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Sihrn

Pozadie problému: Priaznivy vplyv pieStanského kipelného bahna na
pacientov s ochoreniami pohybového aparatu si dlhodobo zname.
Chybaju vsak prace objasiujuce uc¢inky bahna na zaklade najnovsich
vedeckych poznatkov.

Ciel: Cielom prace bolo zistit inhibi¢ny vplyv extraktov liecivého
piestanského bahna na elastazovi aktivitu in vitro a protizapalovy,
ako aj antiartriticky u¢inok na modeli adjuvantnej artritidy in vivo.
Metody: Extrakciou piestanského bahna sa ziskalo 10 frakcii, ktoré
sa testovali na aktivitu leukocytarnej elastazy. Antireumaticky efekt
najicinnejSej frakcie (A-1) a polysulfidov sa dalej overoval na mode-
li adjuvantnej artritidy potkanov kmena Lewis.

Vysledky: Z. 10 extraktov piestanského bahna 4 zniZovali aktivitu leu-
kocytarnej elastazy. Frakcia A-1 inhibovala tuto aktivitu v zavislosti
od koncentracie v rozsahu 8,549 %. Frakcia A-1 sa ukazala ic¢inna aj
na adjuvantnom modeli artritidy u potkanov, kym polysulfidy nemali
lieCivy efekt. V davke 2,5 mg/kg zvySovala prirastky Zivej hmotnosti
zvierat, zniZovala opuch zadnych konéatin aj kibové erozivne zmeny.
Priaznivy tcinok ukazala tato frakcia aj na biochemické ukazovatele
zapalu a artritickych zmien. U lieenych zvierat sa zvysila sérova kon-
centracia albuminu a zniZila sa koncentracia kyseliny hyalurénove;j.
Zaver: Extrakt z lie¢ivého pieStanského bahna — frakcia A-1 preukazne
inhibuje elastazovu aktivitu a rozvoj adjuvantnej artritidy u potkanov.
Kliicové slova: extrakty kipelného bahna, elastizova aktivita, model
adjuvantnej artritidy.

Background: Favourable effects of PieStany spa mud to patients with loco-
motive system disorder have been known for a long time. However, studies
of the mud effects based on the latest scientific knowledge are missing.
Objective: The aim of our study was to detect inhibitory effects of the
spa mud extracts on elastase activity in vitro as well as anti-inflamma-
tory and anti-arthritic effect in a model of adjuvant arthritis in vivo.
Methods: 10 fractions of extracted Piestany spa mud were tested to
detect the inhibition of leukocyte elastase. The anti-rheumatic effect
of the most effective fraction (A-1) and polysulphides was further tested
on a model of Lewis rat adjuvant arthritis.

Results: 4 out of 10 PieStany spa mud extracts decreased the activity
of leukocyte elastase. A-1 fraction inhibited this activity in relation to
the concentration in the range 8.5 to 49 %. A-1 fraction proved to be
effective in the rat adjuvant arthritis model as well, while polysul-
phides had no curative effect. A-1 fraction administered in the dose
od 2.5 mg/kg increased the body weight increments, decreased swell-
ing of the hind paws and erosive changes in joints. Biochemical mark-
ers of inflammation and arthritic changes were favourable effected
as well. In treated animals, serum concentration of albumin increased
and hyaluronic acid concentration decreased.

Conclusion: The extract from Piestany spa mud, specifically the frac-
tion A-1, significantly inhibits the elastase activity and development
of adjuvant arthritis in rats.

Key words: spa mud extracts, elastase activity, adjuvant arthritis
model.
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UVOD

Priaznivé ucinky piestanského bahna na liecenie vybra-
nych reumatickych chor6b sa vyuzivaji uz mnoho desatro-
¢i. Liecivy ucinok sa pripisoval termickym efektom bahna
s naslednym ovplyvnenim fyziologickych procesov v tele
pacienta a zliceninam siry, ktoré sa nachadzaju v bahne.
Ani jeden z uvedenych predpokladov sa doteraz jednoznac-
ne vedecky nedokdzal. Podla naSej pracovnej hypotézy je
lie¢ivy uc¢inok bahna podmieneny viacerymi faktormi a roz-
nymi prirodnymi latkami anorganického a organického cha-
rakteru, ktoré navzajom interaguji. Pravdepodobne vzni-
kaju pri metabolickej aktivite mikroorganizmov. Bahno je
velmi heterogénny systém a na liecebné tcely sa pripravu-
je na zaklade empirickych skusenosti.

V naSej praci sme sa zamerali na sledovanie lieCivych
ucinkov extraktov bahna metédami in vitro a in vivo. Vy-
chadzali sme z predpokladu, Ze latky nachadzajtce sa v bah-
ne, vratane latok biologicky aktivnych, sa pri extrakcii or-
ganickymi rozpustadlami nahromadia v jednotlivych
frakciach. Extrakcia nie je selektivna a jednotlivé ucinné
latky su difuzne rozdelené medzi viaceré frakcie. Na testo-
vanie antiproteinazového a protizédpalového ucinku extrak-
tov bahna a modelovych polysulfidov in vitro sme vybrali
urcovanie elastazovej aktivity (1). Elastaza je enzym so Siro-
kou substratovou Specifickostou, ktory sa vyznamnou mie-
rou zu&astituje na dedtrukcii kibovych 3truktir pri zapalo-
vych reumatickych ochoreniach (4). V experimentalnych
pracach zameranych na vyhladavanie a hodnotenie latok
s antireumatickymi uc¢inkami sa tento model Casto vyuzi-
va. Frakcie u€inné in vitro a polysulfidy sme dalej testovali
na adjuvantnom modeli artritidy, aby sme preverili ich moz-
ny ucinok in vivo.

MATERIAL A METODY

Priprava frakcii bahna. Bahno sa extrahovalo radom
Cistych rozpustadiel so stupajucou polaritou (n-heptan —
metanol), resp. ich zmesi. Extrakty sa zahustili za zniZené-
ho tlaku pri teplote do 50 "C a dalej sa purifikovali chroma-
tografiou na stipci silikagélu eluovanom gradientovou zme-
sou aceton—benzén. Frakcia A-1 pozostava zo Styroch
majoritnych zloziek (TLC Silufol v ststave toluén—heptan),
ktoré vzhladom na malé mnoZstvo materialu sa dalej nese-
parovali. Tymto spésobom sa pripravilo celkovo 10 vzoriek.
Pre biologické skusky sa extrakty rozpustili v dimetylsulf-
oxide a pre pokusy in vivo sa nariedili na pozadovanu kon-
centraciu olivovym olejom.

V extraktoch bahna nepolarnymi rozpustadlami sa iden-
tifikovala okrem iného aj elementéarna sira. Vo vodnych roz-
tokoch, resp. v lie¢ivom bahne sa sira pravdepodobne via-
ze v polysulfidoch (Na,S,). Pre posudenie biologickej

aktivity takymto sposobom viazanej siry sme pripravili roz-
toky S-1 a S-2 (Na,S,): roztok S-1 sa ziskal zmieSanim
Na,S.H,0 (1g) a siry (0,4 g) pri teplote 75 "C. Po ochlade-
ni roztoku sa pH upravilo pridavkom zriedenej HCl na hod-
notu 9,0. Roztok S-2 sa pripravil podobne ako S-1 s roz-
dielom, Ze k zmesi sa pridal na stabilizaciu B-cyklodextrin.

Stanovenie elastdazovej aktivity (7). K 1,97 ml TRIS tl-
mivého roztoku pH 8,0 (0,05 mol/ITRIS s 0,05 mol/l CaCl,)
sa pridalo 0,02 ml pankreatickej elastazy s koncentraciou
2x10°mol/l a zmes sa 30 min inkubovala vo vodnom ku-
peli pri teplote 37 “C. Reakcia sa zacala pridanim substrato-
vého roztoku 0,01 ml N-suc-/Ala/,-pNA (1x10° mol/l v re-
akeénej zmesi) a po 15 min sa zastavila pridanim 0,2 ml
50 % kyseliny octovej. Pri reakcii sa pdsobenim elastazy
uvolfuje zo substratu p-nitroanilin, ktory sa stanovuje spek-
trofotometricky meranim absorbancie pri 405 nm. Pri hod-
noteni inhibi¢ného ucinku frakcii sa tieto frakcie v mnoz-
stve 10 pl/ml pridavali do reakéného prostredia 20 min pred
pridanim elastazy.

POKUSY INVIVO

Na preventivnu lie¢bu potkanov s indukovanou adjuvan-
tnou artritidou sa pouzili vytazky kupelného bahna A-1
v olejovom médiu, resp. roztoky modelovych zltéenin siry
S-1 a S-2 vo fyziologickom roztoku. V pokuse sa induko-
vala adjuvantna artritida u samcov (180-220 g zivej hmot-
nosti) inbredného kmena Lewis (Charler River Wiga GmbH,
Nemecko) intradermalnou injekciou suspenzie tepelne usmr-
tenych mykobaktérii (12 mg/ml Mycobacterium butyricum,
firma DIFCO, USA) v inkompletnom Freundovom adju-
vanse do korena chvosta. Zvieratim sa aplikovalo 0,1 ml
suspenzie.

Potkany sme rozdelili do 6 skupin po 6 kusov: zdrava
kontrola, nelieena adjuvantna artriticka kontrola, artritic-
ké potkany lie¢ené A-1 (davka 2,5, resp. 0,25 mg/kg Zivej
hmotnosti), adjuvantné artritické potkany lie¢ené S-1 a S-2
(davka 2,5, resp. 0,25 mg/kg zZivej hmotnosti). V kazdej
skupine sa skrmovala Standardna kfmna zmes MP (PD Dob-
ra Voda) a voda bola k dispozicii ad libidum.

Vytazky sa potkanom aplikovali v mnozstve 0,1 ml na
zviera subkutanne v stehnovej oblasti od druhého dna po-
kusu 3-krat tyZzdenne (celkovo 8-krat). Zdravej kontrole
a skupine nelieCenych artritickych zvierat sa aplikovalo ole-
jové médium rovnakého objemu.

Ziva hmotnost sa zistovala kazdy tyzdei pocas pokusu.

Vo vzorkach krvi z 10. a 17. diia pokusu sa sledovali
sérovy albumin a hyaluréonan. Sérovy albumin sa uréoval
spektrofotometrickou metddou pouzitim komeréného kon-
trolného séra (Q-PAK HYLAND Division, Travenol Labo-
ratories, Belgium) a hyalurdnan vlastnou originalnou me-
tddou Elisa (6).
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Opuchy zadnych koncatin sa urcovali pomocou pletyz-
mometra na 15., 22. a 29. den od aplikacie adjuvansu.

Destrukcie kostného tkaniva zadnych koncatin zvierat
sa vyhodnotili pomocou rtg snimok v oblasti zadnej kon-
Catiny 5-bodovou stupnicou podla metddy Grimovej (2) na
45. den pokusu.

Na Sstatistické vyhodnotenie zapalovych a artritickych
ukazovatelov sa pouzili zdkladné Statistické parametre (arit-
meticky priemer, smerodajna odchylka). Jednotlivé sledo-
vané skupiny sme porovnavali medzi sebou podla Kolmo-
gorovovho—Smirnovovho neparametrického testu.

VYSLEDKY

Na aktivitu elastazy sa testovalo 10 frakcii pripravenych
z piestanského bahna a niektoré modelové roztoky poly-
sulfidov (S-1, S-2). Z testovanych extraktov najvyrazne;jsi
ucinok na inhibiciu leukocytarnej elastazy sa zistil pri frak-
cii A-1 (30 %), ktora sa dalej testovala v zavislosti od kon-
centracie (tab. 1). V koncentra¢nom rozpéti 0,1-100 pg/ml
mala tato frakcia 8,549 % inhibi¢nt schopnost na elasta-
zovu aktivitu. Polysulfidické zluceniny neinhibovali elasta-
zovu aktivitu.

Tab. 1. Aktivita elastazy v pritomnosti vytazku A-1.

Koncentracia Aktivita elastazy

(g/ml) (%)
100 51,0
10 67,0

1 89,5

0,1 91,5

Ziva hmotnost artritickych potkanov sa zvySovala do 14.
dna pokusu. V nasledujicom obdobi sme zaznamenali po-
kles hmotnosti v skupine nelieenej a preventivne lieCene;j
polysulfidickymi zla¢eninami. Preukazné rozdiely boli
medzi tymito skupinami a preventivne lieCenymi A-1
v oboch koncentraciach na 21.-28. defi na hladine signifi-
kantnosti p<0,05, event. p<0,01 (obr. 1).

Hodnoty hyalurénanu v krvnom sére sa zvySovali v sku-
pinach s adjuvantnou artritidou v porovnani so zdravou
kontrolou. V skupine zvierat, ktorym sa podavala frakcia
A-1v davkach 2,5 mg/kg zivej hmotnosti na 17. dei poku-
su az do konca pokusu sa koncentracia hyalurénanu vyraz-
ne znizila (obr. 2).

Koncentracia sérového albuminu, negativneho reaktan-
tu akutnej fazy zapalu, v krvi potkanov s adjuvantnou ar-
tritidou vyrazne klesala. Signifikantné rozdiely sa zistili
u liecenych zvierat (frakciou A-1 v davke 2,5 mg/kg hmot-

nosti) oproti neliecenej artritickej kontrole na 17. deni po-
kusu (p<0,01) (obr. 3). Maximalny opuch lavych a pravych
zadnych koncatin potkanov sa zaznamenal na 22. deni po-
kusu vo vsetkych skupinach s indukovanou adjuvantnou
artritidou. PreukazateIné zmeny u liecenych zvierat oproti
nelie¢enym v tychto skupinach sa zistili na 22.-29. deni od
zaciatku pokusu na r6znej hladine vyznamnosti, pri¢om sig-
nifikantné rozdiely boli u potkanov lie¢enych frakciou A-1
v davke 2,5 mg/kg hmotnosti (obr. 4).

Podla hodnotenia rtg snimok na 45. den bol podstatne
niz§i vyskyt kostnych erézii kibov zadnych konéatin u zvie-
rat lieCenych frakciou A-1 v davke 2,5 mg/kg hmotnosti
(p<0,05) (obr. 5).
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Obr. 1. Ziva hmotnost potkanov (g) pocas experimentu. Legenda: A —
zdravé zvierata, B — zvierata s adjuvantnou artritidou, E — zvierata
s adjuvantnou artritidou liecené S-1 (2,5 mg/kg), F — zvierata s adju-
vantnou artritidou lieené S-2 (0,25 mg/kg), C — zvierata s adjuvan-
tnou artritidou lie¢ené A-1 (2,5 mg/kg), D — zvierata s adjuvantnou
artritidou liecené A-2 (0,25 mg/kg).
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Obr. 2. Koncentracia kyseliny hyalurénovej (Ug/l) v sére potkanov na
10. a 17. dei. A: zdrava kontrola, B: artritické nelie¢ené potkany, C:
artritické zvierata lie¢ené vytazkom A-1 (2,5 mg/kg), D: artritické
zvierata lieené vytazkom A-1 (0,25 mg/kg).
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Obr. 3. Koncentracia sérového albuminu (g/1) potkanov na 10. a 17.
deii. A: zdrava kontrola, B: artritické neliecené potkany, C: artritické
zvierata lie¢ené vytazkom A-1 (2,5 mg/kg), D: artritické zvierata lie-
¢ené vytazkom A-1 (0,25 mg/kg).
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Obr. 4. Opuchy zadnych kon¢atin potkanov (ml) na 15.,22. a 29. den.
A: zdrava kontrola, B: artritické neliecené potkany, C: artritické zvie-
rata lieCené vytazkom A-1 (2,5 mg/kg), D: artritické zvierata lieCené
vytazkom A-1 (0,25 mg/kg).
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Obr. 5. Rtg zadnych koncatin potkanov na 45. deii (bodové hodnoty).
A: zdrava kontrola, B: artritické nelieené potkany, C: artritické zvie-
rata lieCené vytazkom A-1 (2,5 mg/kg), D: artritické zvierata lie¢ené
vytazkom A-1 (0,25 mg/kg).

DISKUSIA

Adjuvantny model artritidy u vnimavych inbrednych
potkanov je uz vyse 25 rokov najpouzivanej$im modelom
pri vyvoji novych antireumatik. Zapalové, imunologické
a artritické zmeny u zvierat si velmi podobné zmenam,
ktoré sa vyskytuji u Iudi s reumatoidnou artritidou a an-
kylozujucou spondylitidou. Imunitné zmeny zavislé od
T-lymfocytov, zapalové prejavy, postihnutie periférnych ki-
bov, axidlneho skeletu, periostalna reakcia a vznik eroziv-
nych zmien su spolo¢né prvky tychto artritid. Preto na sle-
dovanie liecivého ucinku frakcie A-1 in vivo, ktord vyrazne
inhibovala elastdzu, sme vybrali model adjuvantne;j artriti-
dy. Hypotéza postavena na zaklade experimentu in vitro, Ze
ucinny inhibitor elastdzy by mohol preventivne pdsobit aj
in vivo, sa ukazala ako spravna. Frakcia A-1 najmai pri vys-
Sej koncentracii (2,5 mg/kg hmotnosti) vyrazne inhibovala
vyvoj zapalovych a artritickych zmien u zvierat v preven-
tivnej aplikdcii, ¢o znamend, Ze testovana frakcia sa poda-
vala hned po aplikacii adjuvansu. Tento vysledok ukazuje,
ze liecivé bahno obsahuje biologicky aktivnu latku/latky
s protizapalovym a antiartritickym ac¢inkom.

Po ukoncenti terapie na 5. a 6. deft sme pozorovali u lie-
¢enych zvierat oneskoreny vznik opuchov zadnych konca-
tin. Tieto opuchy boli vSak vyrazne mensie ako opuchy u ne-
lie¢enych zvierat. V skupine, v ktorej sa podavala frakcia A-1,
sa ako neziaduce ucinky objavili u niektorych zvierat pod-
kozné edémy, ktoré sa postupne vstrebali. Tento efekt vSak
mozu vyvolat aj necistoty nachadzajice sa vo frakcii A-1,
ktora sa po extrakcii dalej necistila. Pozoruhodné je, Ze apli-
kécia polysulfidov nemala vplyv ani na zapalové, ani na ar-
tritické ukazovatele, o znamena, zZe lieCivy efekt extraktov
sa neda pripisat moznej pritomnosti sirnych zlic¢enin. Nasa
pilotna stidia moéze byt prispevkom k objektivnej charakte-
rizécii liecivého ucinku piestanského bahna. Pozoruhodna
korelacia medzi in vitro inhibiciou elastazy (ako modelové-
ho systému) a in vivo G¢inkom frakcie A-1 naznacuje, Ze in
vitro testovanie roznych frakcii bahna by sa mohlo vyuzit pri
vypracuvani technologického rezimu pripravy a kontroly
bahna pouzivaného pre liecebné procedury.

Dalsi vyskumny smer naznaduju prace Rovenského
a spol. (3, 5), ktori intenzivne Studovali uc¢inok hyperter-
malneho mineralneho kuipela na endokrinny a imunitny sys-
tém zdravych dobrovolnikov v piestanskych kupeloch.
Ukézalo sa, Ze hypertermalne kupele signifikantne zvysuju
sekréciu rastového hormdnu, zvysuju fagocytarny index,
pocet cytotoxickych/supresorickych T-lymfocytov v perifér-
nej krvi, ¢o sa moéze prejavit priaznivym metabolickym
a imunoregula¢nym ucinkom na Tudsky organizmus. Ter-
mické posobenie moze byt jednym z dalSich lieCivych efek-
tov, ktoré sa moze synergicky uplatnit s biologicky aktiv-
nymi latkami nachadzajucimi sa v bahne.
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P. Horak, V. S¢udla, Z. Pospisil, L. Faltynek, J. Lukes§, M. Budikova
SLEDOVANI SEROVYCH HLADIN VYBRANYCH CYTOKINU U NEMOCNYCH SE SYSTEMO-

VYM LUPUS ERYTHEMATODES
Cs Revmatol, 5, 1997, ¢ 3, s. 127—-132.

Vyznam celé fady cytokinii v patogenezi systémového
lupus erythematodes je dosud nejasny, ¢asto i kontroverzni.
Autoii se zaméfili na sledovani sérovych hladin vybranych
cytokint v souboru 24 nemocnych se SLE. Vyhodnotili vztah
mezi jejich trovni a kolisanim klinické i imunologické akti-
vity procesu. Soucasné sledovali tradi¢ni — klasickd kriteria
aktivity SLE.

Klinicka aktivita nemoci byla posuzovéana systémem
secundum ,,European Consensus Lupus Activity Measu-
rement®. Statistické vyhodnoceni bylo provadéno pomo-

ci regresivni analyzy. Ze studie vyplyva, Ze pfinos stano-
veni sérovych hladin vét§iny zvolenych cytokinii u SLE
je dosud problematicky. Nelze ho proto zatim doporucit
jako standardni metodu do klinické praxe. Provéreni
a oveéfeni praktického vyznamu monitorovani sérovych
hladin dal$ich piisobki cytokinové kaskady u nemocnych
se SLE je pfedmétem planovanych longitudinalné uspo-
fadanych studii.

M. VYKYDAL
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PREDSTAVUJEME NOVE KNIHY

ONEMOCNENI KLOUBU A PATERE V PRAXI

K. TRNAVSKY, J. KOLARIK
Praha, Galén 1997, 411 s.

Vydavatelstvo Galén (Praha 1997) prinasa novu knizna
publikaciu prof. MUDr. Karla Trnavského, DrSc., ktora
vznikla v spolupraci s prof. MUDr. Jaromirom Kolatikom,
CSc., a MUDr. Pavlou Vaviincovou, CSc. Kniha sa zaobe-
ra aktualnou problematikou diagnostiky, diferencialnej dia-
gnostiky a terapie chorob kibov a chrbtice. Utvorenie au-
torského kolektivu zo $pickovych odbornikov (reumatoldgia,
neuroldgia, pediatria) je zarukou, Ze dana problematika je
pertraktovana z réznych aspektov.

Kniha je rozdelena na 2 hlavné diely. V prvej Casti sa
autori venuju jednotlivym nozologickym jednotkam podla
frekvencie ich vyskytu v klinickej reumatologii, ¢i v neu-
rologickej praxi. Z tohto pohladu sa na prvom mieste po-
jednava o zékladnych otazkach diagnostiky, kliniky, farma-
kologickej a nefarmakologickej lieCby osteoartrozy.
Osobitni pozornost si zasluhuje stat venovana bolestivym
porucham chrbtice, ktora poskytuje neobycajne komplex-
ny, vycerpavajici a moderne koncipovany pohlad na dant
problematiku. Ako ojedinely mozno oznacit spdsob, akym
autor podrobne analyzuje etiopatogenetické faktory vedu-
ce k vzniku vertebrogénnych algickych syndréomov.
Obzvlast podrobne je spracovana ¢ast o spdsobe vysetre-
nia chrbtice ako celku, jej jednotlivych usekov — ako
aj pohybového segmentu. Tu autor zdoéraznuje
potrebu vySetrenia aj svalového a ligamentozneho apara-
tu, porucha ktorych byva ¢astou pri¢inou bolestivych ver-
tebrogénnych syndromov. Priklady z pohybovej lie¢by st
spracované podla suc¢asnych znalosti z myoskeletalnej me-

diciny. V skratke st pojednané aj poruchy chrbtice u deti
a adolescentov.

V dal$ej Casti 1. dielu su opisané extraartikularne boles-
tivé syndromy, reumatoidna artritida a jej varianty, infek-
¢né a reaktivne artritidy, metabolické kostné choroby, spon-
dylartritidy a tunelové syndromy. Pri kazdom ochoreni je
vystizne opisany klinicky obraz, charakteristické nalezy
a moderny terapeuticky postup. V tejto Casti knihy sa na-
chadza aj prispevok pediatricky MUDr. Vaviincovej, CSc.,
ktora podala stru¢ny prehlad najcastejSich chyb a choréb
pohybového ustrojenstva u deti a adolescentov. Podrobnej-
Sia je stat o juvenilnej chronickej artritide a ankylozujucej
spondylitide a ich sucasnej terapii.

Druhy diel, rozsahom mensi, je prehladom vySetrova-
cich klinickych a laboratdrnych postupov a podava aj struc-
nu charakteristiku vybranych diagnostickych instrumental-
nych metdd. V zavereénej, nie menej dolezitej Casti, st
sumarizované diferencialno-diagnostické moznosti postih-
nutia jednotlivych kibov.

Kniha je ur€end nielen reumatolégom, ale aj ostatnym
lekarom, ktori sa vo svojej praxi stretavaju s problematikou
chor6b pohybového ustrojenstva. Dlhoro¢né pedagogické
skusenosti autorov sa odrazili v snahe napisat in§truktivne
dielo, ktoré preukaze neocenitelné sluzby kazdému, kto sa
zapodieva danou problematikou. Je potesiteIné, Ze publika-
cia tohto druhu sa objavila na medicinskom kniznom trhu.

J. ROVENSKY, H. TAUCHMANNOVA



