRC from 
the pharmacoeconomic perspective. The cost per a 14-day  
bevacizumab treatment cycle is approximately  
31,000 CZK in the Czech Republic. External published 
pharmacoeconomics analyses have no clear conclusions. 
Their results are usually expressed as the cost per QALY 
gained in comparison with a  comparator. They differ 
according to the economic situation of the particular 
countries. The pharmacoeconomic results have to be 
confirmed in the real clinical practice, and then the 
decision should be reassessed by using the uniform 
methodology, e.g. the Health Technology Assessment 
(HTA).
Key words: bevacizumab • targeted biological therapy • 
QALY • metastatic colorectal cancer

Úvod 

V uplynulých 20 letech došlo v medicíně ke značné-
mu rozvoji léčivých přípravků selektivně zaměřených na 
různé specifické struktury, např. na receptor pro EGFR 
(epidermální růstový faktor), na TNF-α (tumor nekroti-
zující faktor alfa) nebo na inhibici tyrozinkinázové ak-
tivity. Tyto léčivé látky se začaly využívat nejen v řadě 
onkologických diagnóz, ale i v revmatologii, gastroente-
rologii a dermatologii. Díky těmto léčivům se daří zbrz-
dit rozvoj nemoci a  zlepšit kvalitu života nemocných. 
V onkologii máme v současnosti řadu látek, které v kli-
nických studiích prokázaly svoji účinnost a bezpečnost 
a staly se součástí doporučených postupů léčby nádoro-
vých onemocnění.

K nejčastějším onkologickým diagnózám v České re-
publice patří zhoubné novotvary kolorekta (dg. C18-C21).  

Souhrn 

Cílená léčba znamená velký přínos v  léčbě onkologic-
kých pacientů. Bevacizumab v  léčbě metastatického 
kolorektálního karcinomu (mCRC) zlepšuje celkové 
přežívání pacientů (OS) a  prodlužuje dobu přežití bez 
progrese onemocnění (PFS). Výsledky z klinické praxe 
potvrzují účinnost bevacizumabu v  souladu s  randomi-
zovanými studiemi, avšak nákladová efektivita léčby 
bevacizumabem, stejně jako dalšími přípravky cílené 
biologické léčby, je častým tématem diskuze mezi od-
bornými společnostmi, regulačními autoritami a  plátci 
zdravotní péče. U bevacizumabu stále chybí biomarke-
ry, které by pomohly lépe selektovat skupinu pacientů 
s  nejlepší léčebnou odpovědí. V  souhrnném článku je 
představen farmakoekonomický pohled na léčbu beva-
cizumabem u mCRC. Náklady na jeden 14denní cyklus 
léčby bevacizumabem v podmínkách České republiky se 
pohybují kolem 31 000 Kč. Publikované zahraniční far-
makoekonomické analýzy nemají jednoznačné závěry. 
Jejich výsledky jsou zpravidla vyjadřované jako cena za 
získané QALY při použití hodnocené intervence ve srov-
nání s komparátorem a liší se v závislosti na ekonomické 
situaci v konkrétních zemích. Výsledky farmakoekono-
mických analýz je však nutné potvrdit i v reálné klinické 
praxi a  následně přehodnotit rozhodnutí o  úhradě léči-
vého přípravku s  ohledem na  konkrétní zdravotní sys-
tém dle jednotné metody typu HTA (Health Technology 
Assessment).
Klíčová slova: bevacizumab • cílená biologická léčba • 
QALY • metastatický kolorektální karcinom

Summary

Targeted therapy is a significant benefit in the treatment 
of cancer patients. Bevacizumab improves overall 

Ekonomický pohled na léčbu bevacizumabem u metastatického 
kolorektálního karcinomu

Bevacizumab treatment in metastatic colorectal carcinoma 
– an economic perspective
Irena Sehnalová • Barbora Říhová • Regina Demlová
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bylo objeveno několik biomarkerů, v rutinní praxi v léč-
bě mCRC se uplatňuje pouze vyšetření mutací RAS 
onkogenů (KRAS a  NRAS). Divoký typ (WT) RAS 
onkogenů je podmínkou pro léčbu inhibitory EGFR12, 

13). Pro podání léčiv proti VEGF však nebyl zatím v kli-
nické praxi představen žádný vhodný marker, který by 
predikoval pacienty s nejlepší odpovědí na tuto léčbu. 
Dodatečná statistická analýza klinické studie dospěla 
k závěru, že léčebný benefit anti-VEGF léčiva bevaci-
zumabu je nezávislý na přítomnosti KRAS mutace14). 

Bevacizumab v léčbě mCRC

Bevacizumab (registrovaný léčivý přípravek Avas-
tin) je indikován pacientům s  mCRC nezávisle na 
mutačním stavu RAS onkogenů3). V  České republice 
je registrován a  hrazen od roku 2005. Jeho účinnost 
a  bezpečnost byla v  klinickém  prostředí dále sledo-
vána v  registru Corect15). Z  jeho výstupů je patrné, 
že klinický efekt léčby bevacizumabem u  mCRC je 
v souladu s proběhlými randomizovanými klinickými 
studiemi5, 16). Medián PFS u pacientů léčených v Čes-
ké republice dosahuje téměř 11 měsíců a medián OS 
se pohybuje okolo 26 měsíců. Ročně je u  nás beva-
cizumabem v  indikaci mCRC léčeno přibližně 1000 
pacientů15). Počet pacientů léčených v  jednotlivých 
letech uvádí obrázek 1.

V současnosti je bevacizumab ze zdravotního pojiš-
tění hrazen k  léčbě pacientů s mCRC v první a druhé 
linii v  kombinaci s  chemoterapeutickými režimy 
obsahujícími fluoropyrimidin. Konkrétní druh chemo-
terapeutického režimu je volen individuálně. Nejčastěji 
indikovanými režimy jsou FOLFOX (oxaliplatina, leu-
kovorin, 5-fluorouracil) a XELOX (oxaliplatina, kape-
citabin)15). Bevacizumab je v první linii léčby podáván  
intravenózně v  dávce 5 mg/kg každé 2 týdny nebo  
7,5 mg/kg každé 3 týdny do progrese onemocnění. 
Při podávání ve druhé linii léčby je aplikován v dávce  
10 mg/kg každé 2 týdny do progrese onemocnění (PD). 
Vždy po 2–3 měsících léčby je doporučeno přehodnoce-
ní účinnosti terapie3, 17). Kromě léčby mCRC jsou další-
mi indikacemi bevacizumabu v onkologii metastatický 
karcinom prsu, neresekabilní pokročilý metastatický 

Toto onemocnění zachycené v  časných stadiích je 
dobře léčitelné chirurgicky, ale záchyt onemocnění 
v  pokročilém stavu nebo ve stadiu s  metastázami má  
špatnou prognózu. Léčebné postupy s využitím cílených 
léčiv zlepšily celkové přežívání pacientů s mCRC. Me-
dián celkového přežívání pacientů (OS) se v současnosti 
pohybuje okolo 30 měsíců1). V roce 2016 bylo nahláše-
no celkem 7610 případů kolorektálního karcinomu, což 
představuje mírný absolutní pokles oproti předchozímu 
roku. Přesto se jedná o druhou nejčastější onkologickou 
diagnózou po karcinomu prostaty u mužů a po karcino-
mu prsu u žen2). Každoročně asi 20  % z nově diagnos-
tikovaných pacientů má onemocnění odhaleno v klinic-
kém stadiu IV, tedy s  přítomností vzdálených metastáz 
(mCRC). Predikční odhady pro rok 2018 uvádějí 1393 
nově diagnostikovaných pacientů v klinickém stadiu IV3).  
V  mezinárodním srovnání incidence a  mortality kolo-
rektálního karcinomu dle Globocan 2012 obsadila  
Česká republika 6. místo2).

Biologická léčba u mCRC
 
V  léčbě mCRC jsou v  současnosti ze zdravotního 

pojištění za splnění indikačních podmínek hrazena an-
tiangiogenní léčiva zaměřená proti VEGF (vaskulární 
endoteliální růstový faktor) bevacizumab a aflibercept, 
inhibitory EGFR (epidermální růstový faktor) cetuxi-
mab a panitumumab, nejnověji pak multikinázový inhi-
bitor regorafenib. Všechna tato léčiva prokázala v ran-
domizovaných studiích svoji bezpečnost a  účinnost 
a  jejich podání vedlo k prodloužení doby do progrese 
onemocnění (TTP), přežití bez progrese onemocnění 
(PFS) nebo prodloužení celkového přežívání pacientů 
(OS)4–10). Randomizované klinické studie však nemo-
hou v dostatečné míře odpovědět na otázku, zda budou 
tato léčiva vykazovat stejný efekt v  širší populaci pa
cientů indikovaných k  léčbě v  běžné klinické praxi. 
Velmi diskutovaným tématem je pak v reálné praxi také 
úhrada těchto léčiv z prostředků veřejného zdravotního 
pojištění. 

S  rozvojem a  aplikací principů personalizované 
medicíny hrají u  mCRC důležitou roli prognostické 
a prediktivní farmakogenomické biomarkery11). Ačkoliv  

Obr. 1. Počet pacientů se zahájenou léčbou bevacizumabem
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neefektivní. Inkrementální náklady (ICER) pro první 
linii léčby byly 571 240 USD/QALY, při léčbě ve druhé 
linii 364 083 USD/QALY19). K podobným závěrům již 
dříve dospěla studie nákladové efektivity bevacizuma-
bu v první linii léčby mCRC v Velké Británii. Náklady 
na léčbu bevacizumabem s  režimem IFL (irinotekan, 
5-fluorouracil, leukovorin) představovaly přibližně  
62 857 liber za QALY, tedy asi dvojnásobek hranice ocho-
ty platit (WTP)20). Nověji publikované analýzy zaměře-
né na léčbu bevacizumabem společně s chemoterapeu-
tickými režimy XELOX nebo FOLFOX uvádějí ICER  
36  000  GBP/QALY a  31  000 GBP/QALY, tedy příz-
nivější ve prospěch léčby bevacizumabem21). V  rámci 
rozhodovacích řízení o  úhradě léčby a  cenotvorbě lé-
čiv jsou tyto analýzy důležitým argumentem, přihlí-
ží se však i k dalším okolnostem, jako jsou závažnost 
onemocnění, dostupnost alternativní terapie a  celkový 
dopad na zdravotní rozpočet (budget impact). Příklady 
některých analýz typu cost utility společně s WTP uvádí 
tabulka 119–23).

Důležité je i zpětné hodnocení již dosažených výsled-
ků léčby v běžné praxi. Příkladem může být retrospek-
tivní analýza zaměřená na pacienty starší 65 let léče-
ných bevacizumabem ve Spojených státech amerických 
(USA) v první linii léčby mCRC provedená v reálné kli-
nické praxi, která vyhodnotila inkrementální náklady na 
75 303 USD/LYG. Ačkoliv k vyjádření nevyužili autoři 
QALY, přesto v podmínkách USA by tato intervence byla 
pravděpodobně hodnocena jako nákladově efektivní24).

Nový pohled na hodnocení přínosů léčby bevacizu-
mabem a inhibitory EGFR přináší projekt vypracovaný 
expertní skupinou České onkologické společnosti ČLS 
JEP pomocí parametrického systému Magnitude of Cli-
nical Benefit Scale (ESMO-MCBS), který je založen na 
skórování daného léčiva ve srovnání s  komparátorem 
(tj. stávajícími možnostmi léčby) podle zlepšení celko-
vého přežití, přežití do progrese, kvality života a toxi-
city. Zde byl bevacizumab vyhodnocen jako léčivo 
s nižším terapeutickým benefitem pro pacienty s mCRC 
(skóre 1 až 2)25). 

nebo rekurentní nemalobuněčný karcinom plic, pokro-
čilý nebo metastatický karcinom ledviny, metastatický, 
rekurentní nebo perzistentní karcinom děložního čípku, 
pokročilý karcinom vaječníků, vejcovodů a  primární 
nádor pobřišnice17).

Farmakoekonomické hodnocení bevacizumabu 
u mCRC

Léčba bevacizumabem, stejně jako i  jinými cílený-
mi léčivy přináší značné finanční náklady. V podmín-
kách České republiky stojí jeden 14denní cyklus léčby  
bevacizumabem v první linii přibližně 31 000 Kč17). Re-
trospektivní analýza nákladů na léčbu bevacizumabem 
vycházející z dat reálné klinické praxe hodnocená z po-
hledu plátce zdravotní péče publikovaná v  roce 2014 
potvrdila vysoké výdaje spojené s  aplikací této léčby. 
Průměrné náklady na léčbu mCRC při aplikaci bevacizu-
mabu společně s některým z chemoterapeutických reži-
mů v první linii léčby se pohybovaly kolem 1 000 000 Kč  
pro jednoho pacienta, přičemž samotný bevacizumab 
představoval 69  % veškerých přímých nákladů do PD 
(medián doby do PD byl 9,1 měsíce)18). 

V posledních letech stoupá počet publikovaných stu-
dií hodnotících nákladovou efektivitu bevacizumabu. 
Výsledky jsou zpravidla vyjádřeny jako náklady za  
1 QALY (quality adjusted life year), případně jako ná-
klady na 1 LYG (life year gained) při použití hodno-
cené intervence ve srovnání s vhodným komparátorem. 
Ačkoliv koncept QALY má i  své nevýhody, možnost 
poměřovat efektivitu léčby napříč různými diagnózami 
je jedním z  důvodů, proč analýzy tohoto typu bývají 
regulačními autoritami včetně České republiky poža-
dovány nejčastěji. Farmakoekonomické analýzy publi-
kované v uplynulých letech se liší ve svých závěrech, 
zda lze léčbu bevacizumabem u  mCRC považovat za 
nákladově efektivní. Studie hodnotící nákladovou efek-
tivitu bevacizumabu v první a druhé linii léčby mCRC 
z  pohledu plátce zdravotní péče ve Spojených státech 
amerických publikovaná v roce 2015 považuje léčbu za 

Tab. 1. Příklady některých analýz typu cost utility společně s WTP

Hodnocená intervence* Komparátor ICER (měna/
QALY) Země WTP (hranice ochoty 

platit)**

FOLFOX + bevacizumab FOLFOX 571 240 USD USA 50 000-100 000 USD/QALY

FBC + bevacizumab FBC 131 600 CAD Kanada 100 000 CAD/QALY***

FOLFIRI + bevacizumab FOLFIRI 62 857 GBP Velká Británie 20 000-30 000 GBP/QALY

XELOX + bevacizumab XELOX 36 006 GBP Velká Británie 20 000-30 000 GBP/QALY

FOLFOX-4 + bevacizumab FOLFOX-4 31 174 GBP Velká Británie 20 000-30 000 GBP/QALY

MFOLFOX-6 + panitumumab MFOLFOX-6 + bevacizumab 837 270 CZK ČR 1 250 000 CZK/QALY***

*�chemoterapeutické režimy: FOLFOX (oxaliplatina, leukovorin, 5-fluorouracil), FBC (fluoropyrimidine-based chemotherapy), 
FOLFIRI (irinotekan, leukovorin, 5-fluorouracil), XELOX (oxaliplatina, kapecitabin)

**�WTP (willingness to pay) přestavuje zpravidla doporučené rozmezí, o přiznání úhrady rozhodují další parametry (závažnost 
onemocnění, alternativní terapie, budget impact).

***doporučená horní hranice WTP
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Závěr

Léčba mCRC bevacizumabem je pouze jedním z pří-
kladů zvýšení nákladů na zdravotní péči po vstupu cíle-
ných molekul na trh. Publikované farmakoekonomické 
analýzy mohou být podkladem pro další diskuze o bene-
fitu aplikace léčiva. Stejně tak důležité je retrospektivní 
hodnocení účinnosti v běžné klinické praxi. K účelnému 
využívání nákladných léčiv přispívají biomarkery, které 
napomáhají určit, zda daná léčba bude efektivní. Klinic-
ká praxe však nemá prozatím žádný biomarker pro selek-
ci pacientů s dobrou léčebnou odpovědí na bevacizumab 
– na rozdíl od terapie inhibitory EGFR, která může být 
indikována pouze pacientům s WT RAS. Farmakoeko-
nomické hodnocení nových léčiv má v České republice 
svoji oporu v Zákoně o veřejném zdravotním pojištění č. 
48/1997 Sb. a úhradové vyhlášce č. 63/2007 Sb. Státní 
ústav pro kontrolu léčiv při rozhodování o výši a  pod-
mínkách úhrady požaduje vypracování analýzy náklado-
vé efektivity a dopadu na rozpočet v případech, kdy je 
požadováno rozšíření podmínek úhrady (vedoucí ke zvý-
šení počtu léčených pacientů) či zvýšení úhrady oproti 
základní úhradě v referenční skupině. 

Ve zdravotnictví je využívána řada nákladných techno-
logií, pro jejichž hodnocení není zatím v České republice 
vypracovaná jednotná metodika. Mezinárodně uznávanou 
metodou hodnocení zdravotnických technologií včetně 
léčiv je koncept Health Technology Assessement (HTA, 
např. HTA Core Model), který shromažďuje a  hodno-
tí informace o  medicínských, sociálních, ekonomických 
a etických dopadech zdravotnických technologií v daném 
zdravotním systému26). Principem je oddělení fáze hodno-
cení určité technologie, tzv. assessment, které shromaž-
ďuje data a hodnotí intervenci, a následně posouzení, tzv. 
appraisal, tedy rozhodnutí o hodnocené technologii v da-
ném zdravotním systému ve smyslu jejího přijetí či zamít-
nutí do systému úhrad ze zdravotního pojištění. Tyto prin-
cipy jsou využívány např. ve Velké Británii, kde existuje 
National Institute for Health and Care Excellence (NICE) 
poskytující odborná stanoviska pro National Health Servi-
ce (NHS) k  používání nákladných technologií. Podobně 
v  Německu existuje od roku 2004 Institut für Qualität 
und Wirtschaftlichkeit und Gesundheitswesen (IQWiG). 
Česká republika patří k zemím s vyspělou zdravotní péčí, 
která je však také finančně velmi náročná. Lze předpoklá-
dat, že náklady na zdravotní péči s dalším rozvojem no-
vých léčiv a nových technologií budou narůstat. Otázka 
hodnocení a rozhodování o vstupu nových technologií do 
systému úhrad bude nadále klíčová. Avšak zatím žádná 
z mezinárodně používaných metod komplexního hodno-
cení zdravotnických technologií nemá v České republice 
politickou ani legislativní oporu.

Střet zájmů: žádný.

Literatura

	 1.	 van Cutsem E., Cervantes A., Adam R., et al. ESMO con-
sensus guidelines for the management of patients with metasta-

proLékaře.cz | 5.12.2025



47Čes. slov. Farm. 2019; 68, 43–47

	 21.	 Jain S., Shankaran V. The Economics of personalized therapy in 
metastatic colorectal cancer. Curr Colorectal Cancer Rep. 2016; 
12(3), 123–129. doi.org/10.1080/14737167.2016.1259070

	22.	 Lawrence D., Maschio M., Leahy K. J., et al. Economic analy-
sis of bevacizumab, cetuximab, and panitumumab with fluoropy-
rimidine-based chemotherapy in the first-line treatment of KRAS 
wild-type metastatic colorectal cancer (mCRC). J. Med. Econ. 
2013; 16(12), 1387–1398. doi.org/10.3111/13696998.2013.8520
97

	 23.	 Fínek J., Skoupá J., Jandová P. Cost-effectiveness analysis of 
panitumumab plus mFOLFOX6 compared to bevacizumab plus 
mFOLFOX6 for first-line treatment of patients with wild-type 
RAS metastatic colorectal cancer – Czech Republic model adapta-
tion. Klin Onkol. 2015; 28(4), 265–272.

	 24.	 Shankaran V., Mummy D., Koepl L., et al. Survival and lifetime 
costs associated with first-line bevacizumab use in older patients 
with metastatic colorectal cancer. The Oncologist August 2014; 
19(8), 892–899.

	 25.	 Büchler T., Melichar B., Vrána D., et al. Evaluation of anti-ca-
ncer therapies with reimbursement limited to comprehensive ca-
ncer centres using the European Society for Medical Oncology 
Magnitude of Clinical Benefit Scale. Klin. Onkol. 2017; 30(5): 
349–360.

	 26.	 EUnetHTA Joint Action 2, Work Package 8. HTA Core Model ® 
version 3.0 (Pdf); 2016. Available from: www.htacoremodel.info/
BrowseModel.aspx (accessed 10. 2. 2019).

tastatic colorectal cancer. The Oncologist. 2009; 14(1): 22–28. 
doi:10.1634/theoncologist.2008-0213

	15.	 Linkos. Klinický registr CORECT. Available from: http://www.
linkos.cz/prehled-registru/klinicky-registr-corect/ (accessed on 
12. 2. 2019).

	 16.	 Cutsem E. V., Rivera F., Berry S., et al. Safety and efficacy of 
first-line bevacizumab with FOLFOX, XELOX, FOLFIRI and 
fluoropyrimidines in metastatic colorectal cancer: the BEAT stu-
dy. Ann Oncol. 2009; 20(11), 1842–1847. doi.org/10.1093/an-
nonc/mdp233

	17.	 Státní ústav pro kontrolu léčiv. Avastin, detail léčivého pří-
pravku, ceny a  úhrady, indikační omezení [Internet]. Available 
from: http://www.sukl.cz/modules/medication/detail.php?code 
=0028396&tab=prices (accessed on 10. 2. 2019).

	 18.	 Hradecká I., Ríhová B., Horová R., et al. The cost study of 
first- line treatment of metastatic colorectal carcinoma with beva-
cizumab- containing regimen in the Czech Republic]. Klin. Onkol. 
2014; 27(4), 255–260. 

	 19.	 Goldstein D. A., Chen Q., Ayer T., et al. First- and second-line 
bevacizumab in addition to chemotherapy for metastatic colorectal 
cancer: A United States-based cost-effectiveness analysis. J. Clin. 
Oncol. 2015; 33(10), 1112–1118. doi:10.1200/JCO.2014.58.4904

	20.	 Tappenden P., Jones R., Paisley S., et al. The cost-effectiveness 
of bevacizumab in the first-line treatment of metastatic colorectal 
cancer in England and Wales. Eur. J. Cancer 2007; 43(17), 2487–
2494. doi.org/10.1016/j.ejca.2007.08.017

proLékaře.cz | 5.12.2025



48 Čes. slov. Farm. 2019; 68, 48–68

PŘEHLEDY A ODBORNÁ SDĚLENÍ

Souhrn

Tento přehledový příspěvek se zabývá cytotoxickou 
a  antiproliferativní aktivitou 57 prenylovaných fenolů 
izolovaných z Morus alba. Prenylovaný postranní řetě-
zec, který může být různě modifikován, zvyšuje lipofili-
tu látek, čímž zlepšuje jejich prostupnost biologickými 
membránami a vede tak ke zvýšení biologické dostup-
nosti. Cílem byla snaha popsat vztah mezi strukturou 
prenylovaných fenolů a  jejich cytotoxickým účinkem 
a objasnit různé mechanismy, kterými cytotoxické pre-
nylované fenoly indukují apoptosu. Závěry ukázaly, že 
se cytotoxicita látek zvyšuje s  rostoucím počtem pre-
nylovaných postranních řetězců a  ketalových skupin. 
Modifikace prenylovaného postranního řetězce, jako 
je například hydroxylace, cytotoxicitu naopak snižuje. 
Cytotoxickou aktivitu ovlivňuje také přítomnost preny-
lových a  hydroxylových skupin ve specifických polo-
hách. 
Klíčová slova: Morus alba • prenylované fenoly • anti-
proliferativní aktivita • cytotoxicita

Summary

This review deals with cytotoxic and antiproliferative 
activity of fifty seven prenylated phenols isolated 
from Morus alba. Prenyl side chain, which can be 
variously modified, increases lipophilicity of the 
substances, thereby improving their penetration 
through biological membranes and thus results in 
an increased bioavailability. The objective was to 
describe the relationship between structure of the 
prenylated phenols and their cytotoxic effect and 
to clarify various mechanisms by which cytotoxic 
prenylated phenols induce apoptosis. The conclusions 
showed that the cytotoxicity of the substances 

Prenylované fenoly s cytotoxickou a antiproliferativní aktivitou 
izolované z Morus alba

Prenylated phenols with cytotoxic and antiproliferative activity 
isolated from Morus alba
Nikol Prausová • Peter Kollár

Došlo 18. dubna 2019 / Přijato 7. května 2019

increases with increasing number of the prenyl side 
chains and ketal groups. Conversely, modification of 
the prenyl side chain, such as hydroxylation, reduces 
cytotoxicity. The cytotoxic activity is also influenced 
by the presence of prenyl and hydroxyl groups at 
specific positions.
Key words: Morus alba • prenylated phenols • anti
proliferative activity • cytotoxicity

Úvod

Nádorová onemocnění jsou po kardiovaskulárních 
chorobách druhou nejčastější příčinou úmrtnosti v Čes-
ké republice a  jejich incidence celosvětově stále ros-
te. Naopak míra úmrtnosti klesá, za což je zodpovědná 
zvyšující se kvalita lékařské péče, časná diagnostika 
nádorových onemocnění a dostupnost nových diagnos-
tických a terapeutických prostředků. 

Nevýhodu chemoterapie představuje nedostatek její 
selektivity a  toxicita. Poměrně často také dochází ke 
snížení účinnosti chemoterapie vznikem rezistence, což 
má za následek selhání léčby. Tyto zmiňované důvo-
dy jsou tedy podnětem pro hledání nových látek, které 
by  účinkovaly selektivně a  vykazovaly tak minimální 
cytotoxicitu vůči nenádorovým buňkám. 

V léčbě nádorových onemocnění hrají nezastupitelnou 
roli látky přírodního původu, jako jsou například 
Vinca alkaloidy, taxany či deriváty podofylotoxinu 
a  kamptotecinu. V  současné době roste zájem 
o prenylované fenolické sloučeniny, který je zapříčiněný 
silnou nehydrolyzovatelnou substitucí fenolického sys-
tému prenylovými skupinami. Prenylovaný postranní 
řetězec zvyšuje lipofilitu látky, zlepšuje tak její prostup-
nost skrze buněčné stěny a navíc přispívá k cytotoxic-
ké aktivitě. Moraceae je jednou z  nejbohatších čeledí 
na  prenylované flavonoidy, a  proto byl ke studiu pre-
nylovaných fenolů s  cytotoxickou a  antiproliferativní 
aktivitou vybrán právě morušovník bílý.

Cílem práce je vyhledat v  dostupné literatuře pre-
nylované fenoly s  cytotoxickou a  antiproliferativní 
aktivitou izolované z  Morus alba a  následně popsat 
a  vyhodnotit souvislosti mezi strukturou těchto látek 
a jejich účinkem.

N. Prausová • doc. PharmDr. Peter Kollár, Ph.D. ()
Veterinární a farmaceutická univerzita Brno, Farmaceutická fakulta
Ústav humánní farmakologie a toxikologie
Palackého 1/3, 612 42 Brno
e-mail: F14103@vfu.cz; KOLLARP@vfu.cz
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se o  flavonoidy, chalkony, xanthony, stilbeny, kuma-
riny, chinony, ftalidy, aromatické organické kyseliny 
a acylfloroglucinoly. Široká biologická aktivita je mo-
difikována charakterem skeletu látky i substitucí pre-
nylu8). 

Prenyl (3-methyl-2-buten-1-yl) nebo isoprenyl je 
terpenoidní postranní řetězec, jenž se často vyskytuje 
v jedné nebo více specifických polohách fenolického 
skeletu přes atom uhlíku (C-) nebo kyslíku (O-) či 
přes oba9). Jinou možnost připojení tvoří cyklizace se 
sousedním hydroxylem za vzniku 2,2-dimethyl-pyra-
nu nebo furanu8).

Největší zájem o  tento typ sloučenin zapříčiňuje 
silná, nehydrolyzovatelná C-substituce fenolického 
systému  prenylovými skupinami, které obecně zvy-
šují lipofilitu a udělují molekule silnou afinitu k bio-
logickým membránám. Jinými slovy, prenylová část 
působí jako transportér fenolické látky skrze buněčné 
stěny a dokonce přispívá k biologické aktivitě vyka-
zované celou molekulou, což se ukázalo v nedávných 
studiích vztahů mezi strukturou a  účinkem. Kombi-
nace prenylové skupiny s fenolickým skeletem může 
tedy poskytovat sérii nových zajímavých biologic-
kých aktivit, jak je již prokázáno u  mnoha izolova-
ných bioaktivních terpenoidů a fenolů9).

Prenylované flavonoidy

Podskupinu flavonoidů tvoří prenylované flavo-
noidy, které slučují flavonoidní skelet s lipofilním pre-
nylovaným postranním řetězcem. Do roku 2005 bylo 
objeveno 37 rodů obsahujících prenylované flavo-
noidy. Dle současné literatury se nejvíce těchto látek 
nachází v čeledi Moraceae. V  rostlinné říši jsou tyto 
látky pokládány za fytoalexiny, které hrají důležitou 
úlohu ve fyziologických procesech obrany proti pato-
genním mikroorganismům10).

Obecně je C-prenylace více známá než O-prenylace. 
C-prenylace se objevuje v poloze C-6 nebo C-8 A-kru-
hu nebo v poloze C-3´a C-5´ B-kruhu, což se obvykle 
nachází v  ortho poloze hydroxylové skupiny. C-pre-
nylace na C-kruhu nastává vzácně. Prenylovaných po-
stranních řetězců existuje celá řada, nejčastěji se však 
jedná o  vzorec 3,3-dimethylallyl. Flavonoidy s  gera-
nylovou nebo farnesylovou skupinou se též objevují 
mezi přírodními prenylovanými flavonoidy. Oxidace, 
cyklizace, dehydratace či  redukce prenylovaného po-
stranního řetězce vedou ke vzniku různých modifikací 
terpenoidního řetězce10).

Diels-Alderový typ flavonoidů vzniká enzyma-
tickou reakcí dehydroprenylu (dien) s  α,β-dvojnou  
vazbou chalkonu (dienofil)11). Konkrétně se jedná 
o  intermolekulární [4+2]  cykloadici12). Tyto sekun-
dární metabolity se nalézají hlavně v čeledích Mora-
ceae a Zingiberaceae a vykazují slibnou biologickou 
aktivitu využitelnou při hypertenzi, HIV, tuberku-
lóze, zánětu a  nádorech13). Doposud bylo z  čeledi  
Moraceae izolováno okolo 80 Diels-Alderových 
aduktů12).

Morus alba L.

Morus alba původem pochází z  Číny a  také je 
hojně pěstována v  Koreji a  Japonsku. Listí moruše 
představuje primární stravu pro bource morušového 
(Bombyx mori L.), který podporuje hedvábnický prů-
mysl již celá staletí1). Antické Řecko moruším připi-
sovalo narkotické a  antitoxické účinky. Ve střední 
Asii plody moruší sušili a  mleli na sladkou mouku. 
Dobře usušené jsou totiž trvanlivé a mohou nahrazo-
vat cukr2). Vejčitě válcovitá plodenství jsou vhodná 
zejména k výrobě marmelád, zmrzlin, octů, šťáv nebo 
vín3). Z bílých plodů se rovněž připravuje mošt medo-
vé chuti2).

Plody jsou bohaté na vitamin C a obsahují celou 
řadu minerálů – železo, vápník, fosfor, draslík nebo 
hořčík4). Uplatňují se v léčbě slabosti, závrati, tinni-
tu, únavy, anemie, flatulence a inkontinence5). Listům 
moruše se připisuje antioxidační, antimikrobiální, 
cytotoxický, antidiabetický, antihyperlipidemický, 
antiaterosklerotický, antiobezitní a kardioprotektiv-
ní účinek. Kořenová kůra vykazuje antimikrobiální, 
cytotoxické, protizánětlivé a  antihyperlipidemické 
vlastnosti1). Mezi další účinky kořenové kůry se  
řadí účinek antibakteriální, antioxidační, hypogly-
kemický, neuroprotektivní, antiulcerózní a  analge-
tický6). 

Tradiční čínská medicína používá listy, plody a kůru 
moruše k léčbě horečky, ochraně poškození jater, zlep-
šení zraku, posílení kloubů nebo ke snížení krevního 
tlaku1). Dále  využívá i  kořenové kůry k  terapii kašle 
a astmatu7).

Obsahové látky
Různé rostlinné části obsahují různé látky v  roz-

lišném množství, a  proto se liší i  svými farmakolo-
gickými účinky. V  listech jsou obsaženy flavonoidy 
(rutin, kvercetin, isokvercetin, moracetin, astragalin), 
triterpeny (lupeol), steroly (β-sitosterol), kumariny, 
alkaloidy, organické kyseliny a  aminokyseliny. Ve 
větvích moruše byly objeveny flavonoidy (mulberrin, 
cyklomulberrin, morusin, kempferol) a fenolické látky 
(resveratrol). Plody zase disponují anthokyany (cya-
nidin), flavonoidy (kvercetin, kempferol) a tokoferoly. 
V  kořenech byly nalezeny též flavonoidy (morusin, 
morusinol), alkaloidy (kalystegin) a  stilbeny (oxyre-
sveratrol)4).

Prenylované fenoly

Prenylované fenolické látky se objevují v  čeledích 
Paulowniaceae (Paulownia spp.), Leguminosae (So-
phora spp.), Guttiferae (Garcinia spp.), Rutaceae 
(Neoreaputia spp.), Cannabaceae (Cannabis a Humu-
lus spp.) a  Moraceae (Morus, Maclura, Artocarpus 
spp.). Prenylované fenoly zahrnují několik kategorií, 
přičemž je vždy nutná přítomnost společného fenolic-
kého hydroxylu na skeletu rozdílného biosyntetického 
původu substituovaného prenylovou skupinou. Jedná 
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Tab. 1. Prenylované flavony

Substituent Látka Buněčná linie Hodnota účinku Další informace Odkaz

acyklický prenyl na 
A-kruhu licoflavon C 

NCI-H187
Vero

IC50 = 31,73 µm
IC50 = 38,24 µm

PK elipticin
IC50 = 10,96; 2,85 µm

 14, 15)

HL-60
HeLa
HepG-2
A-549
AGS

IC50 = 7,0 µm
IC50 = 31,8 µm
IC50 = 10,2 µm
IC50 = 25,6 µm
IC50 = 18,3 µm

PK cisplatina
IC50 = 3,7; 4,9; 12,5; 
12,4; 18,8 µm

16)

H4IIE
C6

IC50 = 42 µmol/l
IC50 = 37 µmol/l

v buňkách H4IIE: 
indukce apoptosy 
aktivací kaspasy 3/7

17)

acyklický prenyl na 
C-kruhu albanin A B16 IC50 = 84,7 µm 18, 19)

cyklický prenyl na 
A-kruhu atalantoflavon

PC-3 IC50 = 55,6 µm PK doxorubicin
IC50 = 0,9 µm

20, 1)

HeLa
MCF-7
Hep3B

IC50 = 1,25 µm
IC50 = 6,54 µm
IC50 = 4,33 µm

PK deguelin
IC50 = 6,4; 5,3; 
29,3 µm

21)

CCRF-CEM
CEM/ADR 5000

IC50 = 44,69 µm
IC50 = 33,35 µm

PK doxorubicin
IC50 = 0,20 
a 195,12 µm

22)

cyklický prenyl na 
C-kruhu cyklocommunol SCC2095

Ca922
IC50 = 4,2 µm
IC50 = 5 µm

omezení exprese 
proteinu Mcl-1 
a fosforylace Akt/
mTor,
zvýšení tvorby ROS,
aktivace kaspasy-9 
a -3

23, 15)

acyklický geranyl na 
A-kruhu 8-geranylapigenin

HeLa
MCF-7
Hep3B

IC50 = 2,24 µm
IC50 = 3,21 µm
IC50 = 3,65 µm

PK deguelin
IC50 = 6,4; 5,3; 
29,3 µm

21)

acyklický geranyl na 
B-kruhu kuwanon S

HeLa
MCF-7
Hep3B

IC50 = 1,64 µm
IC50 = 7,02 µm
IC50 = 8,47 µm

PK deguelin
IC50 = 6,4; 5,3; 
29,3 µm

21)

prenyl i geranyl

3´-geranyl-3-
prenyl-2´,4´,5,7-
tetrahydroxyflavon

HeLa
MCF-7
Hep3B

IC50 = 1,32 µm
IC50 = 3,92 µm
IC50 = 5,22 µm

PK deguelin
IC50 = 6,4; 5,3; 
29,3 µm

21)

sanggenon J
HeLa
MCF-7
Hep3B

IC50 = 2,28 µm
IC50 = 4,56 µm
IC50 = 5,30 µm

PK deguelin
IC50 = 6,4; 5,3; 
29,3 µm

21)

sanggenon K
HeLa
MCF-7
Hep3B

IC50 = 2,29 µm
IC50 = 3,51 µm
IC50 = 3,09 µm

PK deguelin
IC50 = 6,4; 5,3; 
29,3 µm

21)
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diprenyl morusin

SK-Hep1 5–75 µm

zvýšení exprese 
E-kadherinu,
snížení exprese 
vimentinu a integrinu 
α2, α6 a β1,
redukce aktivity 
MMP2 a MMP9,
potlačení STAT3 
a NF-κB

24, 1)

HT-29 IC50 = 6,1 µm indukce apoptosy 
potlačením NF-κB

25)

MCF-7
MDA-MB-231
MDA-MB-157
MDA-MB-453
MCF10A

IC50 18–45 µm
IC50 18–45 µm
IC50 18–45 µm
IC50 18–45 µm
IC50 > 118 µm

snížení exprese 
proteinu survivin,
zvýšení exprese 
proteinu Bax

26)

A2780
SKOV-3
HO-8910

IC50 = 31,64 µm
IC50 = 39,09 µm
IC50 = 43,18 µm

influx vápníku přes 
napěťově řízený 
aniontový kanál do 
mitochondrií,
dilatace ER 
a mitochondrií,
produkce ROS – 
indukce paraptosy

27)

H1299
H460
H292
H1975

0–50 µm
0–50 µm
0–50 µm
0–50 µm

potlačení signální 
dráhy EGFR/STAT3

28)

HeLa IC50 = 0,94 µm potlačení NF-κB 29)

DU145
M2182
PC-3
LNCaP
RWPE-1

IC50 = 26,27 µm
IC50 = 22,19 µm
IC50 = 19,97 µm
IC50 = 21,89 µm
IC50 = 43,48 µm

potlačení exprese 
STAT3

30)

AsPC-1
BxPC-3
MIA Paca-2
PANC-1

20 µm
20 µm
20 µm
20 µm

potlačení exprese 
STAT3

31)

U87MG
T98G
U373MG
U251MG

5, 10 a 20 µm
5, 10 a 20 µm
5, 10 a 20 µm
5, 10 a 20 µm

synergický účinek 
s proteinem TRAIL,
aktivace kaspasy-3, 
-8 a -9,
potlačení exprese 
proteinu XIAP 
a survivin,
inhibice dráhy EGFR/
PDGFR-STAT3,
indukce tvorby 
receptoru smrti DR5

32)
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diprenyl

morusin

Buněčná linie Hodnota účinku Další informace Odkaz

GBM
GSCs
L02

IC50 = 6,87 µg/ml 
IC50 = 3,92 µg/ml 
IC50 = 38,06 µm

potlačení exprese 
proteinu CD133, 
nestinu, Oct4 a Sox2,
zvýšení exprese 
adipogenních 
proteinů – PPARγ, 
adipsin D, ap2, 
perilipin,
snížení exprese 
proteinu Bcl-2 
a zvýšení exprese 
proteinu Bax 
a kaspasy-3

33)

MKN45
SGC7901

1, 2 a 5 mg/l
1, 2 a 5 mg/l

down-regulace CDK 
a cyklinů – CDK2, 
CDK4, cyklin D1 
a cyklin E1

34)

HL-60
HeLa
HepG-2
A-549
AGS

IC50 = 16,8 µm
IC50 = 19,0 µm
IC50 > 40 µm
IC50 = 39,0 µm
IC50 = 21,7 µm

PK cisplatina
IC50 = 3,7; 4,9; 12,5; 
12,4; 18,8 µm

16)

H22 10–40 mg/kg

zvýšení exprese 
proteinu p53, 
survivinu, cyklinu 
B1 a snížení exprese 
genu NF-κB

35)

SMMC-7721
BGC-823
SGC-7901

IC50 = 20,6 µm
IC50 = 12,6 µm
IC50 = 75,8 µm

PK cisplatina
IC50 = 6,3; 7,3  
a 14,1 µm

36)

cudraflavon B

THP-1
LAPC-4
DU-145
PC-3
BPH-1

LD50 = 24,3 µm
10 a 20 µm
10 a 20 µm
10 a 20 µm
20 a 30 µm

potlačení fosforylace 
Rb proteinu,
inhibice exprese 
TNF-α, IL-1β,  
IL-1RA,
snížení exprese 
genů, které jsou pod 
transkripční kontrolou 
NF-κB,
PK oxaliplatina
IC50 = 1,7 µm
PK kamptotecin 
IC50 = 0,2 µm

37)

Substituent Látka
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diprenyl

cudraflavon B

HN4
HN12

IC50 = 18,3 µm
IC50 = 19,5 µm

PK cisplatina
IC50 = 24,3 a 20,4 µm
zvýšení exprese 
proteinu Bax,
snížení exprese 
proteinu Bcl-2,
uvolnění cytochromu 
C a aktivace kaspas,
down-regulace Rb 
proteinu,
zvýšená exprese 
proteinu p53, p21 
a p27

38)

BGC-823 IC50 = 7,2 µg/ml
PK vinkristin
IC50 = 19 µg/ml

39)

B16 IC50 = 12,5 µm PK vinblastin
IC50 = 50 µm

18)

KB
MCF-7
NCI-H187
Vero

IC50 = 25,78 µm
IC50 = 34,65 µm
IC50 = 35,51 µm
IC50 = 29,32 µm

PK elipticin
IC50 = 13,48; 
neaktivní, 10,96 
a 2,85 µm

14)

morusinol

HL-60
HeLa
HepG-2
A-549
AGS

IC50 = 18,2 µm
IC50 > 40 µm
IC50 > 40 µm
IC50 > 40 µm
IC50 > 40 µm

PK cisplatina
IC50 = 3,7; 4,9; 12,5; 
12,4; 18,8 µm

16)

kuwanon G

A-549
Bel 7402
BGC-823
HCT-8
A2780

IC50 > 10 µg/ml
IC50 > 10 µg/ml
IC50 > 10 µg/ml
IC50 > 10 µg/ml
IC50 > 10 µg/ml

PK 5-fluorouracil
IC50 = 0,2; 0,5; 0,7; 
0,5 a 0,7 µg/ml

40, 1)

cyklomorusin 
HeLa
MCF-7
Hep3B

IC50 = 1,66 µm
IC50 = 7,85 µm
IC50 = 7,55 µm

PK deguelin
IC50 = 6,4; 5,3;  
29,3 µm

21)

neocyklomorusin 

HeLa IC50 < 10 µg/ml 41, 15)

CCRF-CEM
CEM/ADR 5000

IC50 = 59,02 µm
IC50 = 69,98 µm

PK doxorubicin
IC50 = 0,20  
a 195,12 µm

22)

cyklomulberrin
HeLa
MCF-7
Hep3B

IC50 = 3,69 µm
IC50 = 7,19 µm
IC50 = 6,64 µm

PK deguelin
IC50 = 6,4; 5,3;  
29,3 µm

21)

kuwanon C

B16 IC50 = 14,2 µm PK vinblastin
IC50 = 50 µm

18, 42)

P388 IC50 = 14,0 µm 43)

proLékaře.cz | 5.12.2025



54 Čes. slov. Farm. 2019; 68, 48–68

diprenyl

cudraflavon C 

A375.S2 IC50 = 3,42 µm

produkce ROS,
aktivace MAPK,
zvýšení exprese 
proapoptotických 
proteinů (Puma, Bax, 
Bad, Bid),
aktivace kaspasy-9 
a 3/7

44, 15)

B16 IC50 = 9,2 µm PK vinblastin
IC50 = 50 µm

18)

SMMC-7721
BGC-823
SGC-7901

IC50 = 11,8 µm
IC50 = 24,9 µm
IC50 = 35,5 µm

PK cisplatina
IC50 = 6,3; 7,3  
a 14,1 µm

36)

P388 IC50 = 4,50 µm 45)

KM12
Caco-2
HT-29
HCC2998
SW48
HCT116
CCD 841 Con

IC50 = 7,77 µm
IC50 = 9,01 µm
IC50 = 16,88 µm
IC50 = 22,18 µm
IC50 = 24,74 µm
IC50 = 34,67 µm
IC50 > 100 µm

inhibice signalizace 
PI3K-AKT,
aktivace vnitřní 
kaspázové dráhy,
up-regulace genu 
EGR1, HUWE1 
a SMG1,
down-regulace genu 
MYB1, CCNB1 
a GPX2

46)

kuwanon A  RAW 264,7 IC50 = 10,5 µm inhibice produkce NO 47)

kuwanon T RAW 264,7 IC50 = 10,0 µm inhibice produkce NO 47)

3´,8-diprenyl-4´,5,7- 
-trihydroxyflavon 

HeLa
MCF-7
Hep3B

IC50 = 1,66 µm
IC50 = 5,27 µm
IC50 = 4,71 µm

PK deguelin
IC50 = 6,4; 5,3;  
29,3 µm

21)

artonin I

HL-60
HeLa
HepG-2
A-549
AGS

IC50 > 40 µm
IC50 > 40 µm
IC50 > 40 µm
IC50 > 40 µm
IC50 > 40 µm

PK cisplatina
IC50 = 3,7; 4,9; 12,5; 
12,4; 18,8 µm

16)

triprenyl kuwanon H SCLC Ki = 290 nm
antagonistický účinek 
na receptor pro peptid 
uvolňující gastrin

48, 1)

Substituent Látka Buněčná linie Hodnota účinku Další informace Odkaz
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Tab. 2. Prenylované flavanony

Substituent Látka Buněčná linie Hodnota účinku Další informace Odkaz

cyklický prenyl na 
B-kruhu

sanggenon F RAW 264,7 IC50 = 19,0 µm inhibice produkce NO 47)

kuwanon L Molt3 200 µm
inhibice proteinu 
XIAP vazbou na jeho 
doménu BIR3

49, 50)

acyklický prenyl na 
A-kruhu euchrenon a7

PC-3
NCI-H460
A-549

IC50 = 17,0 µmol/l
IC50 = 47,4 µmol/l
IC50 = 35,2 µmol/l

PK doxorubicin
IC50 = 0,2; 0,3  
a 0,5 µmol/l

51, 52)

P388 IC50 = 7,8 µg/ml norartocarpanon
IC50 = 12,7 µg/ml

53)

acyklický geranyl na 
A-kruhu

7,2´,4´,6´ 
-tetrahydroxy-6- 
-geranylflavanon 

dRLh84 IC50 = 52,8 µg/ml 54)

acyklický geranyl na 
B-kruhu

kuwanon E

RAW 264,7 IC50 = 14,9 µm inhibice produkce 
NO

47)

THP-1 LD50 > 50 µm

inhibice 
exprese TNF-α 
a interleukinu-1,
potlačení fosforylace 
Rb proteinu,
PK oxaliplatina
LD50 = 1,7 µm

37)

CEM
RPMI8226
U266

IC50 = 15,4 µm
IC50 = 16,4 µm
IC50 = 42,2 µm

55)

kuwanon U

THP-1 LD50 = 45,7 µm PK oxaliplatina
LD50 = 1,7 µm

37)

CEM
RPMI8226
U266
THP-1

IC50 = 18,5 µm
IC50 = 26,8 µm
IC50 = 56,3 µm
IC50 = 28,0 µm

55)

cyklický geranyl na 
A-kruhu

sanggenon G

MDA-MB-213
SW60
ACHN

IC50 = 24,0 µmol/l
IC50 = 10,96 µmol/l
IC50 = 13,44 µmol/l

inhibice heparinasy 
(IC50 = 3,7 µmol/l)

56)

Molt3 vazebná afinita 
34,26 µm

inhibice proteinu 
XIAP vazbou na jeho 
doménu BIR3,
aktivace kaspasy-9, 
-8 a -3

49)

sanggenol L

HL-60
HeLa
HepG-2
A-549
AGS

IC50 = 17,7 µm
IC50 = 16,4 µm
IC50 = 16,7 µm
IC50 = 14,8 µm
IC50 = 15,7 µm

PK cisplatina
IC50 = 3,7; 4,9; 12,5; 
12,4; 18,8 µm

16)

A2780
SKOV-3
OVCAR-3

IC50 = 16,7 µm
IC50 = 16,2 µm
IC50 = 30,4 µm

potlačení exprese 
cyklinu D1,
aktivace kaspasy-9 
a -3,
inhibice NF-κB

57)
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Substituent Látka Buněčná linie Hodnota účinku Další informace Odkaz

diprenyl

sanggenon C

PC-3 IC50 = 18,76 µmol/l aktivace kaspasy-9 
a -3

58)

Lovo
HT-29
SW480

5–80 µm
5–80 µm
5–80 µm

zvýšení tvorby ROS,
zvýšení hladiny 
intracelulárního Ca2+ 
a ATP,
inhibice produkce NO,
snížení exprese 
proteinu Bcl-2 

59)

RAW 264,7 IC50 = 2,82 µm
IC50 = 3,38 µm

inhibice produkce NO,
inhibice NF-κB

60)

H22
P388
K562

IC50 = ~15 µm
IC50 = ~15 µm
IC50 = ~15 µm

inhibice proteazomu,
zástava buněčného 
cyklu ve fázi G0/G1

61)

HSC-2
HSG
HGF

CC50 = 18 µm
CC50 = 23 µm
CC50 = 45 µm

PK 
2´-hydroxychalkon
CC50 = 58; 49  
a 110 µm

62)

Hep3B
IC50 = 1,26 µm
IC50 = 3,20 µm
IC50 = 1,26 µm

inhibice HIF-1α,
inhibice VEGF,
potlačení 
životaschopnosti

63)

sanggenon B
HSC-2
HSG
HGF

CC50 = 39 µm
CC50 = 47 µm
CC50 = 98 µm

PK 
2´-hydroxychalkon
CC50 = 58; 49  
a 110 µm

62, 64)

sanggenon O

HSC-2
HSG
HGF

CC50 = 73 µm
CC50 = 100 µm
CC50 = 140 µm

PK 
2´-hydroxychalkon
CC50 = 58; 49  
a 110 µm

62)

RAW 264,7 IC50 = 1,15 µm
IC50 = 1,29 µm

inhibice produkce NO,
inhibice NF-κB

60)

Hep3B
IC50 = 1,03 µm
IC50 = 2,08 µm
IC50 = 8,75 µm

inhibice HIF-1α,
inhibice VEGF,
potlačení 
životaschopnosti

63)

sanggenon A
HSC-2
HSG
HGF

CC50 = 53 µm
CC50 = 46 µm
CC50 = 110 µm

PK 
2´-hydroxychalkon
CC50 = 58; 49  
a 110 µm

62, 65)

sanggenon D
HSC-2
HSG
HGF

CC50 = 44 µm
CC50 = 64 µm
CC50 = 140 µm

PK 
2´-hydroxychalkon
CC50 = 58; 49  
a 110 µm

62, 66)

sanggenol Q
H460
A-549
H1299

10–60 µg/ml
10–60 µg/ml
10–60 µg/ml

aktivace kaspasy-9 
a -3
inhibice proteinu  
Bcl-2 a XIAP

67, 16)
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Tab. 3. Prenylované chalkony

Substituent Látka Buněčná linie Hodnota účinku Další informace Odkaz

acyklický prenyl na 
A-kruhu

morachalkon A P388 IC50 = 17,8 µm 43, 42)

morachalkon B HCT-8
BGC-823

IC50 = 6,4 µg/ml
IC50 = 5,7 µg/ml

68)

morachalkon C HCT-8
BGC-823

IC50 = 9,4 µg/ml
IC50 = 8,3 µg/ml

68)

isobavachalkon

PC-3 IC50 = 26,19 µm
vazba na thioredoxin 
reduktasu 1,
zvýšení hladiny ROS

69, 42)

Tca8113 20 a 40 µm

snížení exprese 
MMP-2 a -9,
defosforylace kinasy 
Akt a ERK,
down-regulace 
proteinu Bcl-2,
up-regulace Bax

70)

MGC803 IC50 = 49,68 µm

inhibice drah Akt 
a ERK,
down-regulace Bcl-2,
up-regulace Bax, 
aktivace kaspasy-3

71)

CCRF-CEM
CEM/ADR 5000

IC50 = 2,90 µm
IC50 = 3,73 µm

PK doxorubicin
IC50 = 0,20  
a 195,12 µm

72)

HeLa 25 a 50 µm

kombinace 
s proteinem TRAIL,
zvýšená exprese 
receptoru DR5

73)

H929 10–40 µm

souběžná aplikace 
chlorochinu 
vede k aktivaci 
proteinkinasy C, 
kaspasy-9 a -3

74)

OVCAR-8
PC-3
MCF-7
A-549
L-02
HUVEC

IC50 = 7,92 µm
IC50 = 15,06 µm
IC50 = 28,29 µm
IC50 = 32,20 µm
IC50 = 31,61 µm
IC50 = 31,30 µm

inhibice Akt 75)

IMR-32
NB-39

IC50 = 5,61 µm
IC50 = 6,22 µm

up-regulace proteinu 
Bax,
aktivace kaspasy-9 
a -3

76)
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Substituent Látka Buněčná linie Hodnota účinku Další informace Odkaz

diprenyl

kuwanon J 
2,4,10´´-
-trimethylether

HeLa IC50 = 4,65 µm
inhibice NF-κB,
PK celastrol
IC50 = 4,1 µm

77)

kuwanon R

HeLa IC50 = 7,38 µm
inhibice NF-κB,
PK celastrol
IC50 = 4,1 µm

77)

Hep3B
IC50 = 3,17 µm
IC50 = 3,51 µm
IC50 = 6,42 µm

inhibice HIF-1α,
inhibice VEGF,
potlačení 
životaschopnosti

63)

kuwanon J Hep3B
IC50 = 4,10 µm
IC50 = 3,14 µm
IC50 = 8,55 µm

inhibice HIF-1α,
inhibice VEGF,
potlačení 
životaschopnosti

63, 1)

kuwanon Q Hep3B
IC50 = 3,80 µm
IC50 = 4,24 µm
IC50 = 5,94 µm

inhibice HIF-1α,
inhibice VEGF,
potlačení 
životaschopnosti

63, 11)

kuwanon V Hep3B
IC50 = 8,32 µm
IC50 = 7,84 µm
IC50 = 9,54 µm

inhibice HIF-1α,
inhibice VEGF,
potlačení 
životaschopnosti

63, 11)

Tab. 4. Diels-Alderovy adukty chalkonu a dehydroprenyl-2-arylbenzofuranu

Substituent Látka Buněčná linie Hodnota účinku Další informace Odkaz

prenyl

mulberrofuran G

HL-60
HeLa
HepG-2
A-549
AGS

IC50 = 3,4 µm
IC50 = 9,6 µm
IC50 = 14,4 µm
IC50 = 15,3 µm
IC50 = 3,5 µm

PK cisplatina
IC50 = 3,7; 4,9; 12,5; 
12,4; 18,8 µm

16)

HL-60
CRL1579

IC50 = 1,7 µm
IC50 = 9,8 µm

PK cisplatina
IC50 = 1,9 µm
IC50 = 21,1 µm
aktivace kaspasy -3,
-8,-9,-2,  
zvýšení poměru  
Bax/Bcl-2

78)

A-549
BGC-823
HCT-8
A2780
Bel 7402

IC50 = 5,2 µg/ml
IC50 = 5,7 µg/ml
IC50 = 8,9 µg/ml
IC50 = 5,0 µg/ml
IC50 > 10 µg/ml

PK 5-fluorouracil
IC50 = 0,2; 0,7; 0,5; 
0,7 a 0,5 µg/ml

40)

Hep3B IC50 = 2,60 µm
IC50 = 28,6 µm

inhibice HIF-1α
inhibice VEGF

63)

mulberrofuran C

HL-60
HeLa
HepG-2
A-549
AGS

IC50 > 40 µm
IC50 > 40 µm
IC50 > 40 µm
IC50 > 40 µm
IC50 > 40 µm

PK cisplatina
IC50 = 3,7; 4,9; 12,5; 
12,4; 18,8 µm

16)
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prenyl

mulberrofuran J

HL-60
HeLa
HepG-2
A-549
AGS

IC50 > 40 µm
IC50 > 40 µm
IC50 > 40 µm
IC50 > 40 µm
IC50 > 40 µm

PK cisplatina
IC50 = 3,7; 4,9; 12,5; 
12,4; 18,8 µm

16)

mongolicin C

HL-60
HeLa
HepG-2
A-549
AGS

IC50 = 17,1 µm
IC50 = 17,1 µm
IC50 = 17,4 µm
IC50 = 16,8 µm
IC50 = 17,5 µm

PK cisplatina
IC50 = 3,7; 4,9; 12,5; 
12,4; 18,8 µm

16)

A-549
Bel 7402
BGC-823
HCT-8
A2780

IC50 = 6,6 µg/ml
IC50 = 7,2 µg/ml
IC50 = 6,1 µg/ml
IC50 = 6,7 µg/ml
IC50 = 6,0 µg/ml

PK fluorouracil
IC50 = 0,2; 0,5; 0,7; 
0,5 a 0,7 µg/ml

40)

australisin C

A-549
Bel 7402
BGC-823
HCT-8
A2780

IC50 > 10 µg/ml
IC50 > 10 µg/ml
IC50 > 10 µg/ml
IC50 > 10 µg/ml
IC50 = 8,5 µg/ml

PK fluorouracil
IC50 = 0,2; 0,5; 0,7; 
0,5 a 0,7 µg/ml

40, 65)

mulberrofuran Q

HL-60
CRL1579

IC50 = 37,6 µm
IC50 = 83,9 µm

PK cisplatina
IC50 = 1,9 µm
IC50 = 21,1 µm
aktivace kaspasy 
-3,-8,-9,-2 a zvýšení 
poměru Bax/Bcl-2

78)

A-549
Bel 7402
BGC-823
HCT-8
A2780

IC50 > 10 µg/ml
IC50 > 10 µg/ml
IC50 > 10 µg/ml
IC50 > 10 µg/ml
IC50 > 10 µg/ml

PK fluorouracil
IC50 = 0,2; 0,5; 0,7; 
0,5 a 0,7 µg/ml

40)

mulberrofuran F

A-549
Bel 7402
BGC-823
HCT-8
A2780

IC50 = 4,9 µg/ml
IC50 = 4,8 µg/ml
IC50 = 5,7 µg/ml
IC50 = 4,7 µg/ml
IC50 = 4,6 µg/ml

PK fluorouracil
IC50 = 0,2; 0,5; 0,7; 
0,5 a 0,7 µg/ml

40, 42)

diprenyl

mulberrofuran E

A-549
Bel 7402
BGC-823
HCT-8
A2780

IC50 = 5,8 µg/ml
IC50 = 6,6 µg/ml
IC50 = 5,9 µg/ml
IC50 = 6,7 µg/ml
IC50 = 5,7 µg/ml

PK fluorouracil
IC50 = 0,2; 0,5; 0,7; 
0,5 a 0,7 µg/ml

40, 79)

chalkomoracin 

A-549
Bel 7402
BGC-823
HCT-8
A2780

IC50 = 5,5 µg/ml
IC50 = 5,6 µg/ml
IC50 = 5,6 µg/ml
IC50 = 7,0 µg/ml
IC50 = 5,7 µg/ml

PK fluorouracil
IC50 = 0,2; 0,5; 0,7; 
0,5 a 0,7 µg/ml

40, 42)

PC-3
MDA-MB-231

IC50 = 6,0 µm
IC50 = 6,0 µm

indukce paraptosy 
potlačením exprese 
proteinu AIP1/Alix,
zvýšená tvorba ROS, 
zvýšená exprese 
PINK1

80)

yunanensin A

A-549
Bel 7402
BGC-823
HCT-8
A2780

IC50 = 0,922 µg/ml
IC50 = 5,387 µg/ml
IC50 = 0,863 µg/ml
IC50 = 5,378 µg/ml
IC50 = 2,384 µg/ml

81, 82)
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Prenylované stilbeny

Tab. 5. Diels-Alderovy adukty chalkonu a dehydroprenylstilbenu

Substituent Látka Hodnota účinku Další informace Odkaz

prenyl kuwanon Y IC50 = 15 µmol/l inhibice proteinkinasy C 83)

Lze tedy říci, že v  případě diprenylovaných flavonů 
byla nejefektivnější substituce acyklických prenylových 
skupin v  polohách C-3 a  C-6, dále efektivita klesala 
cyklizací jednoho z  prenylu se sousedním hydroxylem 
a nejméně efektivní se zdála být substituce acyklických 
prenylových skupin v polohách C-3 a C-818).

Další studie, která podporuje tvrzení, že prenylovaný 
postranní řetězec zvyšuje cytotoxický účinek, porovná-
vá cytotoxickou aktivitu 8-prenylapigeninu a  apigeni-
nu u  nádorové buněčné linie myšího hepatomu H4IIE 
a myšího gliomu C6, kde hodnota inhibiční koncentrace 
apigeninu nebyla na rozdíl od 8-prenylapigeninu vůbec 
stanovena17). Ke stejnému závěru došel Ferlinahayati  
et al., kdy C-8 prenylovaný euchrenon a7 vykázal na buň-
kách myší lymfocytické leukemie P388 vyšší cytotoxici-
tu než norartocarpanon, který přítomnost prenylovaného 
postranního řetězce postrádá53). 

Vliv geranylovaného postranního řetězce na cytotoxic-
kou aktivitu uvádí ve své studii i Šmejkal et al. Ukázalo se, 
že flavanony s geranylovou skupinou v poloze C-6 vyka-
zovaly vyšší cytotoxicitu než flavanony obsahující geranyl 
v poloze C-3´, mezi které patří například kuwanon E nebo 
kuwanon U. Kromě toho hydroxylace geranylovaného po-
stranního řetězce cytotoxicitu snižuje, stejně jako přítom-
nost hydroxylové skupiny v poloze C-384).

Nejširší paletu cytotoxických aktivit vykázal jedno-
značně morusin, jehož struktura obsahuje prenylovou 
skupinu v  poloze C-8, která podlehla cyklizaci s  hyd-
roxylovou skupinou v  poloze C-7, a  další acyklickou 
prenylovou skupinu v poloze C-3. U morusinu byly rov-
něž provedeny tři studie in vivo, v nichž tato látka do-
kázala snížit plicní kolonizaci buněk hepatocelulárního 
karcinomu SK-Hep1 u  imunodeficietního kmenu myší 
druhu Nude mice a potlačit růst epiteliálního ovariální-
ho karcinomu a glioblastomu24, 27, 33). Studie in vivo byla 
provedena i u sanggenonu C ze skupiny prenylovaných 
flavanonů, kde na myším xenograftovém modelu potlačil 
růst karcinomu tlustého střeva a zvýšil apoptosu buněk 
tohoto  nádoru59). Chalkomoracin je jediným zástupcem 
Diels-Alderových aduktů chalkonu  a  dehydroprenyl-2- 
-arylbenzofuranu, který byl prozatím testován in vivo. Na 
myším xenograftovém modelu prokázal inhibiční účinek 
na růst karcinomu prsu buněčné linie MDA-MB-23180).

O  selektivitě lze v  případě prenylovaných flavonů ho-
vořit u  cudraflavonu B a  cudraflavonu C. Cudraflavon B  
účinně zastavoval buněčný cyklus lidské monocytár-
ní buněčné linie THP-1 ve  fázi G1, avšak distribuce ne-
nádorové buněčné linie BPH-1 izolované z  benigní  
hyperplazie prostaty zůstala ve všech fázích buněčného 
cyklu nezměněna, a  to i  po vystavení vysokým koncen-

Diskuze

V práci jsou popsány a hodnoceny cytotoxické a anti-
proliferativní účinky prenylovaných fenolů izolovaných 
z moruše bílé. Z celkového souboru 113 prenylovaných 
fenolů tvořily největší část hodnocených látek prenylo-
vané flavony, dále v sestupném pořadí prenylované fla-
vanony, Diels-Alderovy adukty chalkonu a dehydropre-
nyl-2-arylbenzofuranu, prenylované chalkony a nakonec 
prenylované stilbeny. Cytotoxickou aktivitu vykázalo 
57 látek, přičemž kořenová kůra moruše bílé představu-
je hlavní zdroj prenylovaných fenolů a také je poměrně 
velké množství těchto látek zastoupeno v listech stromu 
Morus alba. 

Moraceae je jednou z nejbohatších čeledí na prenylo-
vané flavonoidy10). Prenylovaný postranní řetězec, který 
může být různě modifikován, zvyšuje lipofilitu látek, 
čímž zlepšuje jejich prostupnost biologickými membrá-
nami a vede tak ke zvýšení biologické dostupnosti9). 

Prenylovaný postranní řetězec v  mnohých případech 
zlepšuje i biologickou aktivitu, což bylo prokázáno studií 
na buněčné linii melanomu B16, kde cytotoxická aktivita 
rostla se vzrůstajícím počtem prenylových skupin18). Nej-
silnější cytotoxický účinek vykázaly látky obsahující ve 
své struktuře dva prenylované postranní řetězce, ke kte-
rým patřily cudraflavon C, cudraflavon B a kuwanon C.  
Podíváme-li se detailněji na struktury těchto tří látek, 
můžeme konstatovat, že cytotoxickou aktivitu ovliv-
ňují i  hydroxylové skupiny ve specifických polohách. 
Cudraflavon C s nejnižší hodnotou inhibiční koncentrace  
(IC50 = 9,2 µm) má acyklické prenylové skupiny navázá-
ny v polohách C-3 a C-6. Cudraflavon B také obsahuje 
prenylové skupiny v polohách C-3 a C-6, avšak v polo-
ze C-6 došlo k  cyklizaci prenylu se  sousední hydroxy-
lovou skupinou, což je pravděpodobně důvodem nižší 
cytotoxické aktivity cudraflavonu B (IC50 = 12,5 µm) 
v  porovnání s  cytotoxickou aktivitou  cudraflavonu C. 
Kuwanon C vykázal z  těchto tří látek nejvyšší hodnotu 
inhibiční koncentrace (IC50 = 14,2 µm), což bude s nej-
větší pravděpodobností způsobeno substitucí acyklický-
mi prenylovými skupinami v polohách C-3 a C-8. 

V této studii byl také testován albanin A, který obsahuje 
jeden acyklický prenylovaný řetězec v poloze C-3. Hod-
nota inhibiční koncentrace albaninu A (IC50 = 84,7 µm)  
se již velmi výrazně lišila od hodnot inhibičních kon-
centrací diprenylovaných flavonů. Tato studie také 
naznačuje, že látka obsahující acyklickou prenylovou 
skupinu v  poloze C-6 vykazuje mnohem silnější cy-
totoxicitu než látka s acyklickou prenylovou skupinou 
v poloze C-3. 
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ho dochází k cyklizaci geranylu s hydroxylovou skupinou 
v poloze C-2´ na rozdíl od sanggenonu J, který podléhá cyk-
lizaci s hydroxylem v poloze C-4´. U morusinu, cyklomoru-
sinu a cyklomulberrinu lze konstatovat, že nižší cytotoxická 
aktivita morusinu a cyklomorusinu vůči MCF-7 a Hep3B 
může být způsobena cyklizací prenylové skupiny v poloze 
C-8 se sousedním hydroxylem v poloze C-7, kdežto u cyk-
lomulberrinu k této cyklizaci nedochází21).

Qin et al. se zabýval cytotoxickou aktivitou Diels-Al-
derových aduktů chalkonu a  dehydroprenyl-2-arylben-
zofuranu, prenylovaných flavanonů a  prenylovaných 
flavonů u  nádorových buněčných linií HL-60 (lidská 
myeloidní leukemie), HeLa (lidský cervikální adeno-
karcinom), HepG-2 (lidský hepatocelulární karcinom), 
A-549 (lidský nemalobuněčný karcinom plic) a  AGS 
(lidský adenokarcinom žaludku). Z  Diels-Alderových 
aduktů chalkonu a  dehydroprenyl-2-arylbenzofuranu 
byla určena cytotoxická aktivita pouze u mulberrofura-
nu G a mongolicinu C. Mulberrofuran G však vykázal 
vyšší cytotoxický účinek vůči všem pěti nádorovým bu-
něčným liniím, což může být způsobeno přítomností ke-
talových skupin, kterých mulberrofuran G obsahuje více 
než mongolicin C. Geranylovaný flavanon sanggenol L 
vykázal ze všech testovaných látek nejnižší hodnotu in-
hibiční koncentrace  u  buněčné linie nemalobuněčného 
karcinomu plic. Z chemických struktur 3´-geranyl-3-pre-
nyl-2´,4´,5,7-tetrahydroxyflavonu, morusinu a  morusi-
nolu vyplývá již výše uváděný fakt, že cyklizací preny-
lovaného postranního řetězce klesá cytotoxická aktivita. 
Morusin a  morusinol jsou diprenylované flavony lišící 
se modifikací prenylu v poloze C-3. Morusin má ve své 
struktuře navázaný acyklický prenyl v  poloze C-3, ale 
morusinol obsahuje v poloze C-3 prenyl cyklický, a prá-
vě proto morusin vykazuje vyšší cytotoxickou aktivitu.  
Naopak 3´-geranyl-3-prenyl-2´,4´,5,7-tetrahydroxyflavon  
vykazuje vyšší cytotoxicitu než morusin, protože je jeho 
prenylovaný i  geranylovaný řetězec acyklický. Pozo-
ruhodné je, že  licoflavon C prokázal nejvyšší cytotoxi-
citu ze všech testovaných prenylovaných flavonů u ná-
dorových buněčných linií HL-60 (IC50 = 7,0 ± 1,3 µm) 
a HepG-2 (IC50 = 10,2 ± 0,9 µm), a to i přesto, že ve své 
struktuře obsahuje pouze jeden acyklický prenylovaný 
postranní řetězec v poloze C-816).

Licoflavon C a cudraflavon B byly testovány vůči ná-
dorovým buněčným liniím KB (lidský orální karcinom), 
MCF-7 (karcinom prsu) a  NCI-H187 (karcinom plic) 
a vůči nenádorové buněčné linii Vero (ledvinné fibroblasty 
získané z afrického kočkodana zeleného). Diprenylovaný 
cudraflavon B vykázal cytotoxicitu u  všech testovaných 
buněčných linií, zatímco licoflavon C obsahující jednu 
prenylovou skupinu vykázal cytotoxicitu pouze u buněk 
karcinomu plic a Vero. To na první pohled působí, že dva 
prenylované postranní řetězce cudraflavonu B zlepšují 
jeho cytotoxickou aktivitu. Když však porovnáme jejich 
jednotlivé hodnoty inhibičních koncentrací, zjistíme, že 
u  licoflavonu C byla naměřena nižší hodnota inhibiční 
koncentrace vůči buňkám karcinomu plic než u  cudra-
flavonu B a zároveň licoflavon C prokázal žádoucí nižší 
cytotoxicitu vůči nenádorovým buňkám Vero14).

tracím cudraflavonu B37). Silný cytotoxický účinek vy-
kázal cudraflavon B u  dvou nádorových buněčných linií 
skvamózního orálního karcinomu HN4  a  HN12, avšak 
vůči  nenádorovým lidským orálním keratinocytům cyto-
toxicitu ve stejné koncentraci neprojevil38). Cudraflavon C  
by mohl představovat vhodnou molekulu pro studium léčby 
maligního melanomu A375.S2, protože indukuje apoptosu 
jeho buněk a zároveň není cytotoxický vůči lidským fibro
blastům a keratinocytům44). Soo et al. zaznamenal selektivní 
inhibiční účinek cudraflavonu C na proliferaci buněk kolo-
rektálního karcinomu KM12, Caco-2, HT-29, HCC2998, 
SW48 a HCT116, nicméně proliferaci epiteliálních kolorek-
tálních buněk CCD CoN 841 cudraflavon C neinhiboval46).

Určitá selektivní aktivita byla zjištěna u pěti prenylova-
ných flavanonů sanggenonu A, B, C, D a O, které proká-
zaly vyšší cytotoxicitu vůči lidským orálním nádorovým 
buněčným liniím (HSC-2 a HSG) než vůči nenádorovým 
lidským gingiválním fibroblastům (HGF)62). 

Isobavachalkon projevil selektivní účinek hned ve dvou 
studiích. Nejprve byl potvrzen jeho antiproliferativní úči-
nek u čtyř nádorových buněčných linií OVCAR-8, PC-3, 
MCF-7 a A-549 (ovariální karcinom, karcinom prostaty, 
karcinom prsu a karcinom plic) a u dvou nenádorových 
buněčných linií L-02, HUVEC (jaterní buňky a lidské en-
doteliální buňky pupečníkové vény). Nicméně silnější an-
tiproliferativní aktivita byla prokázána u nádorových bu-
něčných linií OVCAR-8 a PC-3 (IC50 = 7,92 a 15,06 µm),  
a to z toho důvodu, že tyto dvě nádorové buněčné linie 
vykazují nadměrnou aktivaci endogenní proteinkina-
sy B (Akt), kterou isobavachalkon účinně inhibuje75).  
Velmi silný cytotoxický účinek isobavachalkonu byl 
pozorován u dvou nádorových buněčných linií lidského 
neuroblastomu IMR-32 a NB-39 (IC50 = 5,61 a 6,22 µm), 
avšak vůči nenádorovým cerebelárním granulárním buň-
kám cytotoxicky nepůsobil (IC50 > 100 µm)76).

Ze studie zkoumající cytotoxicitu desíti prenylo-
vaných flavonů vůči třem nádorovým buněčným li-
niím HeLa, MCF-7 a  Hep3B lze vyhodnotit jako 
nejefektivnější 3´-geranyl-3-prenyl-2´,4´,5,7-tetrahydroxy-
flavon, 8-geranylapigenin a  sanggenon K. Všechny tyto 
tři látky obsahují geranylovaný postranní řetězec, přičemž  
3´-geranyl-3-prenyl-2´,4´,5,7-tetrahydroxyflavon a  san-
ggenon K  mají ve své struktuře navázanou i  prenylo-
vou skupinu v poloze C-3. Znovu se zde potvrzuje teorie, 
že substituce geranylovou skupinou v poloze C-8 (8-gera-
nylapigenin) vykazuje vyšší cytotoxicitu vůči nádorovým 
buněčným liniím MCF-7 a  Hep3B, než substituce gera-
nylem v  poloze C-3´ (kuwanon S). Rozdíl mezi 3´-gera-
nyl-3-prenyl-2´,4´,5,7-tetrahydroxyflavonem a  sanggeno-
nem K je v modifikaci geranylové skupiny v poloze C-3´. 
V případě 3´-geranyl-3-prenyl-2´,4´,5,7-tetrahydroxyflavo-
nu je tento geranyl acyklický, avšak sanggenon K má ve 
své struktuře geranyl cyklický. I  zde může být cyklický 
geranyl příčinou nižší cytotoxické aktivity vůči nádorové 
buněčné linii HeLa, nicméně vůči nádorovým buněčným 
liniím MCF-7 a  Hep3B vykázal lepší cytotoxicitu právě 
sanggenon K  obsahující geranyl cyklický. Sanggenon K  
i sanggenon J obsahují geranylovou skupinu v poloze C-3´, 
přesto vyšší cytotoxicitu vykazuje sanggenon K, u  které-
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V některých případech může o cytotoxicitě rozhodo-
vat i konečná konfigurace látek. Například sanggenon C 
a sanggenon O jsou vzájemnými diastereoizomery, kte-
rým se ve své studii věnoval Dat et al. Zkoumal potlače-
ní životaschopnosti buněk Hep3B a inhibici akumulace 
HIF-1α (hypoxií indukovaný transkripční faktor) a se-
krece vaskulárního endoteliálního růstového faktoru 
v buňkách této linie. Sanggenon O sice efektivněji inhi-
boval akumulaci HIF-1α a sekreci vaskulárního endote-
liálního růstového faktoru, avšak sanggenon C vykázal 
silnější cytotoxicitu u buněk Hep3B. Z prenylovaných 
chalkonů byly těmto testům podrobeny kuwanon J, Q, 
R a V, přičemž kuwanony J, Q a R vykázaly podobné 
hodnoty inhibičních koncentrací. Hodnoty inhibičních 
koncentrací kuwanonu V byly ve všech případech nej-
vyšší, z čehož vyplývá jeho nejslabší cytotoxický efekt, 
který může být dán nižším počtem hydroxylových sku-
pin v jeho struktuře63).

K  zajímavému závěru došla studie hodnotící kuwa-
non L a sanggenon B, C, D a G jako inhibitory proteinu 
XIAP. Sanggenony B, C a D neprokázaly žádnou aktivi-
tu, na rozdíl od sanggenonu G a kuwanonu L. Kuwanon L  
však v porovnání se sanggenonem G projevil jen velmi 
malou inhibiční aktivitu, protože sanggenon G vzhledem 
k vyšší lipofilitě postranního prenylovaného řetězce da-
leko lépe překonává biologické membrány, čímž efek-
tivně vstupuje do buněk. Aby látka mohla působit jako 
ligand domény proteinu XIAP, vyžaduje určitou flexibili-
tu fenylové skupiny (B-kruh) flavonoidního skeletu, což 
v případě sanggenonu B, C, a D není dodrženo, protože 
hydroxylová skupina navázaná na B-kruhu flavonoidní-
ho skeletu podlehla cyklizaci s C-kruhem49).

Závěr

Cílem práce bylo vyhledat v  dostupné literatuře pre-
nylované fenoly s  cytotoxickou a  antiproliferativní ak-
tivitou izolované z Morus alba a následně popsat a vy-
hodnotit souvislosti mezi strukturou těchto látek a jejich 
účinkem. 

Z celkového souboru 113 prenylovaných fenolů byla 
cytotoxická aktivita zjištěna u 57 látek, které byly nej-
častěji izolovány z kořenové kůry moruše bílé. Většina 
látek s cytotoxickou aktivitou byla odvozena od preny-
lovaných flavonoidů. Substituce fenolického skeletu pre-
nylovanými postranními řetězci zvyšuje lipofilitu látky 
a  uděluje jí silnou afinitu k  biologickým membránám, 
díky čemuž je látka schopna interagovat s cílovými pro-
teiny v buňce. Prenylované fenoly indukovaly v buňkách 
apoptosu ovlivňováním exprese proteinů z rodiny Bcl-2 
nebo aktivováním klíčových apoptotických enzymů – 
kaspas.

Výsledky studií potvrdily, že se vzrůstajícím počtem 
prenylovaných postranních řetězců rostla cytotoxická 
aktivita, na kterou měly dále vliv i hydroxylové skupiny 
ve specifických polohách. Ketalové skupiny v kombinaci 
s  prenylovanými postranními řetězci rovněž zvyšovaly 
cytotoxickou aktivitu. Také se ukázalo, že látky s preny-
lovou skupinou navázanou na A-kruhu vykazovaly vyš-

Existují však i další studie, ve kterých neplatí tvrzení, 
že cyklizace prenylové skupiny se sousední hydroxylo-
vou skupinou snižuje cytotoxickou aktivitu, například 
při testování morusinu a kuwanonu C na buňkách myší 
lymfocytické leukemie P388. Přestože morusin ve  své 
struktuře obsahuje jeden acyklický a jeden cyklický pre-
nylovaný řetězec, vykázal vyšší cytotoxickou aktivitu 
než kuwanon C, který má ve své struktuře navázány dva 
acyklické prenyly ve stejných polohách jako morusin. 
Dále byl testům cytotoxicity podroben i  prenylovaný 
chalkon morachalkon A, který ze všech tří testovaných 
látek vykázal nejnižší cytotoxicitu43).

Studie testující cytotoxickou aktivitu devíti Diels-
-Alderových aduktů chalkonu a  dehydroprenyl-2-aryl-
benzofuranu vůči nádorovým buněčným liniím A-549 
(lidský nemalobuněčný karcinom plic), Bel 7402 (lid-
ský hepatocelulární karcinom), BGC-823 (karcinom ža-
ludku), HCT-8 (lidský kolorektální karcinom) a A2780 
(lidský ovariální karcinom) došla k závěru, že nejvyšší 
cytotoxicity dosáhl yunanensin A, v jehož struktuře jsou 
přítomné ketalové skupiny, a dva prenylované postran-
ní řetězce, z nichž jeden podléhá cyklizaci se sousedním 
hydroxylem a druhý se podílí na 4+2 cykloadici, ze které 
však nevzniká cyklohexen, nýbrž benzen. O něco menší 
cytotoxicitu vykázal mulberrofuran F, který ve své struk-
tuře také obsahuje ketalové skupiny i  dva prenylované 
postranní řetězce, z nichž je jeden acyklický a druhý se 
účastní 4+2 cykloadice. Jak již bylo řečeno, cyklizace 
prenylovaného postranního řetězce by měla cytotoxicitu 
snižovat, což však v tomto případě neplatí. Ve struktuře 
yunanensinu A může cytotoxicitu ovlivňovat benzenový 
kruh místo cyklohexenového. Dále téměř stejnou cyto-
toxickou aktivitu vykázaly chalkomoracin a mulberrofu-
ran E. Tyto dvě látky jsou strukturálně velmi podobné, 
obě obsahují dva prenylované postranní řetězce, avšak 
chalkomoracin disponuje jednou hydroxylovou skupi-
nou navíc, což bude pravděpodobně důvodem jeho vyšší 
cytotoxicity. Velmi podobnou míru cytotoxicity s těmito 
dvěma látkami prokázal mulberrofuran G, jehož struktu-
ru tvoří ketalové skupiny. Na rozdíl od předchozích dvou 
látek nevykázal cytotoxicitu u všech nádorových buněč-
ných linií. U mongolicinu C byla zjištěna nižší cytotoxi-
cita než u mulberrofuranu G, protože mulberrofuran G 
obsahuje více ketalových skupin. Australisin C prokázal 
nejslabší cytotoxický efekt u  nádorové buněčné linie 
A2780, zatímco mulberrofuran J a Q spolu s prenylova-
ným flavonem kuwanonem G byly inaktivní. Vzhledem 
k  výsledkům této studie lze konstatovat, že vzrůstající 
počet prenylovaných postranních řetězců, ketalových 
skupin a hydroxylových skupin zvyšuje cytotoxický úči-
nek40, 81).

Kikuchi et al. testoval albanol A  a  mulberrofuran Q 
u  nádorové buněčné linie myeloidní leukemie HL-60 
a  melanomu CRL1579. Zde albanol A  vykázal dokon-
ce vyšší cytotoxickou aktivitu než kontrolní cisplatina. 
Mulberrofuran Q vykázal naopak jen velmi slabou cy-
totoxickou aktivitu. Výsledek této studie tedy dokládá 
fakt, že intenzita cytotoxické aktivity může korelovat 
s množstvím ketalových skupin78).
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A2780	� buněčná linie lidského ovariálního karci-
nomu

A375.S2	� buněčná linie lidského maligního mela-
nomu

BGC-823	� buněčná linie lidského karcinomu žalud-
ku

BPH-1	� buněčná linie benigní hyperplazie pro-
staty

BxPc-3	� buněčná linie lidského adenokarcinomu 
pankreatu

B16	 buněčná linie myšího melanomu
Bel 7402	� buněčná linie lidského hepatocelulárního 

karcinomu
Caco-2	� buněčná linie lidského kolorektálního 

adenokarcinomu
Ca922	� buněčná linie lidského orálního skva-

mózního karcinomu
CEM	� buněčná linie lidské T-lymfoblastické 

leukemie
CEM/ADR 500�0	 buněčná linie lidské akutní T-lymfob-

lastické leukemie
CCRF-CEM	� buněčná linie lidské T-lymfoblastické  

leukemie 
CRL1579	 buněčná linie lidského melanomu
C6	 buněčná linie myšího gliomu
DU-145	� buněčná linie lidského karcinomu pro-

staty
dRLh84	� buněčná linie hepatocelulárního karcino-

mu potkana
HCC2998	� buněčná linie lidského kolorektálního 

adenokarcinomu
HCT-8	� buněčná linie lidského kolorektálního 

adenokarcinomu
HCT116	� buněčná linie lidského kolorektálního 

adenokarcinomu
HeLa	� buněčná linie lidského cervikálního ade-

nokarcinomu
HepG-2	� buněčná linie lidského hepatocelulárního 

karcinomu
Hep3B	� buněčná linie lidského hepatocelulárního 

karcinomu
HGF	� buněčná linie lidských gingiválních fib-

roblastů
HL-60	 buněčná linie lidské myeloidní leukemie
HN4	� buněčná linie lidského orálního skva-

mózního karcinomu 
HN12	� buněčná linie lidského metastatického 

orálního skvamózního karcinomu
HO-8910	� buněčná linie lidského ovariálního karci-

nomu
HSC-2	� buněčná linie lidského orálního skva-

mózního karcinomu
HSG	� buněčná linie lidského karcinomu slinné 

žlázy
HT-29	� buněčná linie lidského kolorektálního 

karcinomu
HUVEC	� buněčná linie lidských jaterních buněk
H1299	� buněčná linie lidského nemalobuněčného 

karcinomu plic

ší cytotoxicitu než látky obsahující prenylovou skupinu 
na B-kruhu nebo C-kruhu. Modifikace prenylovaného 
postranního řetězce, jako je například hydroxylace, cy-
totoxicitu naopak snižovala. Jakým způsobem ovlivňuje 
cyklizace prenylovaného postranního řetězce se soused-
ním hydroxylem cytotoxickou aktivitu, zůstává nejasné. 
V  některých případech cyklizací prenylové skupiny se 
sousedním hydroxylem cytotoxicita rostla, v  jiných na-
opak klesala. Geranylované fenoly vykázaly ve studiích 
vyšší cytotoxicitu než prenylované fenoly, protože gera-
nylová skupina je více lipofilní a umožňuje tak efektiv-
nější vstup do buněk. 

Osm prenylovaných fenolů prokázalo selektivní cyto-
toxický účinek vůči nádorovým buňkám, přičemž vůči 
nenádorovým buňkám nebyly cytotoxické vůbec, nebo 
byly méně cytotoxické než k buňkám nádorovým. 

Seznam použitých zkratek
Akt	 serin-threoninová kinasa 
ATP	 adenosintrifosfát
BAD 	 Bcl-2-associated death promoter 
BAX	 Bcl-2-associated X protein 
Bcl-2	 B-cell lymphoma 
CDK	 cyklin-dependentní kinasa
DR5	 receptor smrti 5
EGFR	 epidermální růstový faktor
ER	 endoplazmatické retikulum
ERK	 extracelulárně regulovaná kinasa
HIF-1	 hypoxií indukovaný transkripční faktor
IC50	 střední inhibiční koncentrace
LD50	 střední smrtelná dávka
MAPK	 mitogenem aktivovaná proteinkinasa
MMP	 matrixové metaloproteinasy
NF-κB	 jaderný faktor kappa B
NO	 oxid dusnatý
PINK1	 PTEN-indukované kinasy 1
PI3K	 fosfatidylinositol-3-kinasa
PK	 pozitivní kontrola
PUMA	 p53 upregulated modulator of apoptosis
Rb protein	 retinoblastomový protein
ROS	 reaktivní formy kyslíku
STAT-3	� signální transduktor a aktivátor 	

transkripce 3
TNF 	 tumor nekrotizující faktor
TRAIL	� tumor necrosis factor-related apoptosis-

-inducing ligand
XIAP 	� X-chromosome-linked inhibitor of apo

ptosis protein
VEGF	 vaskulární endoteliální růstový faktor

Seznam zkratek buněčných linií
AGS	� buněčná linie lidského adenokarcinomu 

žaludku
ACHN	� buněčná linie lidského renálního adeno-

karcinomu
AsPC-1	� buněčná linie lidského adenokarcinomu 

pankreatu
A-549	� buněčná linie lidského nemalobuněčného 

karcinomu plic
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P388	� buněčná linie myší lymfocytické leuke-
mie

RPMI8226	� buněčná linie lidského mnohočetného 
myelomu

RAW 264,7	 buněčná linie myší leukemie
SCC2095	� buněčná linie lidského orálního skva-

mózního karcinomu
SCLC	� buněčná linie lidského malobuněčného 

karcinomu plic
SGC-7901	� buněčná linie lidského karcinomu žalud-

ku
SKOV-3	� buněčná linie lidského ovariálního karci-

nomu
SK-Hep1	� buněčná linie lidského hepatocelulárního 

karcinomu
SMMC-7721	� buněčná linie lidského hepatocelulárního 

karcinomu
SW48	� buněčná linie lidského kolorektálního 

adenokarcinomu
SW480	� buněčná linie lidského kolorektálního 

karcinomu
Tca8113	� buněčná linie lidského skvamózního kar-

cinomu jazyku
THP-1	� buněčná linie lidské monocytické leuke-

mie
U266	� buněčná linie lidského mnohočetného 

myelomu
Vero	� buněčná linie ledvinných fibroblastů zís-

kaných z afrického kočkodana zeleného

Střet zájmů: žádný.
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Influence of formulation and process parameters on the 
properties of Cu2+/alginate particles prepared by external ionic 
gelation evaluated by principal component analysis

Vliv formulačních a procesních parametrů na vlastnosti 
Cu2+/alginátových částic připravených vnější iontovou gelací 
hodnocený analýzou hlavních komponent
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biotechnologie. Proto byla příprava alginátových částic 
a  jejich následné hodnocení pomocí analýzy hlavních 
komponent stěžejním cílem našeho experimentu. Kvůli 
optimalizaci této metody jsme se zaměřili na hodnoce-
ní vlivu různých formulačních (koncentrace polymeru, 
koncentrace tvrdícího roztoku) a  procesních parametrů 
(velikost vnějšího průměru injekční jehly) na vlastnos-
ti vzniklých částic (výtěžek, sféricita, ekvivalentní prů-
měr a bobtnavost při pH 6). Metodou analýzy hlavních 
komponent byl zásadní vliv na výsledné vlastnosti algi-
nátových částic potvrzen pouze u koncentrace natrium-
-alginátu. Tyto výsledky potvrdily spolehlivý a bezpeč-
ný potenciál vnější iontové gelace v přípravě částicové 
lékové formy na bázi alginátu. 
Key words: hydrogel particles • external ionic gelation • 
sodium alginate • copper ions • evaluation of the particu-
late dosage form • principal component analysis

Introduction

External ionic gelation method is a widely employed 
technique for the formation of hydrogel beads. It belongs 
among promising tools in the development of novel bio-
compatible sustained and targeted controlled drug deliv-
ery systems, mainly due to its indisputable advantages, 
such as nontoxic process without using organic solvents, 
convenient and controllable procedure1). This technique 
is based on the cross-linking tendency of polyelectrolytes 
in the presence of polyvalent ions to form hydrogels2–4), 
when physical (electrostatic) forces between the poly
electrolyte and the present polyvalent ions are formed5). 

During external ionic gelation, the polymer solution is 
extruded as drops into a hardening bath containing poly-
valent ions, which immediately diffuse inward into the 
interstitial spaces between the alginate polymer chains 
to initiate cross-linking at the periphery of the poly-
mer drop. A  semisolid membrane encasing the drop is 
formed6). Subsequent leaving of the drops in the harden-
ing solution for a certain time period allows further dif-

Summary

Currently, the method of external ionic gelation for the 
preparation of alginate particles is successfully used not 
only in the field of pharmacy and medicine, but also 
especially in the field of biotechnology. Therefore, the 
preparation of alginate particles and their subsequent 
evaluation using principal component analysis was the 
key task of our experiment. To optimize this method, we 
focused on the evaluation of the effect of formulation 
(the polymer concentration, the hardening solution 
concentration) and process parameters (the outer diameter 
of the injection needle) on the properties of the resulting 
beads (yield, sphericity factor, equivalent diameter and 
swelling capacity at pH 6). Using multivariate data 
analysis, the major influence on the resulting properties 
of the prepared particles was confirmed only in sodium 
alginate concentration. Obtained results verified the 
reliable and safe potential of the external ionic gelation 
for preparation alginate-based particulate dosage forms.
Klíčová slova: hydrogelové částice • vnější iontová 
gelace • natrium-alginát • měďnaté ionty • hodnocení 
částicové lékové formy • analýza hlavních komponent

Souhrn

V  současné době je metoda vnější iontové gelace 
v  přípravě alginátových částic s  úspěchem používána 
nejen na poli farmacie a medicíny, ale zejména v oblasti 
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The method of external ion gelation, especially 
when using polyvalent ions with antimicrobial and/
or antiviral activity, provides a  unique possibili-
ty to prepare a  medical form with a  biological ac-
tivity without the need of drug encapsulation30). For 
instance, antimicrobial effects of copper have been 
known and used by humans since ancient times31). 
Therefore, its entrapment in the alginate network can 
provide a  simple and effective way of treatment of 
vaginal or eye infections30).

The main objective of the presented study was to ob-
serve and evaluate the effect of several process and for-
mulation parameters on the technological properties of 
Cu2+/alginate particles prepared by the ion external ge-
lation method. An influence of needle diameter, polymer 
concentration and hardening solution concentration on 
the main important characteristics of prepared particles 
such as the yield, sphericity, equivalent diameter, swe-
lling capacity were measured and investigated by princi-
pal component analysis.

Experimental part

Materials
Sodium alginate – SA (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) 

served as the polymer for the particle preparation, copper 
(II) chloride (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) was used 
as the gelation agent. Sodium hydroxide and potassium 
dihydrogen phosphate (both Dr. Kulich Pharma, Hradec 
Králové, Czech Republic) were used for the formation of 
pH 6.0 phosphate buffer. All materials were of Ph. Eur. 
quality.

Microparticle preparation
Beads were prepared by the external ionic gelation 

method. For each sample 100 g of sodium alginate solu-
tion (3% or 4%) was filled in a syringe with an appropri-
ate needle (diameter 0.5, 0.7 or 0.9 mm) and they were 
added dropwise, using a linear dispenser pump NE-1000 
(New Era Pump System, Farmingdale, NY, USA), to 
a hardening solution of copper (II) chloride (0.5M or 1M 
concentration) in Petri dishes, which were placed on a ro-
tating pad to prevent deformation of the beads by con-
stantly dripping to the same place. Here the crosslinking 
and hardening process took place. The injection needle 
tip distance from the surface of the curing solution was 
approximately 10 cm. Hardening time was 60 minutes. 
Thereafter, formed beads were washed with purified wa-
ter, collected by filtration and then dried in a cabinet drier 
(HORO-048B, Dr. Hofmann GmbH, Ostfildern, Germa-
ny) for 12 hours at 25 °C. Samples were named accord-
ingly to the parameter values used for their preparation 
(see Table 1).

Microparticle characteristics

Yield
Effectiveness of the process was evaluated by yield. 

Dried samples were weighed on an analytical scales 

fusion of ions across the membrane via a concentration 
gradient. After saturation of available binding sites, re-
sulting beads are formed as three dimensional, water-in-
soluble gel network7, 8), with a  higher concentration of 
ions at the periphery compared to the centre of the gel9). 

The type and molecular weight of the polymer, sur-
face tension and viscosity of the polymer solution, the 
type and concentration of the hardening solution (as 
formulation parameters) as well as temperature, hard-
ening time, stirring intensity, the diameter of the drip 
device (as process parameters), all affect the resulting 
particle structure and their properties10, 11).

Alginates as naturally occurring anionic polyelec-
trolytes belong among the most commonly used poly-
mers in the formation of hydrogel beads by external 
ionic gelation, especially due to their biocompatibility, 
biodegradability, low toxicity, vast availability, rela-
tively low cost, and mild gelation12, 13). Commercially 
available alginates are typically extracted from brown 
seaweed (Phaeophyceae), including species Laminar-
ia, Ascophyllum and Macrocystis. Bacterial alginates 
can be produced from Azotobacter and Pseudomonas 
species but these extraction methods are not economi-
cally viable for commercial applications14, 15). 

Chemically, alginates are a family of linear unbranched 
polysaccharides which contain varying amounts of 
1,4′-linked β-D-mannuronic acid (M) and α-L-guluronic 
acid (G) residues. The residues may vary widely in com-
position and sequence and are arranged in a pattern of 
blocks along the chain as homogenous (poly-G, poly-M) 
or heterogeneous (MG) block-like patterns16, 17). The M/G 
ratio is a critical factor affecting the physical properties 
of the alginate and its resulting hydrogels14). The affinity 
of different block structures of the alginate to polyvalent 
ions increases in the order of Mg2+ << Mn2+ < Zn2+ < Ca2+ 
< Sr2+ < Ba2+ < Cu2+ < Pb2+ ions18–21). In general, it can be 
said that divalent cations preferentially bind toward the 
G-block rather than the M-block7, 22). However, in a more 
detailed study by Mørch et al. it has been found that Sr2+ 
ions are preferentially bound to the G-units, Ba2+ ions are 
bound to G- and M-blocks and Ca2+ are bound to G- and 
MG-blocks19). 

The binding properties of the Cu2+ ions used in our 
study have been extensively investigated by researchers 
Lu et al. They have determined that no preference be-
tween M/G units exists in the formation of Cu2+ com-
plexes with the alginate23). Moreover, the copper-alginate 
affinity is so strong that the outermost part of the beads 
is strongly complexed and the created outercoat partial-
ly prevents further diffusion of the Cu2+ ions toward the 
beads centre. Copper beads so develop a dense outer lay-
er and they seem to lack Cu2+ ions in the centre24, 25). 

The gel-forming property of sodium alginate, as well 
as its apparent biocompatibility14, 26), leads to an increased 
use in the medical, pharmaceutical and biotechnology in-
dustries. The alginate is employed for applications such 
as wound dressings27), gel matrix to encapsulate and to 
control the release of drugs including protein-based sub-
stances or as matrices for tissue engineering12, 14, 26, 28, 29). 
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tested for swelling capacity in pH 6.0 phosphate buf-
fer. 100 mg of particles were placed into small pre-
weighed metal baskets and then immersed into the 
buffer. In pre-determined intervals (30 minutes, 1, 2, 
3, 4, 5 and 6 hours), baskets were picked up, prop-
erly dried from the outside and weighed on analyt-
ical scales. Each sample was measured in triplicate. 
Swelling capacity was calculated from the following 
equation3):

[3]

where Wt is the weight of beads in grams at the respec-
tive time interval, Wo is the weight of beads in grams 
before the first immersion35).

Data analysis
The primary goal of the data analysis was a study of 

the dependencies between formulation/process param-
eters and Cu2+/alginate particles properties. In order to 
determine statistical significance of these effects, the 
data were evaluated by means of analysis of variance 
(ANOVA) and for a  better dependency visualization, 
the data were subsequently subjected to the principal 
component analysis (PCA). The p-values obtained by 
ANOVA are given in the parentheses for the discussed 
characteristics in the section Results and discussion, 
but only in the cases where statistical significance was 
confirmed (p < 0.05). The resulting PCA model was 
built based on the variables: yield, sphericity, equiva-
lent diameter and swelling capacity at 6 h. The swelling 
capacities at all-time points were highly correlated, so 
redundant variables were excluded from the calcula-
tions. Data analysis was performed by means of the R 
software, version 3.4.4.36). 

KERN 440-47N (KERN & SohnGmbH, Balingen, Ger-
many). The yield was expressed as the weight of dry 
beads in grams obtained by dropping of 100 g of polymer 
solution (g/100 g).

Optical microscopy
To determine the morphology of the prepared beads, 

a  stereoscopic microscope Nikon SMZ 1500 (Nikon, 
Tokyo, Japan) with a photo camera TV Lens 0.55xDS 
(Nikon, Tokyo, Japan) was employed. Beads were 
observed by a  0.75 objective. For each sample 200 
random particles were measured using the threshold 
method in software NIS-Elements 4.00.06 (Nikon, To-
kyo, Japan). The evaluated morphological properties 
included the sphericity factor (SF)32):

[1]

where A  is a particle area in mm2 and p is perimeter 
in mm. Another determined property was the equiva-
lent diameter (ED), which gives the diameter of a circle 
which has the same area as the observed object32):

[2]

ED and SF were calculated from the measured values 
and expressed as the arithmetic mean and standard devi-
ation.

Swelling capacity
Swelling capacity (SSW) belongs among physical 

factors which may influence mucoadhesivity and 
drug release from dosage forms34). Every sample was 

Table 1. Designation of bead samples and variables used during their preparation

Sample Needle diameter (mm) SA concentration (%) Copper (II) chloride 
concentration (%)

5-A3-Cu0.5 0.5 3 0.5

5-A3-Cu1.0 0.5 3 1.0

5-A4-Cu0.5 0.5 4 0.5

5-A4-Cu1.0 0.5 4 1.0

7-A3-Cu0.5 0.7 3 0.5

7-A3-Cu1.0 0.7 3 1.0

7-A4-Cu0.5 0.7 4 0.5

7-A4-Cu1.0 0.7 4 1.0

9-A3-Cu0.5 0.9 3 0.5

9-A3-Cu1.0 0.9 3 1.0

9-A4-Cu0.5 0.9 4 0.5

9-A4-Cu1.0 0.9 4 1.0
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sample was an exception. This sample prepared with the 
use of a 0.9 mm needle (1013 ± 43 μm) provided smaller 
beads than with the use of 0.7 mm needle (1055 ± 29 μm)  
(Table 2) which could be caused by some random influ-
ences, such as human factor failure. The theories11, 37, 39, 40)  
about the dependence of the size syringe tip diameter 
on the drop size formation and subsequently on the 
size of the resulting beads have not been thus fully 
confirmed. 

Effect on swelling capacity
The beads dripped through a 0.5 mm injection syringe 

had the swelling capacity in the range of 76–130% after 
30 minutes and 107–159% after 1 hour. The swelling of 
the samples obtained with a 0.7 mm injection needle was 
in the range of 38–151% (after 30 minutes) and 59 to 
165% (after 1 hour). Swelling capacity of the samples 
prepared by using a 0.9 mm outer diameter injection nee-
dle ranged from 89 to 125% after 30 minutes, and 104 
to 138% after 1 hour. Within next 5 hours, the swelling 
capacity increased, but significantly less, only about  
20–30% (see Figs. 1, 2). No correlation between the outer  
diameter of the injection needle and the swelling of indi-
vidual samples has been found.

Influence of sodium alginate concentration

Effect on yield
The yields of beads prepared using 3% and 4% SA 

solutions were in the range from 3.184–3.820 g/100 g 
and 4.290–4.814 g/100 g. When comparing the corre-
sponding samples in Table 2 (samples prepared using the 
same hardening solution concentration and the same size 
of needle diameter), it is obvious that the yields of in-
dividual samples statistically significantly depended on 
the SA concentration (p < 0.001). Specifically, the higher 

Results and discussion

Influence of needle diameter

Effect on yield
Influence of the needle diameter on the sample yields 

is displayed in Table 2. The sample yields prepared 
using 0.5 mm, 0.7 mm and 0.9 mm injection needles 
were in the range from 3.443 to 4.814 g/100 g, 3.184 to  
4.386 g/100 g and 3.398 to 4.609 g/100 g, respectively. 
No dependence between the yield and the outside diame-
ter of the used needle was found. 

Effect on sphericity
Many studies have confirmed an impact of the needle 

size on the beads sphericity, specifically, that smaller and 
more spherical particles are formed using a smaller diam-
eter syringe11, 37, 38). However, the aforementioned depen-
dence has not been verified by our investigation, but the 
appropriate sphericity of all samples with minimal differ-
ences has been shown. The highest sphericity (0.966 ± 
0.02) was shown in sample 5-A4-Cu0.5. The order of the 
rest of the samples was as follows: 7-A4-Cu1.0, 5-A4- 
-Cu1.0, 9-A4-Cu0.5 and 7-A4-Cu0.5 with the sphericity 
values of 0.960 ± 0.02, 0.958 ± 0.03, 0.955 ± 0.04 and 
0.953 ± 0.04, respectively (see Table 2). 

Effect on equivalent diameter
The beads prepared using a 0.5 mm diameter needle 

showed the smallest equivalent diameter, namely sam-
ples 5-A3-Cu0.5 and 5-A3-Cu1.0 (974 ± 44 μm, 995 ± 
48 μm). Conversely, the largest particles were prepared 
using a  0.9 mm needle, namely samples 9-A4-Cu0.5, 
9-A4-Cu1.0 (1227 ± 32 μm, 1205 ± 61 μm). These re-
sults showed a slight increase in particle size, depending 
on the needle diameter (p < 0.001). However, A3-Cu0.5 

Table 2. Yield, sphericity factor and equivalent diameter results

Sample Yield (g/100 g) Sphericity (%) Equivalent diameter (μm)

5-A3-Cu0.5 3.443 0.930 ± 0.06 974 ± 44

5-A3-Cu1.0 3.820 0.917 ± 0.06 995 ± 48

5-A4-Cu0.5 4.290 0.966 ± 0.02 1099 ± 41

5-A4-Cu1.0 4.814 0.958 ± 0.03 1139 ± 51

7-A3-Cu0.5 3.184 0.934 ± 0.05 1055 ± 29

7-A3-Cu1.0 3.212 0.927 ± 0.04 1058 ± 49

7-A4-Cu0.5 4.380 0.953 ± 0.04 1192 ± 30

7-A4-Cu1.0 4.386 0.960 ± 0.02 1175 ± 38

9-A3-Cu0.5 3.398 0.918 ± 0.06 1013 ± 43

9-A3-Cu1.0 3.722 0.936 ± 0.06 1075 ± 40

9-A4-Cu0.5 4.536 0.955 ± 0.04 1227 ± 32

9-A4-Cu1.0 4.609 0.939 ± 0.04 1205 ± 61
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ates a denser matrix structure which prevents collapse of 
the beads42, 44) and the resulting beads are more spherical. 
In addition, when the alginate liquid drop hits and enters 
the hardening bath, there are competing forces between 
the viscous surface tension forces and impact-drag forces 
to maintain the drop shape. However, the viscosity of the 
low-concentration SA solutions is not sufficient to cope 
with impact, resulting in bead deformation45).

Effect on equivalent diameter
Equivalent diameter of beads was in the range of 974 

± 44 μm (5-A3-Cu0.5) to 1075 ± 40 μm (9-A3-Cu1.0) 
for 3% SA samples and between 1099 ± 41 μm (5-A4-
-Cu0.5) and 1227 ± 32 μm (9-A4-Cu0.5) for 4% sam-
ples (see Table 2). Overall, in samples prepared with the 
same needle outer diameter, our results showed that all 
samples prepared from the 4% SA solution were larger 

yields were achieved using more concentrated solution 
of alginates, which is consistent with the experimental 
study of Aswathy et al.41). The explanation could be seen 
in a higher number of binding sites for crosslinking by 
polyvalent ions in the higher-concentrated SA solution 
resulting in an increase in the process yield. 

Effect on sphericity
The SA concentration exhibited a major influence on 

the sphericity of all samples (p < 0.001). All 4% samples 
showed higher sphericity values than the 3% samples (see 
Table 2). Our investigation has confirmed the theories of 
many researchers42, 43) about an increase in bead spheric-
ity in dependence on rising polymer solution concentra-
tions. At a low SA concentration, the particles are formed 
of a loose networks structure which may collapse during 
drying. On the other hand, a higher SA concentration cre-

Fig. 1. The swelling profiles of 3% Cu2+/alginate particles in phosphate buffer pH = 6.0

Fig. 2. The swelling profiles of 4% Cu2+/alginate particles in phosphate buffer pH = 6.0 
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ficantly affect the mean diameter of the beads. However, 
our results were as follows: for the beads prepared from 
the 3% SA solution (using diameter needles of 0.5, 0.7 
and 0.9 mm) and for the beads from 4% SA (using only 
a 0.5 mm needle), the equivalent diameter was smaller 
when the 0.5M hardening solution was used. Conversely, 
the beads prepared from 4% SA (using a 0.7 and 0.9 mm 
needle), the equivalent diameter was lower when we used 
the 1M hardening solution (see Table 2). An impact of 
hardening solution concentration on the beads equivalent 
diameter was confirmed (p < 0.001).

Effect on swelling capacity
The dependence of the swelling rate on the concentra-

tion of the hardening solution has not been demonstra-
ted. The results within the corresponding samples were 
discrepant. Samples from 3% SA prepared using 0.5 mm 
and 0.7 mm diameter needles showed a higher swelling 
capacity when the beads were cross-linked by 1M solu
tion CuCl2. 3% SA samples prepared with a  0.9 mm 
needle showed higher swelling when the 0.5M hardening 
solution was used for crosslinking. The samples from 4% 
SA exhibited similar behavior (see Figs. 1, 2). Despite 
the research which showed that the swelling capacity 
decreased with an increase in divalent ions concentrati-
on, dependence of swelling capacity on the crosslinking 
ion concentration has not confirmed in our study47).

Multivariate data analysis
For a better representation of the relationships between the 

variables (formulation / process parameters) themselves  
and between the variables and objects (Cu2+/alginate par-
ticles properties), the PCA method was employed. Gra-
phical representation is provided by the PCA loadings 
plot (Fig. 3), which displays the correlation structure of 
variables, and the PCA scores plot (Fig. 4), which dis-
plays the layout of objects. In the loadings plot, original 
variables are depicted as arrows in the ordination space 
of the first two principal components (PCs), their lengths 
are directly proportional to the explained variability and 
the amount of correlation can be interpreted based on the 
angle between any two arrows. In the scores plot, the 
samples with similar characteristics are closely spaced, 
while different samples are far apart from each other.

In the resulting model, the first two PCs explained 
90.2% of variability, which is a sufficient amount to pro-
vide a  reliable data interpretation (52). The relatively 
high positive correlation of equivalent diameter, spheri-
city and yields is obvious in the PCA loadings plot. These 
variables also correlated with the PC1. Swelling capacity 
at the time point 6 h was more associated with the PC2. 
In the PCA scores plot, the samples distribution along the 
PC1 is evident, clustering into two groups is based on 
SA concentration, which is also highlighted in the graph. 
When comparing the PCA graphical outputs (Figs. 3 and 
4), it can be summarized that samples with a higher SA 
concentration exhibited a higher equivalent diameter, as 
well as higher sphericity and yield. Within both groups 
(A3 and A4), the samples differed mainly on the basis of 

in size compared to the 3% solution (p < 0.001). This 
could be attributed to an increase in relative viscosity at 
higher concentration of SA and formation of large drop-
lets during dripping of polymer solution to the hardening 
bath42, 43, 46–48).

Effect on swelling capacity
The rate of swelling capacity was not dependent on 

the polymer concentration used. The swelling capacity 
was found to be the highest during the first hour, with 
the minimum value for the sample 7-A3-Cu0.5 (60%) 
and the maximum one for the sample 7-A4-Cu1.0 
(168%). Consequently, during the next five hours, the 
swelling capacity changed less significantly, the batch 
7-A3-Cu0.5 swelled up to 79% and the batch 7-A4-
Cu1.0 up to 192% (see Figs. 1, 2). Our research did 
not confirm the findings reported by the majority of 
investigators about the dependence of the swelling ex-
tent on the SA concentration, which demonstrated that 
the beads prepared using the 4% SA polymeric solution 
exhibited a slower swelling rate than the more porous 
beads prepared with low-concentration 3% SA solu
tion43, 47, 49, 50). Our results, indicating statistical insigni-
ficancy, were probably due to the unequal drying of the 
extracted baskets from the phosphate buffer during the 
test performance. 

Influence of hardening solution concentration

Effect on yield
In samples prepared from the 3% SA solution and 

0.5M hardening solutions, the yields took values from 
3.184 to 3.433 g/100 g and in samples cross-linked with 
1M hardening solution the values ranged from 3.212 to  
3.820 g/100 g. Likewise, in the 4% samples cross-linked 
by 1M solution, the yield was slightly higher (see Table 2).  
Based on our experiment, it can be said that the yield of the 
samples increased with increasing concentrations of the 
hardening solution, but with no statistical insignificance. 
An explanation could be the following one: using a lar-
ger amount of Cu2+ ions provides a possibility of creating 
more electrostatic bonds within the crosslinking of the  
alginate polymer chains. Ultimately, there is a  smaller 
loss of alginate within external ionic gelation process. 

Effect on sphericity
In our experiment, the beads sphericity dependence on 

the concentration of the hardening solution has not been 
demonstrated. The sphericity factor randomly grew and 
fell with increasing concentration of the hardening so-
lution (see Table 2). Our results do not correspond with 
many other studies, which has confirmed the tendency 
to creation of the more spherical particles with their uni-
form size depending on the rising concentration of har-
dening solution42).

Effect on equivalent diameter
Based on previous researches46, 51), we expected that an 

increase in cross-linking ion concentration would signi-
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ticle. Therefore, our results have confirmed external ionic 
gelation as a safe, reliable and robust method for Cu2+/
alginate beads. Despite a  relatively wide variability of 
the input parameters, it resulted in the creation of beads 
with well-defined characteristics with a potential use for 
a development of a convenient particulate dosage form 
suitable either for drug encapsulation or for its own use 
due to the antimicrobial effect of copper.
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swelling capacity, but without apparent statistical rela-
tionships with other variables. So the effects of varying 
needle diameter in conjunction with hardening solution 
concentration on the resulting particles properties cannot 
be unambiguously discussed.

Conclusion

The external ionic gelation resulted in the formation of 
all Cu2+/alginate particle samples with satisfactory pro-
perties. Their morphological parameters (ED, SF) as well 
as the enormous ability to swell in the environment of 
pH 6 were convenient, without a significant influence of 
most of our tested parameters. Based on multivariate data 
analysis results, it can be concluded that SA concentra-
tion was the only factor which fundamentally influenced 
the resulting properties of the prepared Cu2+/alginate par-

Fig. 4. PCA scores plot

Fig. 3. PCA loadings plot
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pharmacies inside each country. Factors influencing 
them were detected: ownership of the pharmacy, 
locality (number of inhabitants).
Key words: OTC drugs • pharmacy • Czech Republic • 
Greece

Souhrn

Léčiva pro samoléčení (OTC přípravky) jsou dostupné 
v lékárnách, v některých zemích jsou k dispozici rovněž 
v  supermarketech a  na dalších místech. Problematika 
OTC přípravků v zemích Evropské unie vykazuje některé 
odlišnosti na národní úrovni, v lékárnách i v preferencích 
pacientů. Tato studie má za cíl sestavit seznamy obcho-
dovaných OTC přípravků v  České republice a  v  Řec-
ku. Dalšími tématy jsou: zjištění skutečného spektra 
OTC léčiv nabízených v  lékárnách, vyhodnocení počtu 
prodaných balení vybraných 20 běžných OTC léčiv za 
rok 2016 a identifikace faktorů ovlivňujících prodej OTC 
přípravků. Webové stránky národních lékových agentur 
(Česká republika, Řecko) byly použity pro sestavení 
seznamů obchodovaných OTC přípravků v obou zemích. 
Údaje o  spektru OTC v  lékárnách a  jejich prodejích 
byly získány z lékárenského software (v ČR) a z jiných 
typů dokumentů uchovávaných v  lékárně (v  Řecku). 
Byl vypočítán podíl nalezeného spektra OTC v  jednot-
livých lékárnách vzhledem počtu OTC v národních se-
znamech. Byly porovnány počty prodaných balení. Ve 
všech částech práce byla pro prezentaci výsledků pou-
žita ATC (anatomicko/terapeuticko/chemická) klasifika-
ce léčiv. Český seznam obsahoval 1160 obchodovaných 
OTC přípravků náležejících do 10 ATC skupin (první 
úroveň), s maximem v ATC R (243 přípravků). Řecký 
seznam obsahoval 1254 obchodovaných OTC přípravků 
náležejících do 13 ATC skupin, s  maximem v ATC D 
(272 přípravků). Bylo identifikováno 86 totožných pří-
pravků v seznamech obou zemí, náležejících do 9 ATC 
skupin (první úroveň). V  nabídce OTC v  českých lé-
kárnách se vyskytoval alespoň jeden přípravek z každé 
z deseti identifikovaných ATC skupin, v nabídce řeckých 
lékáren byly zahrnuty OTC přípravky z  11 ATC sku-
pin. Nejvyšší prodeje (v roce 2016) byly zjištěny v ČR 
v ATC skupině R (přípravek ACC long tbl eff) a v Řecku 
v ATC A (přípravek Imodium cps). Byly nalezeny rozdí-
ly v nabídce OTC přípravků v lékárnách a v jejich pro-

Summary

Medicines for self-medication (over-the-counter, OTC) 
are available through pharmacies, in some countries they 
are also available in supermarkets and other outlets. The 
use of OTC in European Union countries shows some 
differences at national level, in pharmacies and in patients’ 
preference. This study aimed to completing the lists of 
marketed OTC in Czech Republic and Greece. Next 
topics are: finding out the real range of OTC products 
offered by pharmacies, finding and evaluating number 
of packages sold in pharmacies in 20 particular common 
OTC in 2016, and indentification of factors influencing 
the sales. Web pages of national drug authorities (Czech 
Republic, Greece) were searched to complete lists of 
marketed OTC in each country. Data on range of OTC 
drugs and sales of them were extracted from computer 
systems (Czech Republic) and other types of documents 
(Greece) kept in pharmacies. The percentage of the real 
range of OTC products in pharmacies was calculated as 
the ratio to the number of OTC in national lists. Numbers 
of sold packages were compared among pharmacies. 
Classification system ATC (anatomical/therapeutical/
chemical) was employed to present findings in all parts of 
the research. The Czech list contained 1,160 of marketed 
OTC in 10 ATC (1st level), with the maximum in ATC 
R (243 drugs). The Greek list contained 1,254 OTC in  
13 ATC (1st level), with the maximum in ATC D (272 drugs). 
In lists of both countries, there were detected 86 drugs 
identical in 9 ATC (1st level). At least one OTC in each of  
10 listed ATC was found in Czech pharmacies as 
a  part of range of products, the range of OTC in 
Greek pharmacies comprised 11 ATC. The highest 
sales (year 2016) were found in ATC R (drug ACC 
long tbl eff) in CR and in ATC A  (drug: Imodium 
cps) in Greece. The differences in the range of 
OTC drugs and in their sales were found between 
Czech Republic and Greece, and between types of 
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expenditure per capita (2015): 404 USD12), OTC 83 USD 
(2013)11). OTC share in total pharmaceutical market not 
listed in10), estimation: nearly 5%. 

Situation in Greece

Accessing the market requires manufacturers to obtain 
necessary approvals from The National Organization for 
Medicines (EOF), an entity of Ministry of Health and 
Social Solidarity. Right from informing the EOF, manu-
facturers might have to cope with other complex Regu-
latory procedures for registrations and licensing13). Price 
liberalization and market opening (since 2016) allows for 
the ability of Greek consumers to buy more OTC pro-
ducts while creating increased competition from new 
outlets will press prices down. Negotiations are currently 
taking place regarding the sale of OTC via channels (i.e. 
supermarkets) other than just pharmacies14). The main 
aim of the reform is to provide to patients all necessary 
knowledge, advice and convenience in order to be health-
ier, by choosing the ideal drug for their condition. A base 
alignment and agreement between the state, the industry 
and the pharmacy with the patient in the core will create 
a  huge evolution with increasing satisfaction for con- 
sumers15). OTC that can be bought outside the pharma-
cies as well create the subcategory „drugs for general 
distribution“ 16, 18). 

Spending on retail pharmaceuticals as a share of GDP 
(2013): total 2.8%, private 0.9%11), per capita (2015): 
572 USD12), OTC share in total pharmaceutical market 
5%10). 

Advertising of OTC medicines is allowed in many 
countries in EU, including both CR19) and Greece17). 

The aim of this study was to complete the list of all 
marketed OTC in Czech Republic and Greece, to com- 
pare them, to ascertain the real range of OTC drugs of-
fered by selected pharmacies (3 in each country) and to 
analyse the sales of twenty chosen OTC in these pharma-
cies in one-year period (2016).

Experimental part

Methodology
OTC marketed in CR and Greece were the subject 

of this research. This group presents the sub-group of 
authorized OTC, and the drug was included in the list 
of marketed OTC if it was really marketed by wholesa-
lers and pharmacies. Analysis of national lists of OTC in 
CR20) and Greece21, 22) was the first step of the research. 
Drugs marketed in 2016 were sorted using the ATC (ana-
tomical/therapeutical/chemical) system (5th level) and the 
identical drugs (the same name, dosage form, strength 
and size of package) were identified comparing both lists. 
Six pharmacies (3 in each country) were chosen to take 
part in data gathering. Different types of ownership and 
different localities were the parameters for the selection 
(Table 1). Finding out the range of marketed OTC drugs 
in pharmacies followed. The range of OTC is the aggre-

dejích, a  to jak mezi Českou republikou a Řeckem, tak 
mezi jednotlivými typy lékáren uvnitř každé země. Jako 
faktory těchto rozdílů byly identifikovány: vlastnictví 
lékárny, lokalita (počet obyvatel).
Klíčová slova: OTC léčiva • lékárna • Česká republika 
• Řecko

Introduction

Medicines for self-medication are often called 
„nonprescription“ or „over-the-counter“ (OTC) and 
are available through pharmacies. In some countries 
OTC products are also available in supermarkets and 
other outlets. Responsible self-medication has been 
identified as an important element in long-term he-
alth policy by the institutions of the European Com-
munity1). Research shows that 81 percent of adults 
use OTC medicines as a  first response to minor ail-
ments2).

Harmonization between countries’ regulatory agen-
cies is a positive development3). Even if a specific direc-
tive4) has been approved, the situation of self-medicati-
on products in European Union (EU) countries is still 
far from being harmonized5). The final EU Medicines 
Agencies Network Strategy 2020 emphasises that this 
strategy has a key role in improving patients access to 
well-established medicines including the nonprescrip-
tion ones. Multi Annual Work Plan (MAWP) incorpo-
rates the same objective: enhancement and improve-
ment of existing tools such as the mutual recognition/
decentralized procedures (MRC/DCP) and achievement 
of agreements on common criteria for the authorisati-
on of OTC products. It recommends to explore ways 
how to facilitate the greater number of product swit-
ches which should result in improving the availability 
of nonprescriptoin medicines through simplified regu-
latory reqiurements6). It is often expected that through 
deregulation in the community pharmacy sector the 
prices of OTC medicines will go down. In reality these 
expectations could not be fully met. Deregulation has 
led to the opening of new pharmacies and of OTC dis-
pensaries, since OTC sale outside pharmacies is usually 
permitted7). 

Situation in Czech Republic

Though one of the smallest markets, the Czech Republic 
has a strict control of a drug on its launch and a rigorous 
system of drug registration8). Any proprietary medici-
nal product is subject to marketing authorisation prior to 
its placement on the market in the Czech Republic. The 
marketing authorisation procedure is the responsibility of  
State Institute for Drug Control and it includes an asses
sment of a dossier, in which the future marketing authoris-
ation holder evidences the safety, efficacy, and quality of 
the product9). Patients can have access to a small amount of 
OTC drugs subcategory „selected drugs“ in many points 
except pharmacies19). Spending on retail pharmaceuticals 
as a share of GDP (2013): total 1.3%, private 0.5%11). The 
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groups (1st level) from the nine ones found in the group 
of identical OTC can be found in the sample. Completing 
this part of research was finished in spring 2017.

Pharmacy I. (CR) was owned by corporation, it was the 
only one run by this legal body, pharmacy III. (CR) was 
a member of the chain operating several hundreds phar-
macies. The number of inhabitants in the city where the 
chain pharmacy was established is not mentioned because 
all pharmacies of the chain have the same business strate-
gy and the range of OTC products is quite the same in all 
of them, not dependent on the population. All communi-
ty pharmacies were owned exclusively by pharmacist in 
Greece in the time of research. The influence of pharma-
cys’ characteristics on the range of OTC drugs and on the 
number of sold packages is mentioned in discussion.

Results

ATC with no OTC in both countries are not included 
in Figure 1.

The list of OTC chosen for sales evaluation was com-
pleted by the column „number of OTC in national list 
ATC (5th level)“ in order to be able to assess the infuence 
of other OTC drugs with the same active substance on 
the patients’ choice and on the sale of the particular drug 
included in analysis. The data in columns (CR, Greece) 
present the number of marketed OTC in the same ATC 
(5th level) (Table 4). 

gate of particular drugs that used to be in the stock of the 
pharmacy, it means they have been at least once ordered 
by the pharmacy, regardless of their real presence in the 
stock of the pharmacy in the moment of researching. To 
complete the range of products, the documentation of 
stocking drugs in chosen pharmacies was analysed in the 
end of 2016. There are substantial differences between 
CR and Greece in the methods of stock inventory – the 
Czech ones are more complex due to use of sofisticated 
computer systems. Authors performed the search under 
the supervision of the head of the pharmacy. Documents 
in Greek pharmacies showed the large variety and lack 
of uniformity, using different kinds of software to keep 
records of various structure and content. The cooperation 
of the pharmacist with the researcher was necessary to 
find corresponding data. The ratio between the real range 
of OTC found in pharmacies and the total number of 
marketed OTC included in national lists was calculated 
in ATC groups (1st level) in both countries and expressed 
in percentage. Finally, analysing the sales of 20 particu-
lar common OTC in chosen pharmacies was performed 
(January 1, 2016 – December 31, 2016). The sample of 
OTC was based on 18 OTC identified as identical in both 
countries, the next two were of different size of package 
comparing CR and Greece (Table 4). Basic condition for 
the choice was the presence of the drug in the range of 
OTC products in pharmacies. The next condition was 
to include maximal number of ATC groups – eight ATC 

Fig. 1. Number of marketed OTC medicines in ATC: comparing CR and Greece

Table 1. Description of pharmacies that took part in the research

CR Greece

Pharmacy I Pharmacy II Pharmacy III Pharmacy I Pharmacy II Pharmacy III

Locality Big city Town City Big city Town Village

Inhabitants 500,000 2,000 – 3,500,000 20,000 1,000

Owner/type corporation pharmacist chain pharmacist pharmacist pharmacist
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Table 2. Identical OTC-ATC classification

Country
Number of 

marketed OTC 
in national list

Number of identical 
OTC

Number of identical OTC in particular ATC (1st level)

A B C D G H L M N P R S V

CR 1,160
86 18 1 1 16 2 0 0 6 14 0 26 2 0

Greece 1,254

Table 3. Comparing the range of OTC products in pharmacies with the number of marketed OTC in CR and Greece
CR Greece

range of products as a share of the list of marketed 
OTC

range of products as a share of the list of marketed 
OTC

ATC Pharmacy I Pharmacy II Pharmacy III Pharmacy I Pharmacy II Pharmacy III 

Α 27.27% 57.14% 44.58% 32.11% 16.97% 19.72%

B 50.00% 83.33% 100.00% 16.67% 16.67% 16.67%

C 42.85% 82.14% 71.43% 41.27% 12.70% 17.46%

D 31.71% 60.98% 46.34% 47.43% 28.68% 33.09%

G 43.24% 56.76% 54.05% 5.00% 8.00% 5.00%

H * * * 0.00% 0.00% 0.00%

L * * * 50.00% 50.00% 50.00%

M 25.35% 50.70% 47.89% 44.74% 25.26% 33.68%

N 23.88% 50.00% 54.48% 46.32% 33.09% 32.35%

P * * * 50.00% 50.00% 50.00%

R 35.80% 56.38% 59.26% 55.02% 36.51% 43.39%

S 45.00% 75.00% 35.00% 27.12% 22.03% 25.42%

V 8.16% 39.80% 15.82% 0.00% 0.00% 0.00%

Total 26.98% 53.88% 45.60% 40.03% 24.72% 28.55%

(*) no marketed OTC in the ATC group in the national list, 0.00% means that there was at least one markted OTC in the national 
list in the particular ATC group, but none was found in the range of products in the particular pharmacy. „Total“ means the 
percentage of the complete range of products in the pharmacy expressed as a share of the national list of marketed OTC.

Table 4. List of OTC chosen for analysis of sales in the pharmacies (CR, Greece)

Code Name of 
Drug

Dosage 
Form

Strenght
Size of

Package

Name of 
Substance

ATC 5th 

level

Number of 
OTC in national 

list (ATC 5th  

level)
CR Greece CR Greece

45989 7549 TALCID tbl mnd 500 mg/tbl 20 tbl Hydrotalcit A02AD04 1 1

151579 103599 DULCOLAX tbl ent 5 mg/tbl 40 tbl Bisacodyl A06AB02 3 2

146257 110129 IMODIUM cps dur 2 mg/cps  8 cps Loperamid A07DA03 10 3

162858 204
ASPIRIN 

PROTECT 
100

tbl ent 100 mg/tbl 28(**20) 
tbl

Acetylsalic.
acid B01AC06 5 1

15892 6344 LAMISIL crm 10 mg/1 g 15 g Terbinafin D01AE15 4 20
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As for the variety of marketed OTC drugs in national 
lists: it was more extensive in Greece, comprising 13 ATC 
1st level (Fig. 1), but OTC listed in ATC H and V were not 
found as a part of range of products in any of researched 
pharmacies (Table 3). The list of marketed OTC in Czech 
Republic was ranked in 10 ATC 1st level (Fig. 1) and at 
least one drug of each of these 10 ATC groups was really 
the part of range of products in pharmacies (Table 3).

The range of OTC in pharmacies (Table 3) seemed 
to be independent of the size of the settlement whe-

Discussion

There were 1,160 marketed OTC in CR and 1,254 ones 
in Greece in 2016 (Table 2). There were 86 of them iden-
tical in both lists, it means having the same name, dosage 
form, strength and size of package. They were classified 
in 9 ATC (1st level). No identic OTC was found in ATC 
H, L, P and V. The only one drug (Ellaone tbl 30 mg 1 tbl) 
has been authorized by European Medicines Agency, the 
rest of them by national medicines agencies.

Table 4. List of OTC chosen for analysis of sales in the pharmacies (CR, Greece) - continuing

Code Name of 
Drug

Dosage 
Form

Strenght
Size of

Package

Name of 
Substance

ATC 5th 

level

Number of 
OTC in national 

list (ATC 5th  

level)
CR Greece CR Greece

15391 5862 FENISTIL 
ROLL-ON drm eml 1 mg/1 g 1× 8 ml Dimetinden D04AA13 3 2

103065 2820 ZOVIRAX crm 5 g/100 g 2 g Aciclovir D06BB03 5 4

62320 285 BETADINE ung 100 mg/1 g 20(**30)g Povidone 
iodine D08AG02 18 14

149198 107818 ELLAONE tbl nob 30 mg/tbl 1 tbl Ulipristal 
acetate G03AD02 1 1

62543 19071 NUROFEN tbl obd 200 mg/tbl 24 tbl Ibuprofen M01AE01 49 20

100097 6330 VOLTAREN 
EMULGEL gel 10 mg/1 g 100 g Diclofenac M02AA15 30 44

46213 8448 ASPIRIN-C tbl eff 400 mg/
240 mg/tbl 10 tbl Acetylsal.

acid, comb. N02BA51 5 15

13802 17619 PANADOL 
EXTRA tbl flm 500 mg/

65 mg/tbl 30 tbl Paracetamol,
comb. N02BE51 58 11

188194 112872
NICORETTE 

SPRAY 
1 mg/DOSE

orm spr sol 1 mg/dose 1× 13.2 ml Nicotin N07BA01 22 30

189464 8411
OTRIVIN 

MENTHOL 
1 mg/ml

nas spr sol 1 mg/1 ml 1× 10 ml Xylometazolin R01AA07 27 11

119924 3983 LIVOSTIN nas spr sus 5 mg/10 ml 1× 10 ml Levocabastin R01AC02 1 1

64907 109150 STREPFEN pas 8.75 mg/pas 16 pas Flurbiprofen R02AX01 4 3

57395 114588 ACC LONG tbl eff 600 mg/tbl 10 tbl Acetylcystein R05CB01 17 12

23739
(*) 101332 PROSPAN sir 7 mg/1 ml 100 ml Hedera leaf R05CA12 9 2

49629 2405
TEARS 

NATURALE 
II

oph gtt sol 1 mg/1 ml 
+ 3 mg/1 ml 15 ml Hypromelose

+ Dextran S01XA20 10 17

(*) code cancelled at May 1, 2017, replaced by 202353
(**) size of package in Greece (difference from CR) 
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were opposite: the range of products offered to patients 
was 26.98% in CR (minimum of the researched Czech 
pharmacies) versus 40.03% in Greece (maximum of 
the researched Greek pharmacies). Similar range of 
products in pharmacies in smaller settlements (24.72% 
town, 28.55% village) was found in Greece. Chain (CR)  
seemed to offer the wide range of OTC products 
(45.60%) comparing to the independent pharmacy in 
the big city (26.98%).

Sales of 20 common OTC (Table 4) in chosen phar-
macies (Table 5) showed big differences. They were 
nearly twice as high (191.48%) in Greece as in CR 
in 2016. Despite of the similar OTC share in total 
pharmaceutical market (approx. 5% in 201510)) the  
changes that started in 2016 (non- restrictive envi-
ronment, new businesses or new products14)) in Greece 
seemed to bring out new patterns in pharmacists’ and 
patients’ habitual practice. The extent of OTC sales 

re the pharmacy was located in Greece. This was not 
confirmed in CR. The pharmacy in the small town 
offered the biggest range of products in 70.00% of 
ATC (1st level) comparing to pharmacies in other 
localities. There were found 53.88% of all marketed 
OTC in the range of products in this small pharmacy. 
The pharmacy in the big city (CR) had the smallest 
range of products in 90.00% of ATC (1st level), in 
total: 26.98% of the marketed ones. It could be de-
duced that the pharmacy in the small town (the only 
one in this town) made efforts to meet the maxi- 
mum of patients’ needs in order to prevent the patients 
to buy their OTC in other pharmacies. The next reason 
could be the difference in the ownership of the pharma-
cies: because of the big competition the pharmacist as 
the owner had to supply the patients’ demands as much 
as possible to be attractive for clients and to stack up to 
the competition. The results in pharmacies in big cities 

Table 5. Sales of chosen OTC in pharmacies in 2016 (CR, Greece)

Name of drug (*)

CR

Number of packages

Greece

Number of packages
Pharmacy Total Pharmacy Total

I II III I II III

TALCID 1 0 37 38 3 7 5 15

DULCOLAX 0 1 35 36 146 170 100 416

IMODIUM 22 22 103 147 300 425 125 850

ASPIRIN PROTECT 100 7 6 5 18 75 83 50 208

LAMISIL 6 2 24 32 38 49 23 110

FENISTIL ROLL-ON 0 0 8 8 57 50 49 156

ZOVIRAX 9 6 19 34 74 68 52 194

BETADINE 64 33 162 259 10 39 21 70

ELLAONE 0 0 14 14 6 11 8 25

NUROFEN 0 0 11 11 6 25 5 36

VOLTAREN EMULGEL 12 5 48 65 197 320 147 664

ASPIRIN-C 0 0 23 23 29 120 21 170

PANADOL EXTRA 30 17 269 316 363 250 170 783

NICORETTE SPRAY 
1 mg/DOSE 1 0 61 62 8 15 11 34

OTRIVIN MENTHOL 
1 mg/ml 215 15 174 404 10 8 1 19

LIVOSTIN 0 7 33 40 29 32 18 79

STREPFEN 3 14 62 79 76 82 52 210

ACC LONG 14 49 556 619 5 11 2 18

PROSPAN 13 4 15 32 29 40 18 87

TEARS NATURALE II 1 17 21 39 53 72 39 164

Total 398 198 1,680 2,276 1,514 1,877 917 4,358

(*) dosage form, strength and size of package: see Table 4
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This research brings the simplified and non-repre-
sentative look into the OTC market in Czech Repub-
lic and Greece. There are some factors impeding the  
generalization of results: the small number of pharma-
cies taking part in the research, impossibility of dra-
wing a comparison between data on sales in pharmacies 
and international11, 12) and national statistics on OTC 
drug consumption (in Czech Republic at wholesalers’ 
level)23). Last but not least, the Czech OTC market has 
been stabilized since the changes in the health care 
system in nineties, while the Greek one is expected to 
undergo big changes in the near future due to starting 
liberalization and market opening. On the other hand, 
some factors not taken in consideration in this research  
might modify what was found up: the climatic differences 
between the two countries could determine what are the 
most common patients’ symptoms treated by self-medi-
cation and what are the most frequently sold OTC drugs. 

Conflicts of interest: none.
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âeská a slovenská farmacie uvefiejÀuje po kladném
posouzení recenzentÛ ãi po úpravách podle jejich pfiipomínek:
pfiehledy a odborná sdûlení, pÛvodní práce, krátká sdûlení. Dále
zvefiejÀuje práce z dûjin farmacie, zprávy o ãinnosti farmaceu-
tick˘ch spoleãností, o sjezdech, konferencích, sympoziích
a jin˘ch dÛleÏit˘ch událostech, pfiíspûvky z farmaceutické pra-
xe, recenze knih a krátké informace (excerpta) ze zahraniãní
literatury. UvefiejÀuje také limitované mnoÏství abstrakt
z odborn˘ch akcí pofiádan˘ch âeskou farmaceutickou spoleã-
ností. Poãet a rozsah abstrakt je pfiedem nutné dohodnout
s redakcí ãasopisu. 

Redakce pfiijímá pouze práce a pfiíspûvky, které nebyly
dosud uvefiejnûny ani zaslány k oti‰tûní jinému ãasopisu.

âasopis âeská a slovenská farmacie nezpoplatÀuje
publikaci ãlánkÛ s dedikací grantového ãi jinak finanãnû
podporovaného v˘zkumu a v˘voje z vefiejn˘ch zdrojÛ, stej-
nû jako jazykovou korekturu anglického textu. 

V‰echny ãlánky v plném znûní spolu s anglick˘mi
a ãesk˘mi souhrny jsou zvefiejÀovány i na internetov˘ch strán-
kách ãasopisÛ âLS JEP (www.cls.cz). Pfiíspûvky ãasopisu âes-
ká a slovenská farmacie jsou volnû dostupné z databáze PUB-
MED (po zobrazení abstraktu odkaz na FULL TEXT vpravo
nahofie).

Úprava prací
1. Nadpis v˘stiÏnû a struãnû vyjadfiuje obsah práce. U sérií je

nutné v poznámce pod ãarou citovat pfiedcházející sdûlení. 
2. Autofii – kfiestní jméno a pfiíjmení, bez titulÛ (napfi. Jan

Janák).
3. Pracovi‰tû – nezkrácen˘ název, sídelní mûsto, pfiíp. zemû.
4. Úvod o pfiedmûtu prací a studované problematice – zafiazu-

je se pouze u pÛvodních prací.
5. Pokusná ãást – podrobn˘ popis pouÏitého materiálu

a metod. Postupy známé z literatury se nepopisují, staãí pfií-
slu‰n˘ odkaz. RovnûÏ se neuvádûjí bûÏné, obecnû pouÏíva-
né metody.

6. V̆ sledky – struãné a v˘stiÏné shrnutí dosaÏen˘ch v˘sled-
kÛ, které je rovnûÏ moÏné uspofiádat formou tabulek
a grafÛ. Duplicitní informace je nepfiípustná. 

7. Diskuze – kritické hodnocení dosaÏen˘ch v˘sledkÛ a jejich
konfrontaci s údaji literatury.

8. Závûr je moÏné formulovat jako samostatnou kapitolu pou-
ze, li‰í-li se podstatnû od souhrnu.

9. Souhrn (u pÛvodních prací, krátk˘ch sdûlení, pfiehledÛ
a prací z historie farmacie) v ãe‰tinû/sloven‰tinû
a angliãtinû umoÏÀuje pochopení podstaty a v˘sledkÛ prá-
ce, napomáhá publicitû práce prostfiednictvím internetu.
Pí‰e se ve 3. osobû, rozsah maximálnû 200 slov 3 aÏ 5 klí-
ãov˘ch slov.

10. Literatura – pouze aktuální literární zdroje nejlépe impak-
tované, pouÏité prameny se uvádûjí v pofiadí, v jakém jsou
citovány v textu. Citace ãasopisu se uvádûjí s pln˘m znû-
ním názvu ãlánku a se v‰emi autory.
Vzor citace ãasopisu 1) , knihy 2, 3), pfiedná‰ky 4), webu 5, 6).
1) Haxon K. J., Burt H. M. Polymeric drug delivery of pla-
tinumloaded anticancer agents. J. Pharm. Sci. 2009; 98,
2299–2316.
2) Perlík F. Základy klinické farmakologie. 1. vyd. Praha:
Galén 2008; 192 s.

3) Hauser W. A., Annegers J. F. Epidemiology of epilepsy.
In: Laidlaw, J. P., Richens, A., Chadwick, D. eds. Textbook
of epilepsy, 4th ed. New York: Churchill-Livingstone 1992.
4) Barták N., Zámeãník J., Adlerová K. Nové poznatky
o intoxikaci kobaltem. In: Sborník XIII. Xenobiochemic-
kého sympozia. Praha: âSBMB 1995; s. 18.
5) Horák J. Standardní diagnostick˘ a terapeutick˘ postup
u genetické (hereditární) hemochromatózy. http://www.
ceskahepatologie.cz/index.php?node=43 (21. 12. 2009)
6) Felton L. A. Characterization of coating systems. AAPS
PharmSciTech. 2007; 8(4) Article 112. 
http://aapspharmscitech.org.

11. Autor – celé jméno s tituly, korespondenãní adresa, telefon,
fax a e-mailová adresa.

12. Krátká sdûlení – pfiedbûÏná, struãná prezentace nov˘ch
v˘znamn˘ch v˘sledkÛ bez diskuze. Souhrn a klíãová slova
viz
bod 9; rozsah textu 1200–1500 slov max. se 3 tabulkami
nebo obrázky a max. se tfiemi literárními citacemi.

13. Stfiet zájmÛ (uvádût pfied seznamem literatury):
– napfi. pfiíslu‰nost pracovi‰tû nebo nûkterého z autorÛ

k firmû sponzorující publikovan˘ v˘zkum (net˘ká se
grantov˘ch projektÛ)

– v pfiípadû, Ïe není: Ïádn˘ 

PoÏadavky na rukopis
Rukopisy se zasílají pouze elektronicky. Na literaturu se

odkazuje ãíseln˘m indexem nahofie se závorkou, napfi. Tomíãek 34).
Je tfieba respektovat názvosloví organické chemie podle

IUPAC. Odborná terminologie, zkratky a symboly musí odpo-
vídat platn˘m normám, zejména SI. 

Fotografie, chemické vzorce, grafy a v˘stupy z pfiístrojÛ
pfiijímá redakce ve formátech tif, jpg a eps (z dÛvodÛ kvali-
ty nejlépe kompresní pomûr 10–12). Barevnou reprodukci
obrázkÛ si hradí autofii sami (2000 Kã za tiskovou stranu bez
DPH).

Práce pfiedaná redakci se povaÏuje za definitivní, imprimo-
vané znûní schválené ke zvefiejnûní vedoucím pfiíslu‰ného pra-
covi‰tû. Pfied zvefiejnûním obdrÏí autofii text ke korektufie.
Korektury je nutné vrátit obratem do data urãeného redak-
cí. Na pozdûj‰í autorské korektury nemÛÏe b˘t brán z ãasov˘ch
dÛvodÛ zfietel. Pfii autorské korektufie není dovoleno mûnit,
eventuálnû doplÀovat text. 

Z v˘robních dÛvodÛ není moÏné zajistit autorÛm separátní
otisky. První autor obdrÏí jeden v˘tisk ãasopisu zdarma (net˘-
ká se zpráv, diskuzí, recenzí knih apod.).
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adresu:
doc. PharmDr. Katefiina Kubová, Ph.D. 
Redakce ãasopisu âeská a slovenská farmacie
Veterinární a farmaceutická univerzita Brno, 
Farmaceutická fakulta
Palackého 1/3, 612 42 Brno
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âeská a slovenská farmacie publishes after approval of
referees or modifications according to their comments: reviews
and professional communications, original papers, and short
communications. It also publishes papers on the history of
pharmacy, reports on the activities of pharmaceutical societies,
information concerning congresses, conferences, symposia, and
other important events, contributions from pharmaceutical
practice, book reviews, and short pieces of information
(excerpts) from foreign literature. It also publishes a limited
number of abstracts from professional events organized by the
Czech Pharmaceutical Society. The number and extent of
abstracts is to be negotiated with the editors in advance. Only the
papers and contributions are accepted that have not been
published or submitted for publication to some other journal.

The journal âeská a slovenská farmacie does not charge
fees for the publication of papers with dedications of grant-
funded or otherwise financially supported research and
development from public resources as well as language
correction of English texts.

The full versions of all papers including English and
Czech/Slovak summaries are published on the Internet pages of
the journals of the Jan Evangelista Purkynje Czech Medical
Society – âLS JEP (www.cls.cz). Papers from the journal âeská
a slovenská farmacie are freely available from the PUBMED
database (after the appearance of the Abstract use the reference
to the FULL TEXT in upper right corner).

Lay-out of the manuscripts
1. The title accurately and briefly expresses the content of the

paper. In series a footnote must cite the previous
communication. 

2. Authors – first name and surname, without degrees (e.g. Jan
Janák).

3. Facility – full name, location, possibly country.
4. Introduction on the subject of the paper and the issues under

study – only in original papers.
5. Experimental Part – a detailed description of the employed

materials and methods. Procedures known in the literature
are not described, a pertinent reference is enough. Common,
routinely used methods are not described either.

6. Results – a short and apt summary of achieved results, which
can be also presented in the form of tables and figures.
Duplicity information is inadmissible. 

7. Discussion – critical evaluation of achieved results and their
confrontation with the literature data.

8. Conclusion can be formulated as a separate chapter only if
it differs substantially from the Summary.

9. Summary (in original papers, short communications, review
papers, and papers on the history of pharmacy) in
Czech/Slovak and English enables to understand the gist and
results of the paper and aids to publicize the paper on the
Internet. It is written in the third person in an extent of
maximally 200 words with 3 to 5 key words.

10. References – only topical literary sources with IF, the
sources are listed in the order in which they are cited in the
text. Journal citations are presented with the full title of the
article and the names of all authors. Do not use automatic
numbering of citations and names of authors or titles of
papers copied from the web! They can be lost when making
up the page for printing.
Sample citations of a journal1), a book2, 3), a lecture4), a web5, 6).
1) Haxon K. J., Burt H. M. Polymeric drug delivery of
platinumloaded anticancer agents. J. Pharm. Sci. 2009; 98,
2299–2316.

2) Perlík F. Základy klinické farmakologie. 1. vyd. Praha:
Galén 2008; 192 s.
3) Hauser W. A., Annegers J. F. Epidemiology of epilepsy.
In: Laidlaw, J. P., Richens, A., Chadwick, D. eds. Textbook
of epilepsy, 4th ed. New York: Churchill-Livingstone 1992.
4) Barták N., Zámeãník J., Adlerová K. Nové poznatky
o intoxikaci kobaltem. In: Sborník XIII.
Xenobiochemického sympozia. Praha: âSBMB 1995; s. 18.
5) Horák J. Standardní diagnostick˘ a terapeutick˘ postup
u genetické (hereditární) hemochromatózy. http://www.
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