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Mil¢é kolegyne, kolegovia, vazeni Citatelia!

Som vel'mi rada, ze tradicia Ladzianskeho dna sa zachovava nad’alej pre osobnost’ slovenske;j
anatomie profesora Ladzianskeho.

Jeho 0sobnost’ ndm vytvara tradiciu slovenskej anatomie. Anatomia bude predstavovat’ vzdy
zaklad tak teoretickej ako aj klinickej discipliny. Anatomia ako baza vsetkych odborov
mediciny v8ak nikdy nesmie skiznut' tak, Ze zabudneme na realitu, ale realitu skuto&nu
a neopakovatel'nu, ¢o l'udské telo predstavuje. Preto musi byt pitva l'udského tela pre
Studentov mediciny navzdy zachovana. Ale musime sa prisposobit’ aj k dneSnému tretiemu
tisicroiu. Moderné zobrazovacie metdody dokazu zobrazit'® TI'udské telo s absolitnou
dokonalost’'ou, ale nikdy nesmieme zabudnit’ na realitu, akou je anatomicka pitva.

O tom su aj dnes$né horizonty anatémie. 3D zobrazovania st dokonalé, ale kontakt s 'udskym
telom aj ked’ mftvym bude to najdokonalejsie.

Ale ked’ze horizonty... Kazda T'udska bytost’ si mysli, ze horizont je ¢iara medzi zemou
a oblohou, ale v skuto¢nosti kazdy ¢lovek ma mat’ svoje horizonty, kde tusi nie¢o nezname,
lakajtice a to ho ma posuvat’ d’alej a to je aj v anatomii, ktora robi medicinu horizontom.

Eliska Kubikova
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HISTOPATOLOGICK]’?} ZMENY V MOZGU
POTKANA PO EXPOZICII IONIZUJUCIM
ZIARENIM

(Histopathological changes in the rat brain after exposure to ionizing
radiation)

Sona Balentova 1, Dagmar Kalenska 2, Peter Murin 3, Eva Hajtmanova 3
Jan Lehotsky **, Marian Adamkov *
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Suhrn

V naSej Studii sme skumali histopatologické zmeny v mozgu potkanov po oziareni. Dospelym
samcom potkanov (kmen Wistar) sme oziarili mozog pomocou frakcionovanej expozicie
(celkova davka cD=40Gy, rozdelend na 5 frakcii s davkou na frakciu=8Gy) a to 1-krat
tyzdenne pocas 5 tyzdilov. Po histochemickom farbeni preparatov z mozgu sme identifikovali
histopatologické, neurodegenerativne zmeny v dvoch neurogénych regiénoch: v prednej stene
subvetrikularnej zony (SVZa) a nasledne osi subventrikularna zéna — bulbus olfactorius
(SVZ-BO) a tiez v gyrus dentatus (GD) hipokampu. Pomocou obrazovej analyzy sme v
preparatoch z mozgu identifikovali zvySené neurodegenerativne zmeny vo vSetkych
hodnotenych oblastiach 16 tyzdiov po oziareni. Vysledky potvrdili pritomnost’ subakitnych
zmien a postupny vyvoj neskorych radia¢nych zmien.

Krucové slova
radiacné poskodenie mozgu, neurodegeneracia, Fluoro-Jade C

Summary

In the present study we investigated radiation-induced histopathological changes in the brain
of rats. Adult male Wistar rats received fractionated whole-brain irradiation (fWBI) with a
total dose of 40Gy delivered in 5 fractions (dose 8Gy per fraction) once per week in the same
weekday during 5 consecutive weeks. Histopathological changes were evaluated by
histochemical staining of brain sections to determine the rate of neurodegeneration in two
neurogenic regions: the anterior subventricular zone (SVZa) and following subventricular
zone-olfactory bulb axis (SVZ-OB axis) and the hippocampal dentate gyrus (DG). Image
analysis of the brain sections 16 weeks after the exposure showed a radiation-induced
increased neurodegenerative changes in all counted regions. Results revealed presence of
subacute and gradual development of late radiation-induced changes.


mailto:balentova@jfmed.uniba.sk

Keywords
radiation-induced brain injury, neurodegeneration, Fluoro-Jade C

Uvod

Poskodenie mozgového tkaniva po frakcionovanej expozicii ionizujlicim Ziarenim je Casto
sprievodnym javom pri radioterapii pacientov s primarnymi nadormi mozgu a metastazami.
Na zéklade klinickych prejavov a ¢asovej postupnosti pozndme akutne, subakutne a neskoré
symptomy poskodenia mozgu po oziareni. Je zndme, Ze u pacientov, ktori absolvuju
radioterapiu primarnych nddorov mozgu sa po ur¢itom ¢ase mozu vyvinut’ vyrazné kognitivne
zmeny bez in vivo detekovatelnych Strukturalnych zmien (1). Vzhladom na narastajucu
skupinu pacientov s neskorymi symptémami sa tento problém stava ¢oraz viac akitny. Zmeny
v mozgovom tkanive po oziareni odzrkadl'uji zloziti interakciu medzi jednotlivymi typmi
buniek. Dolezitym fenoménom, ktory casto stoji v pozadi kognitivnych zmien je inhibicia
neurogenézy. Experimentalne zvieracie Stidie ukazujl, ze neurogenéza v dospelosti pretrvava
v dvoch oblastiach: v prednej stene subvetrikularnej zony (SVZa) v stene bocnych
mozgovych komér a subgranularej zone (SGZ) v gyrus dentatus (GD) hipokampu. Studie na
zvieratach poskytuji prehl'ad o Sirokom spektre zmien na molekuldrnej a bunkovej trovni a
tiez funkéné zmeny tkaniva mozgu po frakcionovanom oziareni. Tieto zmeny zahfniaji napr.
poskodenie endotelu, aktivaciu mikrogliovych buniek a astrocytov, inhibiciu neurogenézy,
zvySenu expresiu zdpalovych mediatorov a naruSenie kognitivnych funkcii minimalne Sest’
mesiacov po oziareni (2-5).

Material a metody

Samce potkanov kmenia Wistar vo veku 3-4 mesiace sme rozdelili na dve skupiny: kontroln
(n=10) a druht skupinu (n=7), ktort sme oziarili celkovou davkou ¢cD=40Gy ionizujiceho
ziarenia rozdelentl na 5 frakcii, s davkou na frakciu=8Gy. OZarovany objem predstavoval
hlavu, krk a zdrojom Ziarenia bol radioizotop ®°Co (pristroj TERAGAM UJP Praha, CR). Po
uplynuti stanovenej doby prezivania po oZiareni (16 tyzdinov) sme vykonali celotelovi
transkardidlnu perfuziu pomocou 4% paraformaldehydu a po dekapitacii sme z mozgovych
hemisfér narezali sériové sagitdlne 30um zmrazené rezy. Po histochemickom fluorescenénom
farbeni preparatov pomocou metoédy Fluoro-Jade C sme vyhodnocovali pocet Fluoro-Jade C
pozitivnych (Fluoro-Jade C') odumierajucich neurénov v jednotlivych anatomickych
oblastiach osi subventrikuldrna zoéna-bulbus olfactorius (SVZ-BO): SVZa, vertikalne rameno,
ohyb a horizontdlne rameno a v stratum granulosum v gyrus dentatus (GD) hipokampu.
Kvantitativnu obrazovia analyzu preparatov sme uskutocnili pomocou programu ImageJ (NIH,
Bethesda, MD, USA). Vysledky uvadzame ako pocet Fluoro-Jade C* buniek/cm®.

Vysledky

V oblasti SVZa mozgu oziarenych potkanov sme identifikovali vel'mi heterogénnu populéciu
Fluoro-Jade C* buniek. Tato populaciu tvorili okrem nezrelych a zrelych neurénov aj
ependymové bunky a pravdepodobne aj astrocyty. V d’alSich anatomickych oblastiach osi
SVZ-BO boli ako Fluoro-Jade C identifikované len neuréony. V porovnani s kontrolnou
skupinou (K) sme v oZiarenej skupine (Oz) zistili signifikantné zvysenie po¢tu Fluoro-Jade C”
buniek v oziarenej skupine, a to v SVZa (Oz: 267,85 + 29,35/cm? verzus K: Ziadne bunky;
P<0,001), ohybe (Oz: 182,30 + 34,70 vz. K: Ziadne bunky; P<0,05) a v horizontalnom ramene
(Oz: 238,65 £ 50,34 vz. K: ziadne bunky; P<0,001). Mierne zvysenie po¢tu Fluoro-Jade C*
buniek sme zistili v stratum granulosum v GD v hipokampe (Oz: 120,14 + 26,26 vz. K: Ziadne
bunky).
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Diskusia
Fluoro-Jade C je vysoko Specifické fluorescen¢né farbivo, ktoré sa pouziva v zakladnom
vyskume na identifikaciu a znazornenie degenerujucich alebo odumierajticich neurénov

Degenerujtice neurény pozdiz osi SVZa-BO a v GD
400- '
o~ '
: - g
= X b ;
g 0 . : = Oz
% i ;
L
) '
7 !
o 100+ -
o 1
= '
(1 !
0 T L) :
SVZa vr ohyb hr GD

Obr. 1 Distribiicia Fluoro-Jade C* buniek pozdi? osi subventrikularna zéna-bulbus olfactorius
(SVZ-BO) a v gyrus dentatus (GD) hipokampu v oziarenej skupine (OZ) potkanov, ktori prezivali 16
tyzdiiov po frakcionovanom oziareni mozgu (cD=40Gy). Hodnoty su uvedené ako priemer+ SEM.
Statistickd vyznamnost' rozdielov medzi kontrolnou (nulové hodnoty) a Oz skupinou: *P <0.05;
***p <(0.001.

Vv CNS. Po ofarbeni pomocou Fluoro-Jade C metody dokaZzeme zndzornit’ perikarya, axony
a dendrity neurénov v organoch CNS, ktoré boli vystavené roznym druhom poskodenia (napr.
traumatické poSkodenie, cievna mozgova prihoda, epilepsia apod.) (6-8). V zdravom,
intaktnom nervovom tkanive je pozitivita Fluoro-Jade minimalna alebo ziadna. V naSom
experimente sme zistili zvy$enie poctu Fluoro-Jade C* vo vsetkych hodnotenych oblastiach
osi SVZ-BO a v GD hipokampu, priCom najvyssie poéty boli v SVZa a v horizontdlnom
ramene. Vysledky su v sulade s naSimi predchadzajicimi Stadiami, v ktorych sme tiez zistili
kratkodoby ale aj dlhodoby nérast poétu Fluoro-Jade C* (9,10). V dalsej hodnotene;
neurogénnej oblasti, v GD hipokampu sme zistili len mierne zvysenie poctu Fluoro-Jade C*
buniek. Tieto vysledky sa odlisuju od udajov ziskanych v predchadzajicej stadii (cD=20Gy,
rozdelend na 4 frakcie, velkost' frakcie=5Gy) v ktorej sme identifikovali signifikantné
zvySenie degenerujicich neurdnov v tejto oblasti (10). V mozgu oziarenych potkanov sme
identifikovali okrem neurénov aj niektoré typy gliovych buniek. V niektorych Studiach sa
uvadza, ze po vyvolani roznych druhov poskodenia CNS pomocou metody Fluoro-Jade C sa
daju znazornit' aj gliové bunky najméd aktivované formy mikroglie a astrocyty (11,12).
Existuje len malo $tudii s modelom radiacného poSkodenia CNS, v ktorych bola pouzita
metdda Fluoro-Jade. Jednou z pri¢in moze byt aj to, ¢ Fluoro-Jade C * bunky mozno
povazovat’ za apoptotické. V Studiach s modelom ischemického alebo neurotoxického
poskodenia bola identifikovana kolokalizacia Fluoro-Jade C* buniek a apoptotickych buniek,
ktoré boli farbené metodou TUNEL (13,14). V nasej stadii sme jednoznacne identifikovali
narast neurodegenerativnych zmien v mozgu po frakcionovanom oZziareni.

11



Zaver

Neurodegenerativne zmeny neurénov v mozgu mozu byt’ predzvestou rozvoja zavaznejSich
kognitivnych dysfunkcii a Strukturdlnych zmien. Vysledky poukazuju na to, ze zékladny,
experimentalny vyskum je nevyhnutny pre uplatnenie vysledkov v klinickej praxi.
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OBLICKA A JEJ CIEVY, TR,ANSPLANTACIA
OBLICIEK Z ANATOMICKEHO HEADISKA

(Vascular system of the kidney, kidney transplantation from
anatomical point of the view)

Katarina Bevizova, Eliska Kubikova, Andrej Mifkovic, Petra Lukacikova

Anatomicky ustav, Lekarska Fakulta, Univerzita Komenského v Bratislave, Sasinkova 2, 811
08 Bratislava, Slovenskd Republika, katarina.bevizova@fmed.uniba.sk

Suhrn

Oblicky patria stavbou aj funkciou k najzloZitejSim organom organizmu. PredloZena
publikacia sa venuje anatomickej stavbe obli¢ky so zameranim na obli¢kové cievy (normalne
vetvenie apriebeh a. et v. renalis). Primerany anatomicky stav tychto ciev je jednym
z hlavnych aspektov uspesnej transplantacie obliciek.

Krucové slova
oblicky, cievne zasobenie obli¢iek, transplanticia obliciek

Summary

The kidneys belong to the most complex organs of the body (according to their structure and
function). This publication deals with the anatomical structure of the kidney with a focus on
the renal vessels (normal branching and the course of the renal artery and vein). The adequate
anatomical status of these vessels is one of the most important aspects of successful kidney
transplantation.

Keywords
kidneys, vessels, transplantation

Uvod

Oblicky st parovy organ fazulovitého tvaru, ktoré v organizme plnia viacero Zzivotne
dolezitych funkcii (tvorba mocu, osmoreguldcia, tvorba hormoénov). Napriek zlozitej
makroskopickej a mikroskopickej Struktire a mnohym procesom, na ktorych sa oblicky
podielajl, je k fungovaniu organizmu postacujica aj jedna spravne fungujica oblicka.

Sucasny stav rieSenie problematiky

Oblicky st ulozené v retroperitonealnom priestore po bokoch lumbalnej Casti chrbtice
v rozsahu stavcov TXI-LII-LIII. Prava oblicka je ulozena asi o polovicu vysky stavca nizsie
ako l'ava, ¢o je podmienené polohou pecene. Zadna plocha obli¢iek cez tukové puzdro nalieha
na dolny okraj brani¢nej klenby a na svaly bruSnej steny. Na predné plochy obliciek cez
peritoneum a vrstvu tukového tkaniva naliehaju organy brusnej dutiny.

Oblicky su predozadne splostené, predna plocha facies anterior je vyklenuta dopredu, zadna
plocha facies posterior je plocha. Horna a dolna plocha obli¢iek st mierne zuzené a tvoria
horny a dolny po6l extremitas superior a extremitas inferior. Na extremitas superior naliehajt
nadoblicky. Na vnitornom okraji margo medialis je orientovana vkleslina sinus renalis, kde

13


mailto:katarina.bevizova@fmed.uniba.sk

vstupuju a vystupuji cievy a oblickova panvicka hilum renale. Vonkajsi okraj margo
lateralis prebieha konvexne.

Oblicky aj nadobli¢ky st obklopené riedkym tukovym vizivom capsula adiposa (perirenalne
tukové puzdro), ktory méa ochranni funkciu a umoziuje oblickdm nasledovat’ dychacie
pohyby. Tukové puzdro obal'uje fascia renalis (Gerotova fascia). Facies posterior oblicky
nalieha na zadna brusnu stenu cez tukovy vankus corpus adiposum pararenale.

Povrch oblicky pokryva vazivové puzdro capsula fibrosa, ktoré jej dodava pevnost.
Z povrchu obli¢ky sa puzdro pomerne 'ahko oddeli. Po jeho poruSeni je oblicka vel'mi krehka
a diftzne krvaca. Na pozdiznom reze obli¢kou je mozné rozlisit' dve vrstvy. Vonkajsiu koru
cortex renalis a vnatornt dreti medulla renalis. Dren tvori 6-20 ihlanovitych utvarov
pyramides renales. Sirdia strana pyramidy je obratena zékladiiou ku kore, uzsia strana smeruje
k sinus renalis a prechadza do oblickovej bradavky papilla renalis. Na povrchu bradavky
area cribrosa st otvory foramina papillaria, v ktorych ustia ductus papillares .

Polohu a fixaciu obli¢iek zabezpeCuje capsula adiposa, fascia renalis, vnutrobrusny tlak
a Struktiry vstupujlice a vystupujice z hilum renale. Mesocolon transversum svojim tponom
na zadnu brusnu stenu fixuje dolné poly obliciek (1,2).

Arteria renalis dextra et sinistra si priamymi vetvami brusnej aorty. VTlavo je a. renalis
kratSia, vpravo a. renalis dextra podbieha vena cava inferior. Pred vstupom do obli¢ky sa a.
renalis rozvetvi na r. anterior a r. posterior.

Ramus anterior (r. prepelvicus) vstupuje do oblicky po prednej ploche pelvis renalis
arozvetvi sa na Styri segmentové vetvy na a. segmenti superioris, a. segmenti anterioris
superioris, a. segmenti anterioris inferioris, a. segmenti inferioris).

Ramus posterior (r. retropelvicus) vstupuje do oblicky po zadnej ploche pelvis renalis
a pokracuje na zadnu plochu oblicky ako a. segmenti posterioris. V parenchyme obli¢ky sa
segmentové tepny d’alej vetvia na aa. lobares (pre kazdy lobus renalis). Aa. lobares sa delia
na dve az tri aa. interlobares, ktoré prebiehajii v dreni medzi pyramidami. Na hranici kory
a drene sa aa. interlobares dichotomicky vetvia na aa. arcuatae. Miesto priebehu aa. arcuatae
sa nazyva juxtameduldrna zéna. Z aa. arcuatae odstupuju aa. interlobulares, ktoré do kory
vysielaja arteriolae glomerulales afferentes (privodné tepni¢ky glomerulu), ktoré vstupuja v
cievnom poéle glomerulu do priestorov Bowmanovho puzdra a formuju glomerulus.
V cievnom poéle glomerulu vystupuje arteriola glomerularis efferens (odvodné tepnicky
glomerulu). Ak je glomerulus lokalizovany na vonkajSej stane kory, odvodné tepnicky
vytvaraju husta siet’ kapilar okolo stofenych kandlikov, z ktorej vznikaju drobné zilky
spajajuce sa do vv. interlobulares. Ak je glomerulus ulozeny vo vnutornej vrstve kory
(juxtamedularna zéna), odvodné tepnicky sa pred vstupom do drene delia na aa. rectae,
ktoré nasledne prechadzaji do drene smerom k bradavkam, kde su v tesnom kontakte s
kanalikmi Henleho kl'u€iek. V dreni vytvaraju hustu siet’ kapilar okolo tubulov (peritubularny
plexus). Koncové tiseky aa. rectae sa stacaju naspat’ do kory a stavaju sa zaciatkom venulae
rectae.

Zily odvéadzajuce krv z puzdra a povrchu obli¢ky venulae stellatae prebichaji hviezdicovito
v kore oblicky tesne pod capsula fibrosa, kde tvoria peritubularnu kapilarnu siet’. Z tejto siete
sa formuju vv. interlobulares, ktoré sa v oblasti drene spajaji do vv. arcuatae. Do vv. arcuatae
sa vlievaju venulae rectae, ktoré odvadzaju zilova krv z drene oblicky. Vv. arcuatae sa
vlievaju do wv. interlobares, ktorych stutokom vznika v. renalis. Vv. renales vystupuja
z hillum renale pred. a. renalis. Vpravo sa v. renalis priamo vlieva do v. cava inferior. Vlavo
je v. renalis dlhsia, pribera pritoky v. suprarenalis sinistra a v. testicularis (ovarica) sinistra,
kladie sa pred brusnt aortu a nasledne sa vlieva sa do v. cava inferior (3,4).
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Obr.1 Venarenalis Obr. 2 Arterie segmentales

Transplantacia obliiek 7 anatomického hl’adiska

V sucasnej dobe sa pouzivaju dve transplantaéné techniky — heterotopickd a ortotopicka
technika. Pri heterotopickej technike sa transplantované obli¢ka nevklada na povodné miesto
ale vklada sa do fossa iliaca prijemcu (extraperitonedlne ulozena). A. renalis sa prisije k a.
iliaca externa (pripadne a. iliaca interna). V. renalis sa prisije k v. iliaca externa. Nasledne sa
mocovod transplantovanej oblicky implantuje do mocového mechura prijemcu. U prijemcov,
u ktorych je z réznych dovodov (stav po heterotopickej transplantacii, traumy vo fossa iliaca)

nemozné obli¢ku ulozit’ do fossa iliaca sa vyuziva ortotopicka technika. Pri nej sa prijemcovi
odstrani slezina a l'ava oblicka, ponecha sa cely 'avy mocovod. Lavy mocovod sa nasledne
spoji s obli¢kovou panvickou transplantovanej obli¢ky. A. renalis transplantovanej obli¢ky sa
prisije ku koncu a. lienalis, v. renalis sa prisije k v. renalis povodne;j oblicky (5,6).

Zaver

Oblicky su zivotne dolezitym orgdnom, ktoré plnia sekre¢nu aj exkrecnu funkciu. Existuje
mnoho patologickych procesov, ktorych nasledkom oblicka straca svoju povodnt anatomicku
Struktiru (na mikro aj makroskopickej urovni) s naslednou ¢iasto¢nou alebo azZ uplnou stratou
normalnej funkcie. Pri definitivnej strate funkcie sa pristupuje k transplantéacii obli¢iek, pri
ktorej st nevyhnutné anatomické vedomosti.
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AKCESORNE A SEZAMSKE KOSTI NOHY
A CLENKA

(Accessory ossicles and sesamoids of the foot and ankle)

Martina Fristakova
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Suhrn

Anatémia nohy zahffia pocetné varianty nadpocetnych kosti a sézamskych kosti v oblasti
nohy a ¢lenka. Vo véacsine pripadov su klinicky nevyznamné a st iba nahodnym nalezom
na rtg snimkach.

Avsak v pripade traumy moézu byt akcesorne kosti zdrojom diagnostickych pochybnosti
a omylov.

Patologické nalezy alebo normalne varianty skeletu vedi pri chybnom zhodnoteni
k neadekvatnej konzervativnej alebo zbyto¢ne excesivnej operacne;j liecbe.

Krucové slova
nadpocetné kosti nohy, akcesorne kosti nohy, sezamské kosti nohy

Summary

The anatomy of the foot and ankle includes numerous variants of the accessory ossicles
and sesamoid bones. In most cases, they are clinically insignificant and are often recognised
as only incidental radiographic finding.

However, pathological findings or normal skeletal variants of these ossicles, in the context
of trauma, may result in under or overtreatment.

Keywords
sesamoids, accessory ossicles, accessory bones, foot

Definicia

Sezamké kost’ je mala ovalna kost nachadzajuca s v priebehu $lachy alebo kibneho puzdra.
Typickou lokalitou jej vyskytu je miesto prechodu §lachy ponad kib. Znizuje trenie medzi
$Pachou a kibnym puzdrom a tym zvySuje biomechanick téinost’ §lachy v smere jej tahu.
Nadpocetné sezamské kosti vznikaji nezluCenim sekundarnych osifikaénych centier
S primarnou kostnou masou, Standardne lokalizovanej sezamskej kosti.

Akcesorna kost’ je viac alebo menej Casta anatomicka varianta skeletu. Vznikad nesplynutim
primarneho alebo sekundarneho jadra s prilahlou kostou. Ich funkcia nie je jednoznacne
definovand, naopak, mézu byt pri¢inou bolestivych stavov.

Pritomnost’ sézamskych a akcesornych kosti je unilaterdlna alebo bilaterdlna. Su to obvykle
kosti malych rozmerov, ovalneho tvaru s jasne definovanou a pevnou kortikou (1, 2).

Os trigonum - sekundarne osifikaéné centrum sa objavuje na rtg snimkach medzi 8. a 13.
rokom, v oblasti zadnej hrany talu. Obvykle toto osifika¢né jadro fizuje v priebehu jedného
roka s os tali a vznika procesus/tuberkulum trigonum alebo ,,Stiedov procesus®“. V pripade
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nezlucenia sekundarneho osifikaéného jadra a pri jeho separatnom pretrvani az do dospelosti,
hovorime o os trigonum. Prevalencia os trigonum je popisovana od 1-25% podla §tadii
v roznych etnikéch (3, 4).

Charakteristickym tvarom tejto akcesornej kosti na bo¢nej rtg. snimke nohy je trojuholnik, no
moze mat’ aj ovalny alebo kruhovy obrys (Obr. 1). Jej velkost’ len malo kedy presiahne 1 cm.
Vyskytuje sa ako solitdirna kost ale aj vo variante ako bipartitna alebo multipartitna
nadpocetna kost. Fraktura samotnej akcesornej kosti je extrémne vzéacna. V niektorych
pripadoch v zavislosti od velkosti a ulozenia, je pri¢inou impingementu zadného ¢lenka.
Vramci diferencialnej diagnostiky treba mysliet' na fraktiru medidlneho alebo laterdlneho
tuberu procesus tali, ktora vznika pri nasilnej plantarnej flexii ¢lenka, na podklade kompresie
talu zadnou hranou tibie a tuberom kalkanea (4).

Obr. 1 Os trigonum

Os tibiale externum (akcesdrna os naviculare, os tibiale, os naviculare secundarium)- je
jednou z najcastejsich akcesornych kosti nohy (Obr. 2 a, b). Vyskytuje sa s incidenciou 4-28,3
% anachadza sa na medidlnej strane nohy naliehajiica na posteromedidlnu tuberozitu os
naviculare (5). V literatire su popisované 3 typy akcesornej navikularnej kosti. Typ I ma
charakter sézamskej kosti, ktora je zavzata do Slachy m. tibialis posterior. Jej velkost’ byva 2-
3 mm. Typ II sa vyskytuje ako sekundarne osifikacné jadro os naviculare a nalieha na
navikularnu kost’ v oblasti proximalnej inzercie §'achy m. tibialis posterior. Jej vel'kost’ byva
9-12 mm a je to najCastejSia vatianta popisovana vo viac ako 55% prépadov. S navikuldnou
kost'ou je spojena synchondrozou. Typ III vzniké4 faziou sekundarneho jadra s priméarnou os
naviculare a vytvara hypertroficki navikularnu kost’ rohovitého tvaru (6).
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Obr. 2 Os tibiale externum

Type | S
6 o

9-12mm 95%

hypertrofia
il i - /fuzia 15%
b c

Tab. 1 Klasifikacia os tibiale externum

Os vesalianum - nachadza sa pri baze piateho metatarzu (na Sikmej rtg. snimke), je zavzata
v Slache m. peroneus brevis, artikuluje s bazou piateho metatarzu a stcasne s 0s kuboideum.
Jej vyskyt je relativne vzacny 0,1%-5,9%. Vo vicSine pripadov je asymptomaticka, malokedy
sposobuje bolesti lateralnej strany nohy (7).

Pri pochybnostiach o jej naleze treba vylucit avulznu frakturu piateho metatarzu, Jonesovu
frakturu, stress frakturu a nezrastenie osifikacného jadra bazy piateho metatarzu (8).
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Os subfibulare - je ovalna alebo podlhovasta akcesorna kost, nachadzajuca sa pod dolnym
okrajom distalneho konca fibuly (Obr. 3). Jej origo je podl'a roznych autorov popisované ako
samostatné, akcesorne osifikacné centrum alebo ako primdrne nezrastend avulzna fraktira
lateralneho maleolu, sposobend tahom predného talofibularneho ligamenta.

Incidencia os subfibulare je 0,2-2% (3, 9).

Obr. 3 Os subfibulare

Os peroneum - akcesorna kost' nachédzajica sa v priebehu Slachy m. peroneus longus
v tesnej blizkosti kalkaneokuboidalneho kibu. Dominantne sa prezentuje ako jedna sezamska
kost, no mdze sa vyskytovat’ aj v bipartitnej alebo multipartitnej forme. Jej vyskyt na Sikmej
rtg snimke noh je popisovany v 4,7- 31,7%. Vzhl'adom na to, Ze byva aj jej kartilagindzna
a fibrokartilaginézna forma, predpokladand incidencia aj tychto foriem je eSte vyssia (10).

Pri diferencialnej diagnostike os peroneum prichddza do tvahy fraktura os kuboideum a
fraktara samotnej nadpocetnej kosti- kedy jeden z fragmentov je proximalizovany t'ahom
Slachy v jej priebehu. Os vesalianum a fraktira bazy piateho metatarzu st na rozdiel od 0s
peroneum lokalizované distalnejsie, pri baze 5. metatarzu (11).

Os intermetatarseum - ojedinela, ovalna alebo podlhovasta akcesorna kost’ nachadzajuca sa
V intermetatarzalnom priestore medzi prvym a druhym metatarzom. Incidencia vyskytu sa
v stadiach pohybuje Vv rozmedzi 0,1-6,8%. Os intermetatarseum ma tri zakladné formy-
samostatnu kost, kost’ artikulujuca synovialnym kibom s bazou niektorého metatarzu alebo
ako kostny vyrastok v oblasti proximalnej Casti prvého ¢i druhého metatarzu (2, 3). Pri
diferencialnej diagnostike bolesti modze byt faloSne interpretovana ako fraktuta bazy

metatarzov alebo Lisfrankového kibu pri luxaénych zlomeninach tarzometatarzalnych kibov
(12).

Os calcaneus secundarius - akcesérna kost’ nachadzajica sa na hranici medzi kalkaneom
a artikulaénymi plochami os kuboideum, hlavou talu a navikularnou kostou. Tato raritna

akcesorna kost’ sa vyskytuje s prevalenciou 0,6-7%, no jej diagnostika na AP a lateralnej rtg.
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snimke nohy je obtiazna (2, 3). Vizualizacia, vzhl'adom na jej polohu, je mozna Ciasto¢ne na
Sikmej rtg. snimke, no idedlne CT vySetrenim. Pri diagnostike bolesti nohy ako nasledok
urazu byva tazké odliSenie nadpocetnej kosti od avulznej zlomeniny predného processu
kalkanea. Diferencialno diagnosticky je napomocné MRI vySetrenie, ktoré pri fraktare
zobrazuje kostny edém kalkanea a fragmentu, nevyskytujuci sa pri aksesérnej kosti (13, 14).

Os subtibiale - ovalna akcesorna kost” nachadzajiuca sa pod dolnym okrajom medidlneho
maleolu. Prevalencia vyskytu je 0,2- 1,2%. Akcesorne osifikacné centrum sa moze vyskytnat
u deti medzi 7.-10. rokom, po 11. roku dochédza zvycajne k fzii s primdnou kostnou masou
tibie (3). Na rozdiel od avulznej fraktary medidlneho maleolu, ktora vznikd najcastejSie
nasledkom nésilnej pronécie a extrarotdcie nohy a clenka, nadpocetna kost’ ma ovalny tvar
viacsSieho priemeru s ostro ohranicenym kortikalnym okrajom (15).

Os supratalare - mala ovalna a extrémne raritna akcesorna kost’ nachadzajtica sa na dorzalnej
strane krcka talu v oblasti inzercie talonavikuldrneho ligamenta. Prevalencia je 0,2-0,9 %
S dobrou vidite'nost'o na laterdlnej rtg. snimke nohy (3). Pri odliSeni nadpocetnej kosti od
avulznej fraktary dorzalnej kortikalis talu napomaha jej typicky zrnkovity tvar. Na rozdiel od
fraktary, ktord je tranzverzalne orientovana a fragment je tenkého Supinatého tvaru (1).

Os supranaviculare - mala trojuholnikovita alebo ovalna kost’ nachadzajuca sa na dorzalne;j
strane talonavikularneho kibu. Nazyva sa tiez os talonaviculare dorsale alebo Piricho kost’. Jej
vyskyt je zaznamenavany s prevalenciou okolo 1% (3). V identickej lokalite nachadzame
avulznu fraktaru dorzalnej hrany os naviculare alebo hlavy talu, ktord sa zvykne vyskytovat’
u zien stredného veku nosiacich vysoké podpitky. Pri hyperplantarnej flexii nohy a ¢lenka
a naslednej extenzii moze dojst’ k avulzii kortiky talu alebo os navikulare a spominanej
fraktare. OdliSenie tychto dvoch nalezov moze byt’ obtiazne a ndpomocna je hlanve anamnéza
a pritomnost’ algickych prejavov pri fraktire, eventudlne typicky triangularny tvar
nadpocetnej kosti (16).

Sezamské kosti palca

Dve sezamské kosti na plantérnej strane nohy, v oblasti I. metatarzofalangeélneho kibu, sa u
Iudi fyziologickym néalezom. Medidlna a laterdlma sezamska kost’ palca st umiestnené po
oboch stranach §l'achy m. flexor halucis brevis, na Grovni hlavi¢ky I. metatarzu. Velkost a
tvar sezamskych kosti sa moZe znacne liSit. Ich pritomnost’ je zrejméa na AP a axialnej rtg.
snimke nohy (1, 2). Medidlna sezamskd kost' sa modze prezentovat aj ako bipartitna.
Bipartitné formy sezamskych kosti je nutné diferencovat’ od skuto¢nej zlomeniny (17, 18).
Frakttra sezamskej kosti obvykle vykazuje akutny nastup bolesti a citlivosti pri palpacii nad
poskodenou sesamoidnou kost'ou. Zlomenina sa na rtg. snimke zndzorfiuje s ostrou liniou a
s presne do seba zapadajucimi okrajmi fragmentov. Zatial' Co bipartitna sezamska kost” ma
dva fragmenty s celistou kortikou s nepravidelnou liniou kibového spojenia.

Malé metatarzdlne sezamské kosti

St popisované ako malé kostné telieska (solitarne alebo multipartitné), zavzaté do kibnej
kapsuly na plantarnej strane pri I.-V. metatarze. Prevalencia tohto typu sezamskych kosti
bola zdokumentovana na trovni 0,4% pri druhom metatarze, 0,2% pri tretom, 0,1% pri
Stvrtom a 4,3% pri piatom metatarzale (2, 3). Ak st pritomné, tieto sesamoidy st najlepSie
hodnotiteIné na AP a Sikmych rtg snimkach nohy. Patologia spojend s tymito kosti¢kami je
vel'mi zriedkava, aj ked’ je moznd infekcia sposobend priamym Sirenim z pril’'ahlych mikkych
tkaniv.
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Obr. 4 Schéma lokalizacie akcesornych a sezamskych kosti na AP rtg. snimke.

1.0s tibiale externum, 2. os vesalianum, 3. os peroneum, 4. os intermetatarseum, 5. medialna sezamska
kost' palca, 6. lateralna sezamska kost palca, 7. interfalangedlne sezamské kosti palca,
8. metatarzofalangealna sezamska kost, 9. os subfibulare, 10. os subtibiale, 11. os supratalare,
12. os calcaneus, 13. os trigonum, 14. os supranaviculare

Obr. 5 — Schém lokalizacie akcesornych a sezamskych kosti na bocnej rtg. snimke (oznacenie
identické s obr. 4).
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ANATOMICKE ORIENTACNE BODY
VYZNAMNE V AXILARNEJ CHIRURGII

(Anatomical landmarks important for axillary surgery)
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Suhrn

Axilarna chirurgia zahfiia disekciu axilarnych lymfatickych uzlin, alebo biopsiu sentinelove;j
uzliny, alebo biopsiu s naslednou disekciou. Biopsia sentinelovej lymfatickej uzliny je
vseobecne akceptovand miniinvazivna metoda, ktord umoznuje spolahlivo zhodnotit’ axilarny
,»staging* lymfatickych uzlin napr. u pacientov so v€asnym karcindbmom prsnika. NajcastejSia
poloha sentinelovych lymfatickych uzlin v axile je vyty¢ena rozhodujucimi anatomickymi
Struktirami a orientaénymi bodmi. V axilarnej chirurgii takéto konstatné body predstavuji:
nervus intercostobrachialis, vena thoracica lateralis, vena axillaris, nervus pectoralis medialis.
Praca tiez poukazuje na klinickll klasifikaciu ulozenia lymfatickych uzlin v axile, ktora je
podrobnejsia v porovnani s anatomickym delenim a berie do uvahy chirurgicko-patologicky
,»staging*“ uzlin.

Kruacové slova

nodi lymphatici axillares, nervus intercostobrachialis, vena thoracica lateralis, vena axillaris,
nervus pectoralis medialis, biopsia sentinelovej lymfatickej uzliny, axilarna chirurgia, klinicka
anatomia

Summary

Axillary surgery includes either dissection of axillary lymph nodes or sentinel lymph node
biopsy or biopsy followed by dissection. Sentinel lymph node biopsy is a widely accepted
aminimally invasive surgery that allows a credible assessment of axillary lymph nodes
staging, e.g. of the patients with early breast cancer. Most frequent location of the sentinel
lymph nodes is delineated by the anatomical crucial structures and landmarks. In the axillary
surgery there are several constant reliable landmarks: intercostobrachial nerve, lateral thoracic
vein, axillary vein, medial pectoral nerve.

Our report also highlights the clinical classification of location of axillary lymph nodes that is
more detailed than anatomical division in accordance with surgical and patological staging of
the nodes.

Keywords
axillary lymph nodes, intercostobrachial nerve, lateral thoracic vein, axillary vein, pectoral
medial nerve, sentinel lymph node biopsy, axillary surgery, clinical anatomy

Uvod

Axilarne lymfatické uzliny (LU) st najcastejSim miestom lymfatickej drenaze prsnika. Az 75
— 95% lymfy, zo vSetkych kvadrantov prsnika, je odvadzana do uzlin v axile. Z toho vyplyva
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aj najcastejSia lokalizacia metastdz karcinomov prsnika do ipsilateralnych axilarnych LU.
Pritomnost’ metastdz v lymfatickych uzlinach je najsilnejSi prognosticky ukazovatel
prezivania zien s karcinomom prsnika, od ktorého sa nésledne vyvija terapia. Chirurgické
odstranenie a histologické vysetrenie LU v axile ma hlavne diagnosticky vyznam (1, 2, 3, 4).
V axilarnej chirurgii je v sucasnosti Standardne akceptovand minimalne invazivna metdda -
biopsia sentinelovej uzliny, ktora je vhodna pre uréenie stavu axilarnych LU u pacientov,
u ktorych radikalny zakrok v axile nie je potrebny. Biopsia sentinelovej LU, v porovnani
s axilarnou lymfadenektémiou, znizuje peroperacné rizika a zataz, ako aj postoperacné
komplikacie (2, 3, 4, 5, 6).

Sentinelova lymfaticka uzlina/uzliny

Sentinelova lymfaticka uzlina/uzliny (strazna uzlina) je prva lymfaticka uzlina v lymfatickom
povodi, ktord prijima lymfu priamo z primarneho tumoru a ma teda najvicsSie riziko
metastického postihnutia. Predpoklada sa, Ze ak sentinelova LU neobsahuje metastické bunky,
pravdepodobnost’ nddorového postihnutia ostatnych LU je minimalna (2, 3, 4, 5, 7).
Histologicky potvrdeny pozitivny stav sentinelovej uzliny s metastatickym procesom vedie
nasledne k disekcii axilarnych LU. Podl'a medzinarodného konsenzu je potrebné vySetrit' 8 —
10 LU, aby bolo vySetrenie dostato¢ne priekazné. Obvykle je dostacujlica disekcia LU 1. a ll.
etaze (2, 3, 5, 8, 9).

Anatomicka klasifikdacia nodi lymphatici axillares

Nodi lymphatici axillares (NLA) v pocte 8 — 50, v priemere 10 — 20, prijimaju lymfu z hornej
koncatiny, zadnej Casti krku, z oblasti lopatky a chrbta, z hrudnika, vratane mlie¢nej Zl'azy
a zo steny brusnej dutiny az po pupok. Z anatomického hl'adiska st lymfatické uzliny v axile
usporiadané do 5 skupin (10), resp. 6 skupin (1, 11, 12). Takéto ¢lenenie vystihuje tok lymfy
z tributarnych oblasti do spadovych lymfatickych uzlin a berie do Givahy lokalizaciu uzlin na
zéklade urcitych topograficko-anatomickych bodov.

NLA centrales st ulozené v tesnej blizkosti nn. intercostobrachiales v strede bazy axily. NLA
laterales (brachiales) su lokalizované za v. axillaris, prip. v. brachialis, pri upone m. latissimus
dorsi. NLA subscapulares (posteriores) su uloZzené na vnuatornej strane m. subscapularis
am. teres major, pozdiZ a. subscapularis. NLA pectorales (anteriores) su uloZené na
m. serratus anterior, pozdiz a. thoracica lateralis, v urovni 2 — 6 rebra. St usporiadané v dvoch
skupinach. Kranialna skupina je uloZena pod dolnym okrajom m. pectoralis minor a pred
a. thoracica lateralis, v rozsahu 2. — 4. rebra. Tato skupina moéze v 26% pripadov chybat’ (1).
Kaudalna skupina lezi na vnutornej strane m. pectoralis major, za a. thoracica lateralis,
vrozsahu 4. — 6. rebra. Tato skupina je nekonstatnd, v 50% pripadov chyba. NLA
interpectorales su ulozené medzi mm. pectorales a chybaji v 50% pripadov (1, 11). NLA
apicales (infraclaviculares) st uloZzené vo vrchole axily, nad prvym medzirebrovym
priestorom a nad prvym zubom m. serratus anterior, v hibke trigonum clavipectorale, zakryté
mm. pectorales (1, 10, 11, 12).

Klinicka klasifikdcia nodi lymphatici axillares

Klinickd klasifikacia berie do uvahy spdsob asmer Sirenia patologickych procesov a
zohl'adiiuje chirurgicko-patologicky ,,staging™ ochorenia. Axilarne LU sa rozdel'uju podla
Berga do 3 etdzi polohou m. pectoralis minor. Prva etdz predstavuje NLA lokalizované
distdlne (laterdlne) od kaudadlneho okraja m. pectoralis minor, ventralne od okraja m.
latissimus dorsi. Tento stupeii, z hl'adiska anatomického delenia LU, zahfiia NLA brachiales,
pectorales et subscapulares. Druha etaz predstavuje NLA ulozené za m. pectoralis minor
a zahfia NLA centrales, pripadne aj niektoré NLA apicales. Tretia etaz obsahuje NLA
ulozené proximalne od horného okraja m. pectoralis minor a zahfita NLA apicales. VSeobecne
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plati, ze tok lymfy (aj pripadné Sirenie metastatického procesu) smeruje z periférie do
lymfatickych uzlin, krok za krokom, od prvej etaze, postupne do druhej az tretej. Takymto
smerom, sa V pripade indikacie chirurgického zakroku v axile, vykondva aj disekcia
axilarnych LU (2, 5, 8, 9, 14, 15).

Anatomické orientacné body v axile

Fossa axillaris ma svoje Specifikd — nervy, cievy a variabilny pocet LU st ,,skryté* v tukovom
tkanive. Primérnu orientaciu tvoria svaly ohranicujtce axilu. Dolezitou orientacnou Struktiurou
je n. pectoralis medialis. Nerv zvycajne prebiecha za m. pectoralis minor (hlbSie od svalu) a
v uréitom mieste sa obta¢a okolo jeho dolného okraja a smeruje ku m. pectoralis major.
Miesto, kde sa objavuje n. pectoralis medialis na laterdlnom okraji m. pectoralis minor je
kon$tantnym bodom pre urcenie polohy d’alSich Struktur. V. axillaris lezi priblizne 1 — 3 cm
kranidlnejSie a dorzalnejSie a n. intercostobrachialis sa nachddza priblizne 1 — 2 cm
kaudalnej$ie a dorzalnej$ie od tohto bodu, pripadne sa nachadza 1 — 2 cm v hibke za tymto
bodom. N. intercostobrachialis prechadza po fascia axillaris na rameno, kde prebicha
paralelne s v. axillaris, priblizne 1,5 cm distalnejSie od nej. N. thoracicus longus lezi dorzalne
od n. intercostobrachialis smerom ku m. subscapularis. Ak sa nepokracuje v disekcii hlbsie od
n. intercostobrachialis, n. thoracicus longus nemoéze byt poraneny. Proximdlnu hranicu
disekcie tvori v. axillaris (9, 15, 16).

NajcastejSie sa sentinelové LU nachadzaji v prvej etazi, resp. dolnej Casti druhej etaze axily.
Este presnejSiu lokalizaciu sentinelovych LU urcuje nervus intercostobrachialis II. a vena
thoracica lateralis ako rozhodujuce anatomické orientacné Struktary. Nerv svojim
horizontalnym priebehom rozdel'uje prva etdz na hornu a dolnu ¢ast’. Li et al. vo svojej stadii
72 pacientov, nasli celkovo 1503 LU, z toho vSetky sentinelové uzliny lokalizovali v dolnej
Casti — pod priebehom n. intercostobrachialis II. Kolmo na nerv (vertikalne) prebieha
v. thoracica lateralis. Véna je uloZzend za strednou tretinou laterdlneho okraja m. pectoralis
major (17) a prebicha rovnobezne s lateralnym okrajom m. pectoralis minor, priblizne
28,7+12,6 mm od svalu (18). Vénu doprevddza rovnomennd artéria. Obidve nervovocievne
Struktary sa krizia v bode, ktory je konStantnym anatomickym bodom v strede prvej etaze
axily (7). Clough et al. v klinickej $tadii s 242 pacientami nasli 98,2% sentinelovych LU
pozdiz v. thoracica lateralis a z toho 86,8% bolo pod priebehom n. intercostobrachialis .,
teda pod bodom kriZenia tychto dvoch Struktir. Ani jednu sentinelovi LU nenasli lateralne od
v. thoracica lateralis a nad priebehom spominaného nervu. Chvalny et al. uvadzaji najéaste;jsi
vyskyt sentinelovych LU v trojuholniku medzi v. thoracica lateralis, m. pectoralis major a n.
intercostobrachialis 11., resp. 11I.

Zaver

Chirurgicka intervencia v axile, distalnejSie od m. pectoralis minor a hlbsie ako je tento sval,
predstavuje kritické miesto s va¢$im rizikom poskodenia rozhodujucich orienta¢nych Struktar,
ako je nervus intercostobrachialis a vena thoracica lateralis. Tato prva etdz axily je zonou, kde
sa nachadza najviac sentinelovych lymfatickych uzlin ato hlavne pozdiz vena thoracica
lateralis a distalne od nervus intercostobrachialis. Anatomické orientaéné body ul'ahcujt
onkologickym chirurgom orientaciu v operacnom poli. Ich znalost’ a identifikécia je dolezita
pre primeranost’, preciznost’ aj bezpecnost’ chirurgickych zdkrokov so snahou minimalizovat’
mozné rizika poskodenia nervovych a cievnych Struktur.
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Suhrn

Anatémia tvori zdklad medicinskeho Stadia. Jej zvladnutie je predpokladom uspesného Stadia
a uspesnej buducej klinickej praxe. Sucasné vyucovacie pristupy v anatdbmii musia byt
aplikovatelné na Sirokt Skalu klinickych disciplin. Za tymto ucelom sa moderné topograficka
anatomia kombinuje s inymi vednymi odbormi. Niektoré inovacie zahriiaji multimedidlny
softvér a vyuZzivanie socidlnych sieti. AskAnatomist je iniciativa na podporu lekarskych
disciplin, s osobitnym dorazom na anatomiu. Twitter GCet @AskAnatomist umoziuje
kazdému zverejnit’ otazku tykajucu sa anatomie. Skupina anatdémov na celom svete potom
spolo¢ne pracuje na zodpovedani otdzok. Séria podcastov sa zameriava sa lekarske témy
a umoziiuje diskusiu medzi odbornikmi v danej oblasti. Ciel'om tejto platformy je stahovanie,
zdiel'anie podcastov, zasielanie otazok a predovsetkym vychutnavanie si ucenia pocivanim
tém stvisiacich s anatomiou.

KPucové slova
anatoémia, ucenie, socialne siete, podcast, zdiel'anie

Summary

Anatomy is the basis of a medical study and its proper understanding is a prerequisite for
successful clinical practice. Modern anatomy teaching must be applied to a variety of clinical
disciplines. Therefore, modern topographic anatomy is combined with other scientific
disciplines. Some innovations include multimedia software and the use of social platform.
AskAnatomist is an initiative in the disciplines of medical science, with a particular focus on
anatomy. The @AskAnatomist Twitter account allows anyone with access to Twitter to post
an anatomy-related question. A group of anatomists located across the globe then work
together to address answers. The AskAnatomist podcast series focuses on relevant medical
topics, providing discussion between experts within the field on a medically interesting topic.
The aim of this platform is download and share podcasts, post a question, but most of all
enjoy learning and listening to anatomy related topics.

Keywords
anatomy, teaching, social networks, podcast, sharing

Uvod

Anatomia je pravom povazovana za prvy krok do Stadia mediciny a zakladny milnik pre
budicu klinicki prax. Pochopenie anatomickych vztahov je kl'i€ové pre rozvoj zru¢nosti
lekdrov (1). Vyucba anatémie sa neustdle vyvija sibeZzne s napredovanim diagnostickych

27


mailto:frantiska.horvathova@upjs.sk
https://twitter.com/askanatomist?lang=en

a terapeutickych procesov. Na tomto podklade sa aj praktické cvicenia sa neustale inovuju.
Informécie su Studentom predavané ucitelmi a odbornikmi, ktori anatomii a edukacii
v anatémii ¢asto venuju celd svoju profesionalnu kariéru.

Vyucba anatomie - od tradiéného pristupu k integrovanému

Tradi¢ny pristup v edukacii anatomie sa zameriava na chirurgicky tréning a rozvijanie
zruénosti podlozenych teoretickymi informéciami (2). Modernd anatomicka literatira musi
byt aplikovatelnd na Siroké spektrum klinickych disciplin. Toto musia brat do tvahy aj
aktualne pedagogické pristupy. Svetovym trendom je vytvarat' integrované ucebné plany v
kontexte s klinickymi predmetmi, klinickymi zru¢nost’ami, patologiou a radioldgiou. Preto sa
sucasnd topografickd anatémia uci spoloCne sinymi predmetmi ako je embryoldgia,
histologia a neurovedy. Vzhl'adom na potrebu mnohych inych predmetov, ako fyzioldgia,
imunoldgia a biochémia, je vyhodné vo vyucbe anatdmie angazovat' a zamestnavat’ ucitelov
Z tychto oblasti. Zamestnanci s roznymi odbornymi znalostami a skusenost’ami prispievaju k
bohatSiemu vzdeldvaciemu prostrediu. Svojou pritomnost'ou napomahaju k lepSej integracii
tychto vedomosti, ich spojeniu s klinickymi predmetmi a ku kritickému a komplexnému
mysleniu (3).

Prinos socidalnych sieti a podcastov v anatomii

Tak ako sa neustale vyvija vyuka v oblasti anatomie, musi sa v anatdmii menit’ a expandovat’
aj uloha pedagdga. Aby sa vyhovelo meniacim sa potrebam $tudentov, je nutna spolupraca
odbornikov z ré6znych vedeckych oblasti (3). Medzi inovativne metddy patria multimedialny
software, body painting na ucenie sa povrchovych Struktur a svalov, tiez tlatené troj-
dimenzionalne modely a multimedialne stoly (4,5). Obl'ibené medzi $tudentmi st najmi
vided anatomickych disekcii a prednaSok, ktoré su pristupné na youtube vo viacerych
jazykoch. K zdielaniu odkazov tychto videi dochadza vel'mi ¢asto prostrednictvom
socialnych sieti ako facebook, instagram alebo twitter. Vysoka aktivitu Studentov na
socialnych siet'ach vyuzila skupina vedcov z Monasch University na vytvorenie platformy
askanatomist.com. Ich cielom bolo vytvorit komunitu zamerani na medicinske vedy so
zretelom na anatomiu. @AskAnatomist umoziuje kazdému s G€tom na Twitteri, aby polozil
otazku tykajicu sa anatomie. Skupina anatdmov nésledne danu otdzku zodpovie. Tieto otazky
st zaroven podkladom tém na podcast menovanej stranky. Séria podcastov je zamerana na
medicinske otdzky, umoznuje diskusiu medzi host'ujicimi odbornikmi z ré6znych odborov ako
anatomia, fyziologia, farmakologia, nelekarske odbory a iné. Podcasty uvadzaji posluchaca
do problematiky najskér jednoduchym jazykom a nasledne odbornymi medicinskymi
a vedeckymi terminmi. Popisuji klinické pripady, s ktorymi sa Studenti najcastejSie mozu
stretnit’. Kazdy podcast trvd priblizne 30 minut. Poslucha¢i st vyzyvani, aby podcasty
aktivne stahovali, zdielali apriddvali svoje komentire na dalSie mozné podcasty.
Predpoklada sa, Ze pristupom prostrednictvom socidlnej siete, pre sucasni generaciu
Studentov vel'mi oblibenu, ddjde k zvySeniu zdujmu o anatomiu. Poclvanie podcastov pod
vedenim skusenych vedcov, klinikov a pedagdégov zdanej oblasti povedie k lepSiemu
pochopeniu a osvojeniu si vedomosti (6).

Dalsie vyhody socidlnych sieti

Dal$im nespornym prinosom podcastov je skord ukazka primeranej komunikicie medzi
odbornikmi z lekarskych a nelekérskych odborov, odburavanie hierarchie a zefektivnenie
komunikacie. Toto moze prispiet k lepSej starostlivosti o pacienta v klinickych odboroch
pocas profesiondlnej kariéry stcasnych posluchacov (7). Pre zahrani¢nych posluchéacov,
ktorych materinsky jazyk nie je anglictina, to vedie k zlepSeniu ich jazykovych schopnosti
a osvojeniu si odbornych terminov v anglickom jazyku.
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Zaver

Donedéavna sa predpokladalo, ze idealom vo vyucbe anatdomie, je mat skupinu odbornikov
Z jednej discipliny, anatomie. Je vSak pravdepodobnejsie, Ze vysSia kvalita vzdeldvania v
anatomii sa dosiahne zamestnanim skupiny motivovanych, réznorodo Specializovanych
pedagbdgov, spolocne s pracovnikmi z klinickych odborov (2,8).

Spolupraca medzi vedcami a klinikmi je pre zlepSenie vyuky anatomie nevyhnutna. Navyse,
ulohou moderného vyucujiceho v digitdlnom veku, je ulah¢it’ pristup k informaciam, ich
utvrdenie a prenos do praxe, o umoziuje vyuzivanie digitalnych médii a socialnych sieti. To
poukazuje na fakt, aké dolezité je, aby tito ucitelia mali odborné znalosti, ktoré presahuju
ramec anatomickych poznatkov, zahfiaji pedagogicka sposobilost’ a sledovali trendy
vV modernych technologiach.
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Suhrn

Vo vicsine pripadov je nervus obturatorius jedinym nervom z plexus lumbalis vystupujuci
medidlne od musculus psoas major. Poc¢as rutinnej anatomickej pitvy sa nam podarilo odhalit’
nalez raritného pridavného unilaterdlne sa vyskytujuceho nervus obturatorius accesorius.
Opomenutie jeho vyskytu v klinickej praxi by mohlo viest' k jeho poSkodeniu, a to najma
pocas chirurgickych operacnych zakrokov a nasledne aj k vzniku s nim savisiacej neuropatie
Vv prislusnej inervacnej oblasti.

Krucové slova
nervus obturatorius, nervus obturatorius accesorius, variacie

Summary

In most of cases, the obturator nerve is only one nerve of the lumbal plexus that runs medially
from psoas major muscle. We have detected during routine anatomical dissection a rare
accesory obturator nerve (nervus obturatorius accesorius), which occurs unilaterally. An
omission of its appearance in clinical practice may lead to its damage, particularly during
surgery, and consequently to related neuropathy in the innervation area.

Keywords
obturator nerve, accessory obturator nerve, variability

Uvod

Nervus obturatorius pochddza z rami ventrales druhého az Stvrtého driekového miechového
segmentu plexus lumbalis. V roku 1672 bol v8ak prvykrat Isbrandom van Diemerbroeckom
opisany pridavny nervus obturatorius accesorius (6). V naSej praci popisujeme nalez nervus
obturatorius accesorius vyskytujaci sa unilateralne vpravo. Poznanie takychto anatomickych
variacii periférnych nervov je dolezité najmd z klinického hladiska v odvetviach mediciny
ako je ortopedicka chirurgia, fyzioterapia, ¢i radiologia.

Material a metody

V tejto praci sme pouZili preparat panvy z humanneho kadaveru muzského pohlavia vo veku
priblizne 72 rokov. Kadaver bol fixovany beznym spdsobom roztokom pouzivanym na
fixaciu preparatov uréenych na vyucbu anatémie a pri zaobchadzani s nim boli dodrziavané
etické¢ zasady. Po zdokumentovani bol kadaver zaradeny do vyucbového planu Studentov 1.
ro¢nika Lekarskej fakulty odboru VSeobecné lekarstvo.

Stcasne sme pouzivali ndstroje uréené na pitvu ako skalpel, anatomické pinzety, noznice,
ochranné pomdcky a na zdokumentovanie pitevného nalezu digitalny fotoaparat.
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Vysledky a diskusia

Nervus obturatorius je zmieSany nerv vznikajuci z plexus lumbalis v rozsahu druhého az
§tvrtého lumbéalneho segmentu miechy. Po sformovani v hibke musculus psoas major,
vystupuje zjeho medialneho okraja, pozdiz ktorého vstupuje do priestoru malej panvy.
Prebieha poza vasa ilaca communis a opusta priestor malej panvy cez canalis obturatorius,
kde sa deli na ramus anterior a ramus posterior. Ramus anterior zabezpecuje motoricku
inervaciu svalov medidlnej skupiny stehna (adduktory) a sti¢asne vydava variabilny ramus
cutaneus pre senzitivnu inervaciu koze medialnej strany stehna. Ramus posterior sa zanara
dozadu do musculus obturatorius externus a do musculus adductor magnus, ktoré spolu
s musculus adductor brevis inervuje (2, 3).

Pocas rutinnej anatomickej pitvy sme vypreparovali raritnii vetvu nervus obturatorius —
nervus obturatorius accesorius. Nervus obturatorius accesorius (Obr. 1) sa v naSom pripade
vyskytuje unilateralne na pravej strane. Vo svojom priebehu odstupuje z nervus obturatorius
dexter pred jeho prechodom cez linea terminalis do priestoru malej panvy. Bez vetvenia
smeruje laterdlne k medidlnemu okraju musculus psoas major. Pred iponom aponeurdzy
musculus psoas minor na eminentia iliopectinea, preraza povrchovu fasciu svalov a vytvara
tak zretel'ne formovany hiatus, do ktorého sa vnara so sprievodnym ramus iliacus vasae
iliolumbalis. Nervus obturatorius accesorius o dizke 5,30 mm a $irke 1,14 mm nasledne
podbehne priebeh musculus psoas major a vytraca sa v svalovej mase musculus pectineus.
Incidencia akcesorneho nervus obturatorius sa V literatire pohybuje v rozmedzi priblizne od
3,33% az do 25% (4).

Neodhalenie, ¢i opomenutie pridavneho nervus obturatorius modze negativne ovplyvnit
klinicky ucinok blokady nervus obturatorius. Akkaya a kol. (2008) odporuca okrem blokady
nervus obturatorius zaroveil vykonat blokddu aj nervus obturatorius accesorius. Blokada
nervus obturatorius accesorius moze byt indikovana pri réznych povrchovych operacnych
zékrokoch v oblasti stehna alebo pri lieCbe bolesti (v analgézii), napriklad pri osteoartritide
(1). Zaroven je potrebné poznat’ mozny vyskyt tohto nervu aj pri diagnostikovani a hodnoteni
periférnych neuropatii (5). Pri jeho opomenuti pri chirurgickych zékrokoch v oblasti chrbtice
(najmi predny a bocny pristup), dochadza ¢astokrat k jeho poskodeniu (7).

Obr. 1 Nervus obturatorius accessorius dexter (*) sa oddel'uje z nervus obturatorius dexter (NO) na
medialnom okraji musculus psoas major (MPMa). Jeho priebeh je kryty nalichajiicimi vasa iliaca
externa (AIE,VIE) a doprevadza ho vetva z arteria iliaca interna (All) s rovhomennou vénou. Fasciu
svalov preraza pred iponom musculus psoas minor (MPMi).
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Zaver

Ciel'om naSej prace je predstavit’ a sucasne priblizit’ jednu z moZznych anatomickych variécii
periférnych nervov, a to nervus obturatorius accesorius. Zvysenie informovanosti odbornej
verejnosti moze zabranit’ vzniku pripadnych diagnostickych omylov alebo terapeutickych
zlyhani a prispiet’ tak k zlepSeniu kvality a uspesSnosti v chirurgii, ortopedickej chirurgii,
algeziologii, €1 anesteziologii.
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Suhrn

V sucasnosti existuje mnoho metodik pripravy osteologickych preparatov, ktoré vyzaduju
rozli¢né podmienky. V naSej praci sme porovnavali dva najCastejSie pouzivané roztoky pri
priprave osteologickych preparatov. V préaci sme pouzili 15 kadavérov psov réznych plemien.
Zistili sme, ze najlepsi vysledok dosiahneme pouzitim NaOH, pouzitim KOH vyrazne vieme
skratit’ ¢as maceracie, ale preparaty s mnohokrat poskodené. Kosti, ktoré boli navitané pred
maceraciou mali najlepSiu vyslednt kvalitu. Nami zistené poznatky mozno aplikovat' do
humannej anatomie.

KPucové slova
maceracia, pes, kosti, osteologia, hydroxid

Summary

There are many methods of preparation of bone specimens, which require different
conditions. We compared two maceration solutions - sodium hydroxide and potassium
hydroxide. We used 15 mix breeds dog's cadavers. We found out that the best results were
recorded when sodium hydroxide was used, however, the shortest time of maceration was
recorded with potassium hydroxide. Some specimens were destroyed by potassium hydroxide.
The best quality of the bones was recorded in a group of bones which were drilled before
maceration. Our result can be applied to human anatomy.

Keywords
maceration, dog, bones, osteology, hydroxide

Uvod

Osteologické preparaty hraju dolezita tilohu nie len v rdmci pedagogického procesu, ale aj pri
demonstracii patologickych zmien jednotlivych kostnych Struktar majitefom zvierat za
ucelom lepSieho pochopenia konkrétnych ochoreni ich zvierat. Pri priprave osteologickych
preparatov je mimoriadne dolezité zvolit’ ti najvhodnej$iu metdodu pripravy. Mnoho autorov
opisuje ako nevyhodu pripravy kostrovych preparatov velkych zvierat (psy, kone, hovidzi
dobytok) sprevadzajuci neprijemny zapach a taktiez dlhy ¢as pripravy (1,4,5,7).

Medzi najcastejSie pouzivané maceracné média v sii¢asnosti patri hydroxid sodny a hydroxid
draselny, ktoré sa od seba rozliSuju naymé svojou silou (disocia¢nou konstantou), chemickymi
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vlastnostami tvorit' vysledné produkty maceracie a najmi vyslednym efektom na kvalitu
preparatov (4,6).

V naSej praci sme hodnotili G¢innost’ dvoch maceracnych médii, ¢as maceracie, vznikajuci
zéapach a vyslednu kvalitu osteologickych preparatov.

Metodika a material

V préci sme na zéklade suhlasu majitelov pouzili 15 celych kadaverov psov ré6znych plemien,
ktoré boli eutanazované na Zziadost' majitelov zo zdravotnych dovodov. Kadavery sluzili
v pedagogickom procese Kliniky malych zvierat. Jednotlivé casti kadavérov boli
odseparované a macerované zvlast. Vzorky boli rozdelené do dvoch skupin a niekolko
podskupin. V skupine 1 sme vzorky macerovali v hydroxide sodnom, kde boli 3 podskupiny:
DIhé kosti navitané pred maceraciou, DIhé kosti navitané pocCas maceracie, DIhé Kosti
nenavitané. V skupine 2 sme vzorky macerovali v hydroxide draselnom, kde boli 3
podskupiny: DIh¢ kosti navitané pred maceraciou, DIlhé kosti navitané pocas maceracie, Dlhé
kosti nenavftané. Priemerna teplota maceracie bola 22°C. Kosti po maceracii boli suSené pri
laboratdrnej teplote.

Vysledky

Cas maceracie mikkych tkaniv zavisel na vzrastajicej teplote. Priemerny &as maceracii pri
pouziti hydroxidu sodného bol 12 dni a pri pouziti hydroxidu draselného 7 dni. Teplota
prijatelna pre maceraciu mikkych tkaniv bola v rozpéti od 22°C do 70°C. Pri vysSej teplote
dochiddza k lamaniu tenkych kosti, praskaniu kompakty a typickému stmavnutiu kosti.
Dolezity je fakt, Ze odstranenim ¢o najvécésej ¢asti méakkych tkaniv preparaciou vieme vyrazne
skratit dobu maceracie. Velkou vyhodou je potom minimdalny zapach vznikajici pocas
maceracie. Vyraznej$i zadpach sme zaznamenali len pri maceracii hlav, ¢o si vysvetlujeme
rozkladom mozgového tkaniva.

Navftanie dlhych kosti neovplyviiuje ¢as maceracie tkaniv, ale vyrazne ovplyviiuje kvalitu
osteologickych preparatov. Navftané kosti sa jednoduchs$ie odtu¢novali a nebolo pozorované
presakovanie tuku po konecnom bieleni a suSeni ako u kosti navftanych po€as maceracie
a nenavftanych. NajlepSie vysledky sme zaznamenali ked’ sme kosti navftali eSte pred
maceraciou mékkych tkaniv. AvSak niekedy, aj po dokonalej macerdcii sme zaznamenali
u 30% pripadov presakovanie tuku v oblasti diafyzy.

V porovnani U¢innosti roztokov, sme lepSie vysledky zaznamenali s hydoxidom sodnym
(NaOH). Cas maceracie bol dlhsi, kvalita preparatov bola lepsia, nedochadzalo k odlu¢ovaniu
kompakty po maceracii ako u hydroxidu draselného. Pri hydroxide draselnom (KOH) sme
zaznamenali vyrazne krat§i ¢as maceracie, avSak velmi dlhd macerdcia mdze poSkodit
kompaktu kosti. Zaujimavé bolo to, Ze v pripade pouzitia KOH sme mohli docasne
pozorovat’ aj vizovy aparat kibu, ktory sa pouzitim NaOH ihned’ destruoval. Vysledna farba
kosti po maceracii bola krémova az biela v oboch pripadoch.

Diskusia

Vyuzitie hydroxidu sodného/draselného bolo Studované pri priprave osteologickych
preparatov vtakov, mésozravcov, krys a koni (1,2,3,4,5). Stadie viacerych autorov dokazali,
ze pri pouziti hydroxidu draselného su kosti hnedé a casto poskodené (5). Kosti v nasej praci
po maceracii boli biele, nepoSkodené a nezapachali. Hydroxid sodny ma preto lepSie
vlastnosti ako hydroxid draselny. Nevyhodou je, ze rebrové chrupky a chrupkovité spoje
jazylky boli u¢inkom NaOH destruované, avSak podl'a nasich doterajSich pozorovani u koni k
tomuto javu nedochadza. V porovnani s metédou varu, ktoru skumali niektori autori na
masozravcoch (psy, kuny, macky) je Cas maceracie ovel'a dlhsi, pretoze prepardcia kostier
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varom je otazkou niekol’kych hodin, avsak intenzita zdpachu pocas varu je vel'mi silna (5,7).
V tomto smere sa nami pouZitd metdda maceracie javi ako viac vhodna.

Zaver

Vyber vhodnej metoédy pripravy osteologickych preparatov ma vplyv na ¢asovu a financna
naro¢nost’ pripravy, ako aj na kvalitu vyslednych preparatov. V naSom experimente sme
dosiahli najlepsie vysledky pouzitim chemickej maceracie, kde maceracny roztok bol
hydroxid sodny (NaOH). AvSak najkratSie ¢asy macerdcie sme zaznamenali pri priprave kosti,
kde ako macerac¢ny roztok bol pouzity hydroxid draselny (KOH) t=7 dni. Najlep$iu kvalitu
vyslednych preparatov vykazovali kosti, ktoré boli navitané eSte pred maceraciou mékkych
tkaniv. Ziskané poznatky mozno aplikovat’ do humannej mediciny a férenznych vied.

Obr. 1 Rozdiel v kvalite preparatov — Ramenna kost’ psa
Pravy a l'avy Humerus psa: VIavo kost’ navftana pred koncom maceracie (Skupina 3), vpravo kost’
navitana pred maceraciou (Skupina 2.)
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Suhrn

KTIténa kost’ sprostredkujtica kostné spojenie medzi hornou koncatinou a axialnym skeletom
vykazuje v porovnani s inymi dlhymi kostami urcit¢é morfologické odli$nosti.
NajvyraznejSim, zjavnym rozdielom je odlisny typ kI'bovej chrupky na oboch koncoch
kI'aénej kosti. Potkania klavikula sa od Pudskej ¢iasto¢ne 1isi. Jej kibova chrupka je totozna
S typom chrupky ostatnych dlhych kosti. Odli$nosti ¢iastoéne obmedzuji pouzivanie potkana
v §tadiu l'udskej kI'bovej chrupky klavikuly. Na druhej strane niektoré vlastnosti stvisiace
S tymito odliSnostami pontkajii moznosti pre aplikaciu v medicinskom vyskume.

Krucové slova
kl'a¢na kost’ €loveka a potkana, osifikacia, sternoklavikularny a akromioklavikularny klb

Summary

The clavicle mediating bone-to-bone link between the upper limb and the axial skeleton
shows some morphological differences compared to other long bones The most striking,
obvious difference is the type of articular cartilage at both ends of the clavicle. The rat's
clavicle is somewhat different from human. Its articular cartilage is identical to the type of
cartilage of other long bones. The differences partially restrict the use of the rat as a model for
the study of human clavicular cartilage but on the other hand they can provide some valuable
possibilities for application in medical research.

Keywords
human and rat clavicle, ossification, sternoclavicular and acromioclavicular joint

Uvod

KI'aéna kost’ Eloveka funguje v prenose zat'aze pozdiz jej osi z hornej konéatiny na hrudnik.
U cloveka nie je kost'ou nestcou vdhu a nemé dreniova dutinu ako iné dlhé kosti (4). V
pripade novorodencov je to kost’ najcastejSie postihnuta fraktirou (10). Napriek jej vyznamu a
Castétmu postihnutiu, je zriedkavo predmetom vyskumu a takisto malo prac bolo
publikovanych na tému tykajiicu sa morfologie kl'i¢nej kosti.
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Charakteristia kl'i¢nej kosti

Klténa kost je zdostupnej literatiry zndma ako jedind dlha kost, ktorda osifikuje
intramembran6znym spdsobom (12, 5). V skutocnosti ide o pociatoéntl fazu jej osifikacie. V
l'udskej populacii sa rastové hyalinové chrupavky tvoria na obidvoch koncoch klavikuly
pocas osifikacie o nie¢o neskor (6). Huang a kol. (3) identifikovali vyvojové fazy a opisali ich
ako jedine¢nt kombinaciu membranovej a endochondralnej tvorby kosti. Ako prva spomedzi
kosti osifikuje a je poslednou kostou podliehajucou fuzii (2) Jej sternoklavikularny a tiez
akromioklavikularny kib sa odlisuju od kibov ostatnych dlhych kosti.

Klavikuldrne kiby Eloveka

Na rozdiel od hyalinovej chrupky pokryvajicej ostatné dlhé kosti dospelych I'udi, st obidva
kiby kli¢nej kosti pokryté vizivovou chrupkou (obr. 1). Charakterizovat’ ich mozno ako
atypické synovialne diartrotické kiby. U ¢loveka je medialny - sternoklavikularny kib (SCJ)
tvoreny proximalnym koncom klavikuly, klavikularnym zarezom manubria hrudnej kosti
a chrupkou prvého rebra (8). Hyalinova chrupka doc¢asne pretrvava na sternalnom konci u deti
a mladych dospelych(2). Tento typ chrupky je typicky pre dlhé kosti a ulahcuje hladké
pohyby kosti v kiboch. Lateralne umiestneny akromioklavikularny kib (ACJ) sprostredkuje
spojenie medzi najvys§im bodom lopatky a kli¢nou kost'ou. Podobne ako oba kiby kIi¢ne;
kosti dospelych, védzivovou chrupkou je pokryty aj artikuldrny povrch d’al§icho vel'mi
dolezitého temporomandibularneho kibu. Takisto rast kI'iénej kosti je porovnatelny s rastom
mandibuly (11). Vézivova chrupka ako prechodnéd forma medzi medzi hustym kolagénovym
viizivom a hyalinovou chrupkou umoziiuje obmedzent mobilitu kibov.

Obr. 1 Klavikularna plocha Pudského sternoklavikularneho kibu 68 roénej Zeny, pokryta vizivovou
chrupkou obsahujtcou kolagénové vlakna (kolagén typu I) tvoriace zvdzky (CF). Chondrocyty zvicsa
ulozené samostatne alebo sa zoskupuji. Zeleny trichrom. Bar=20 pm
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Potkan ako model

Napriek uréitym medzidruhovym rozdielom, zvieracie laboratérne modely pre poruchy kibov
v l'udskej populacii sa pouzivajii pomerne bezne. Vacsina laboratérnych zvieracich modelov
bola vhodne opisand v literatire a posudzovanie ich vhodnosti ako modelu pre l'udské
ochorenie je zalozené predovSetkym na histopatologickych kritériach (1). Potkany sa
pouzivaji ako model vieobecne v ramci §tadii zmien a reparicie kibovych chrupaviek,
ktorych vysledky sa aplikuja na I'udi (7, 9)

KPviéna kost’ a jej kiby u potkana

Oba kibové konce kPi¢nej kosti dospelych potkanov su pokryté hyalinovou chrupkou.
KIiaéne kosti tychto zvierat obsahuju drenovi dutinu, podobne ako ostatné¢ dlhé kosti.
Medialny koniec sa u potkanov zulastituje rastu tejto kosti do dizky a pozostiva z dvoch
chrupavkovych struktir oddelenych vrstvou husto natla¢enych mezenchymovych buniek (11)
a povrchovej alebo periférnej fibroznej vrstvy. OdliSitelné st tri vrstvy chondrogénnych
bunkovych linii vytvarajucich proliferativnu, chondrocytova a hypertroficki bunkovu vrstvu
(obr. 2). Proliferativna aktivita buniek chrupky - sternoklavikuldrneho kibu pretrvavala u
nasSich intaktnych potkanov este vo veku 5 mesiacov, ¢o vyrazne prekracuje vekovy limit
udavany vysSie uvedenymi autormi. V priebehu rastu reaguje klavikula na mechanické
zatazenie a napitie suvisiace so sposobom pohybu (4). Pocas enchondralnej osifikacie
kostné trabekuly medialnej strany rastii v smere kolmom k artikularnemu povrchu a tym sa
odchyl'uji od pozdiznej osi kosti, ¢oho vysledkom je zakriveny tvar klavikuly potkana (11).
Ronning a Kantomaa (11) v ramci $tadii kibov kI'iénej kosti potkanov nepozorovali v
mezenchyme chrupavky akromioklavikularneho kibu osteogénnu aktivitu a dospeli k zaveru,
ze lateralny koniec kosti dospelych potkanov ma v podstate len kibova funkciu. V nasich
podmienkach boli zjavné prejavy osteogenézy aj v chrupke ACJ 50 dni starych
experimentalnych potkanov (obr. 3)

< . .
RN \ \' )
Obr. 2 Pretrvavajica proliferativna aktivita buniek SCJ s mitotickymi figirami (M a Sipka) v
proliferacnej bunkovej vrstve (P) u 5 mesiacov starych potkanich samic. HE. Bar=20 um
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Obr. 3 Osteogénna
s transparentnou hypertrofickou (H) vrstvou a osifikacnymi zonami (O). Zeleny trichrom. Bar=10 um

Zaver

Hlodavce pouzivaju horné koncatiny do urcitej miery podobne ako l'udia. Podobnost’ vo
vyvoji sternoklavikularneho kibu preduréuje potkany pre pouZivanie v pokusoch. Horné
koncatiny potkana st zaroven pri pohybe zataZené odlisSnym spdsobom ako ruky cloveka.
Medzi morfologiou a kibovym rastovym vzorom existuje vztah. Podrobnejsi vyskum
pretrvavajucej osteogénnej aktivity chrupky medialneho konca klavikuly dospelych potkanov
pontka rézne moznosti vyskumu, jednym z nich méze byt pouzitie potkanov ako modelu pre
Stadium osteogénneho potencialu a aktivnej adaptacnej remodelacie sternoklavikularnej a do
urditej miery snad® aj akromioklavikularneej kibovej chrupavky aj po ukonceni jej
prirodzeného rastu.
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Sthrn

Kosti panvy predstavuju subor kosti, ktoré spajaju trup s dolnymi konc¢atinami, tvoria oporu
trupu, prenaSajii vahu tela a chrania vnltorné organy, cievy a nervy. Panva ako celok teda
predstavuje z anatomického 1iklinického hladiska vel'mi doleziti oblast, s mnohymi
funkciami.

KPucové slova
0s coxae, pelvis minor, zlomenina

Summary

Pelvic girdle, also called bony pelvis, represents a complex of bones that connects the trunk
and the legs, supports and balances the trunk, contains and supports the internal organs, the
vessels and the nerves. Thus, the pelvis represents a very important area from anatomical and
clinical aspect.

Keywords
hip bone, pelvis minor, fracture

Uvod

Pletencu dolnej koncatiny, teda panvovej kosti (os coxae: os ilium, os pubis et os ischii),
i celej panve ako takej, prinalezia viaceré anatomické funkcie, medzi ktoré patri transmisny,
protektivny a podporny systém. TaktieZ sa jedna o inzerént plochu, od ktorej zacinaju, alebo
sa sem upinaju mnoh¢é svaly. Nemenej dolezity je i fakt, Ze na panve nachadzame vyznamné
pohlavné rozdiely. (4, 6)

Problematika

Panva je kompaktny utvar, ktory sa sklad4 z ossa coxae, 0s sacrum a os coccygis. Spojenim
krizovobedrovych kibov, lonovej spony (symphysis pubica), a tiez viizov, sa vytvori pevny
kosteny kruh/prstenec, ktorym sa prendSa vaha trupu na dolné koncatiny. Tvar, Sirka
a postavenie panvy st pre ¢loveka charakteristické a sivisia so vzpriamenym drzanim tela. (2,
4)

Na panve rozoznavame pelvis major (vel'ka panva) a pelvis minor (mald, alebo ,,porodnicka*
panva). Hranicu medzi panvovymi priestormi tvori linea terminalis (hrani¢nd Cciara).
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Tato siaha od promontdria, cez linea arcuata, az k hornému okraju symfyzy. Pelvis major
ohranicuju kridla bedrovej kosti, kym pelvis minor zozadu ohranic¢uje krizova kost’ a kostr¢,
po stranach a vpredu dolna Cast’ tela bedrovej kosti, sedacie kosti a lonové kosti. V ramci
pelvis minor rozliSujeme, mimo iné, i dolezité roviny: apertura pelvis superior et inferior,
amplitido pelvis a angustia pelvis. (2, 6)

Pohyblivost’ a zdat'az panvy

Transportny systém tvori pevny, pruzny prstenec, ktory prenasa vahu na dolné koncatiny. Pri
stoji je panva naklonena najmé dopredu, v uhle, ktory podla postoja mierne koliSe. Panvovy
sklon, inclinatio pelvis, na zivom tele tazko urcitel'ny, vyjadruje uhol, ktory zviera rovina
vchodu malej panvy s horizontdlnou rovinou. Tento sklon, v pripade inclinatio pelvis
normalis, dosahuje 60°. Kazda zmena panvového sklonu sa prejavuje zmenami bedrovej
lordézy; zviéseny sklon panvy stvisi s prehibenim bedrovej lordozy. Panvovy sklon ma teda
podstatny vplyv na stabilitu a funkciu svalov panvového dna. (2, 4, 6) V praxi pouzivany uhol
- inclinatio coxae je uhol, ktory zviera spojnica spina iliaca posterior superior a horny okraj
symfyzy s horizontadlnou rovinou. Za normalnych okolnosti dosahuje priblizne 40°. Sklon
panvy ovplyviluje i namahanie symfyzy. Symphysis pubica je vel'mi pevné spojenie. Podl'a
sklonu panvy je symfyza vystavena tlaku, alebo tahu. Pri velkom sklone panvy posobi na
symfyzu najmé tlak, pri malom sklone (napriklad pri pohodlnom stati) posobi hlavne tah.
Acrticulatio sacroiliaca je amphiarthrosis (articulatio mobilitatis minimae). (2, 6)

Panvové dno predstavuje podporny systém panvy. Vzhl'adom na panvovy sklon, nesie predna
cast’ dna hlavna vahu panvovych organov, kym zadné a pomerne slabé dno je iba miniméalne
zatazené. Lievikovity tvar Casti panvového dna meni tlakové zat'azenie na tahové. (4)
Konec¢ny tvar panvy sa zac¢ina formovat’ az po osvojeni si chddze. U novorodenca st kostr¢
a bedrové lopatky eSte vyrovnané a lezia skoro v sagitalnej rovine. (3)

Oslabené miesta panvy

Protektivny a podporny systém panvy je podmieneny silou a mechanickou odolnostou
panvovych stien vrozsahu horného segmentu krizovej kosti. Najtensie miesta kostnej
panvovej steny su: stred bedrovych kosti, horné a dolné okraje foramen obturatum a dno
acetabula. V tychto miestach je kosteny podklad tvoreny iba slabou platnickou kompakty,
spongioza chyba. Na tychto zoslabenych miestach nie je periost pevne fixovany. VicSina
panvovych zlomenin je charakterizovand priebehom lomnych linii, ktoré prechadzaju cez
kostené okraje foramen obturatum, dno acetabula, az do krizového kanala. (4) Zatazenie
trupu sa prenasa cez piaty lumbalny stavec, sacrum, krizovobedrové kiby a linea terminalis
ossis ilii na bedrové kiby, a d’alej na dolné kon¢atiny. Predna Gast’ panvy je menej zat'aZzena, a
preto tu nachddzame tenSiu Struktaru kosti. (1)

Zlomeniny panvy predstavuju komplexné poranenie. Pri pelvickej traume sa vyskytuji i
fraktury os sacrum. Zlomeniny kosti, pripadne disrupcie articulatio sacroiliaca et symphysis
pubica, byvaji najcastejSie spdsobené anteroposteridrnou a lateralnou kompresiou a byvaja
sprevadzané silnym krvacanim, poSkodenim nervov a tiez méikkého tkaniva (svaly, organy).
Medzi tzv. stabilné fraktary panvy (bez postihu panvového prstenca; teda okraj panvy je
stabilny) s minimalnou dislokaciou patria izolované fraktury kosti os coxae a prie¢ne fraktiry
os sacrum, a/alebo kostrce. Rota¢na a vertikalna instabilita panvy nastava v pripade postihu
prstenca panvy, vratane kibov. (5, 7, 8, 9)

Zaver

Panva je stcastou pohybového systému, ma i ochrannu funkciu, nesie intersexudlne znaky.
Toto vSetko z nej €ini vyznamnu, a tiez vel'mi zaujimavu topografickl oblast’ tela.
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Obr. 1 Kostena (muzska) panva
(Pozn.: $ipka v urovni linea terminalis / apertura pelvis superior)
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Suhrn

NaruSeny embryonalny vyvin ¢asto vyusti do komplexnych vyvinovych malformécii, ktoré sa
prejavuju Strukturdlnou a / alebo funk¢nou destabilizaciou integrity organizmu. Vrodené
chyby vytokovej cCasti srdca si spravidla asociované s vyvinovymi defektmi organov
vyvojovo viazanych na faryngovii oblast embrya. U pacientov s vybranymi vrodenymi
chybami srdca dochadza k poklesu obranyschopnosti a rozvoju autoimunitnych ochoreni.
Ulohou centralneho lymfatického organu — tymusu je produkcia imunokompetentnych buniek
schopnych rozlisit' telu vlastné anevlastné antigény ane / vyvolat adekvatnu reakciu.
V predloZenej praci sa zameriavame na  hodnotenie  histomorfologickych a
imunohistochemickych odchylok v Struktire tymusu s prihliadnutim na diagnézu ako aj vek
48 pacientov s vrodenymi chybami srdca. Archivny material vo forme parafinovych blockov
bol  spracovany na  ucely  histologického  (HE), histochemického  (PAS)
a imunohistochemického farbenia (cytokeratiny AE1/AE3, HMW cytokeratiny, vimentin VO,
dezmin). Prvky histomorfologickej zmeny v korelacii s imunohistochemickou analyzou boli -
pokles kortikalnej celularity, eliminacia kortikomedularnej hranice, vyskyt penovych
makrofagov, redukcia poctu a zaroven narast vel’kosti Hassallovych teliesok a zvySeny podiel
dezmin-pozitivnych buniek najmid v tkanive pacientov s predpokladom zvysenej miery
hypoxie. Vyrazné odchylky od normalnej Struktiry sme pozorovali najmid u pacientov s
diagnozou transpozicia vel'kych ciev, defekt komorovej prichradky a Fallotova tetralogia.

Krucové slova
tymus, vrodené chyba srdca, epitelové retikularne bunky, Hassallove telieska, myoidné
bunky, pericyty

Summary

Disrupted embryonal development often results in complex malformations with structural
and / or functional destabilization of organism integrity. Congenital defects of outflow part of
heart are usually associated with developmental anomalies of organs that are embryonically
bound to pharyngeal region of embryo. Patients with particular congenital heart defects often
suffer from decreased immunocompetency or autoimmune diseases. Role of thymus — central
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lymphoid organ, is to generate immunocompetent cells, capable of recognition between self
and non-self antigens, and provoking an adequate immunological response. Authors assessed
histomorphological and immunohistological alterations in thymic structure with respect to
diagnose as well as age of 48 patients with congenital heart diseases. Archival formalin-fixed
paraffin-embedded tissue was processed by means of histology (hematoxylin-eosin),
histochemistry (PAS reaction) and immunohistochemistry (cytokeratins AE1/AE3, HMW
cytokeratins, vimentin V9, desmin). Elements of histomorphological changes in correlation
with immunohistochemical analysis were - reduction of cortical celularity, effacement of
corticomedullary junction, foamy macrophages presentation, reduction in number and
increase in size of Hassall’s corpuscles and elevated ratio of desmin-positive cells, especially
in tissue with increased hypoxia predisposition. Frequent aberrancies were observed in
patients with transposition of great vessells, ventricular septal defect and tetralogy of Fallot.

Keywords
thymus, congenital heart defects, thymic epithelial reticular cells, Hassall’s corpuscles, myoid
cells, pericytes

Uvod

Vrodené chyby srdca (VCHS) su vyznamnou sucast'ou detskych kardiovaskularnych ochoreni
a predstavuju vyrazné percento klinicky zavaznych kongenitalnych defektov, s odhadovanou
prevalenciou do jedného percenta Zivorodenych novorodencov (1,2). Strukturdlne VCHS
zahfiaji chyby septacie, malformécie chlopni a 1ézie postihujice vytokovu cCast’ srdca, ktoré
negativne ovplyviuju kyslikové zasobenie, ateda priamo podmieniuji mieru hypoxie v
tkanivach. Navyse, vyvinové chyby srdca zvyknu byt nezriedka asociované s imunitnou
nedostato¢nostou postihnutého pacienta. Sprievodné komplikacie v podobe oneskorenych
obrannych reakcii mozu stvisiet’ s rovnakymi migraénymi drahami buniek v embryogenéze
srdca atymusu (3,4,5). Bunky neuralnej liSty, zohravajuce kIiCovii ulohu v normogenéze
srdca, migruju cez treti, Stvrty a Siesty faryngovy obluk do vyvijajuceho sa trunkokonalneho
septa (6). V dosledku naruSenej migracie a diferenciacie neuroektodermovych buniek cez
faryngovll oblast’” embrya, dochadza k vrodenym vyvinovym chybam Ziabrovych oblukov
aich derivatov — tymusu, Stitnej zlazy a pristitnych teliesok (7). Vystavenie hypoxickym
podmienkam spdsobuje zmeny v expresii génov, ktoré iniciujii bud’ regeneraciu kyslikového
zasobenia vo forme de novo angiogenézy, alebo ovplyviiuju bunkové preZivanie
v podmienkach s nizkym pO; (8). Uvedené regula¢né procesy mozu vyustit’ do modifikacii vo
formovani normalnej Struktary tkaniv. Autori predlozenej prace sa preto zamerali na
histomorfologické a imunohistochemické hodnotenie tkaniva tymusu u pacientov s vrodenymi
chybami srdca.

Material a metody

Histomorfologick4 a imunohistochemicka analyza bola vykonané na stibore 48 vo formaline
fixovanych v parafine zaliatych (FFPE) archivnych vzorkach tymusu z diagnosticky
uzavretych pripadov pacientov s roznymi vrodenymi chybami srdca. K sprievodnej parcialne;
alebo totalnej tymektomii tkaniva dochadzalo pocas chirurgickej korekcie VCHS (Detskeé
kardiocentrum v Bratislave, SR). Pacienti boli vo veku od $tyroch dni do 13 rokov. Viac nez
77 % (37/48) pacientov bolo mladsich neZ jeden rok. Priemerny vek pacientov bol 1,17 +2,47
roka. Podiel pohlavi bol 1 : 1,53 v prospech chlapcov. Vzorky boli hodnotené pomocou
svetelnej mikroskopie (Olympus BX41), obraz bol spracovany s pouzitim Olympus E-420.
FFPE tkanivo tymusu bolo narezané na Sum hrubé rezy, deparafinované a farbené s pouzitim
zékladnych histologickych a histochemickych metdod hematoxylin-eozin a PAS reakcia.
Histomorfologick4d analyza bola cielend na hodnotenie odchylok funkéného cytoretikula
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a dominantnych aberacii v pocte, vel'kosti a Strukture Hassallovych teliesok drene pri r6znych
typoch  VCHS. Pre imunohistochemicku detekciu variabilnej topografickej distribucie
bunkovych populécii tymusu a ich odchylok u rozdielnych VCHS sme pouzili Sirokt Skalu
protilatok — epitelové retikularne bunky (cytokeratiny AE1/AE3, HMW (High Molecular
Weight) cytokeratiny, vimentin V9), myoidné bunky / pericyty (dezmin). Metodicky postup
imunohistochemického farbenia sa riadil odportc¢aniami vyrobcu. Po aplikécii primarnej
protilatky nasledovala inkubécia po dobu 20 minut pri izbovej teplote. V pripade doporucenia
linkeru sme aplikovali EnVision™ FLEX (Dako, Denmark) anasledne sme vzorku
inkubovali so sekundarnou protilatkou (HRP SMS802). Pozitivna imunoreakcia bola
vizualizovand pomocou detekéného systému EnVision FLEX a DAB chromogénu (Dako,
Denmark). Jadra boli dofarbené Mayerovym hematoxylinom (Lillie’s modification, Dako,
Denmark). Premyté a dehydrované vzorky boli nésledne montované do média Entelan
(Merck, Germany). Semikvantitativne bola hodnotena intenzita imunoreakcie (-/negativna,
+/slabd, ++/strednd, +++/silnd) ako aj percento antigén-exprimujucich buniek (< 10 %; 11 —
50 %; =51 %).

Vysledky

Z celkového poctu 48 pripadov, v siedmich (14,58 %) sme pozorovali markantny pokles
celularity vkore tymusu. Kortikdlne zuzenie bolo natol’ko dominantné, ze niektoré
pseudolaloky boli obkolesené len tenkym margindlnym lemom kory. Navyse, evidentné bolo
stieranie kortikomeduldrneho spojenia, ¢ize elimindcia definovanej hranice medzi korou
a drefiou. Dve vzorky (4,16 %) vykazovali nadmerny pokles bunkového obsahu kory do takej
miery, ze dren sa javila ako denzny akumulat lymfocytov a kéra bola presytena zviazkami
spojivového tkaniva. Kortikdlne prejasnenie bolo v Siestich pripadoch (12,5 %) sprevadzané
pritomnost'ou penovych makrofagov (Obr. 1B), ¢o evokovalo vzhl'ad ,hviezdnej oblohy*
vV danom histotopografickom regione.

V dreni najvacsie odchylky vykazovali Hassallove telieska (Obr. 1A). ZvdcSené Hassallove
telieska s hypertrofickymi epitelovymi bunkami retikula usporiadanymi do lamelarne;
Struktary boli pritomné v 13 vzorkach (27,08 %). Cystické Hassalove telieska obsahujice
Siroké dilatacie medzi retikuloepitelovymi bunkami boli ¢asto asociované s akumuléaciou
amorfného PAS-pozitivneho obsahu vo svojej Struktare (39,58 %). NavySe, s narastajiicou
velkostou Hassallovych teliesok sme evidovali klesajici pocet tychto Struktur. Odchylky
v architekture Hassallovych teliesok dominovali v skupine starSich pacientov.
Cytoplazmaticka expresia protilatok viazanych na populéciu epitelovych retikularnych buniek
vykazovala identicky vzor topografickej distribiicie. Pozitivna imunoreakcia dominovala
v dreni, s intenzivnou akumulaciou cytokeratin-pozitivnych buniek v blizkosti Hassallovych
teliesok. Naopak, expresia antigén-pozitivnych buniek Vv kore bola nizka. Pozoruhodnym
nalezom bola asocidcia poklesu percentudlneho vyskytu cytoretikula vo vzorkach
S kortikalnym prejasnenim a stieranim kortikomedularnej hranice.

Odchylky v normalnej distribucii a vyskyte sme zachytili aj v pripade myoidnych buniek
tymusu. Dezmin-exprimujuce vretenovit¢é bunky boli lokalizované zvédcSa v regione
kortikomeduldrnej hranice a drene. AvSak, vo vzorkach star§ich pacientov s ,hviezdnou
oblohou* a modifikovanymi Hassallovymi telieskami drene bol evidentny narast v pocte
myoidnych buniek tymusu. Popisané odchylky Struktiry tymusu vykazovali variabilitu nielen
vramci rozdielnych diagn6z vrodenych chyb srdca, ale aj medzi pacientmi s rovnakym
kardiologickym defektom. Vzorky tymusu pacientov s transpoziciou velkych ciev, defektom
komorovej priehradky a Fallotovou tetralogiou vykazovali najfrenkventovanejsi vyskyt
pozorovanych histomorfologickych a imunohistochemickych odchylok.
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Obr. 1 Histomorfologické odchylky v Struktare tymusu deti s vrodenymi chybami srdca.
A Variabilita vo velkosti a Struktare Hassallovych teliesok, B. pritomnnost’ penovych makrofdgov
v kore, s expresiou cytokeratinov AE1/AE3 v subkapsuldrnej oblasti.

Diskusia

Typické ¢lenenie histologickej Struktury tymusu zahffia periférne ulozent koru s denznym
obsahom proliferujucich a diferencujicich tymocytov a centralne lokalizovanu drefi, bohata
na lamelarne Hassallove telieska. Primarnou funkciou tymusu je produkcia
imunokompetentnych T lymfocytov zodpovednych za mechanizmy adaptivnej imunity,
imunologického dozoru a imunologickej tolerancie. S progredujiicim vekom vs$ak tymus meni
svoje zlozenie. Dochadza k redukcii funkénej cytoretikularnej stromy — fyziologickej
involucii. Té je kontinuidlne nahrddzanid vézivovym atukovym tkanivom, s naslednym
poklesom generacie imunokopetentnych T lymfocytov (9,10). Napriek znacnej involucii su
rezidualne ostrovceky aktivneho tkaniva tymusu po adekvatnej stimuldcii schopné iniciovat’
tvorbu T lymfocytov do vysokého veku (11). Okrem nezastupitelnej imunitnej funkcie je
tymus spolahlivym indikator stresu heterogénneho pdovodu, na ktory reaguje akttnou resp.
chronickou patologickou involuciou tkaniva (12,13).

Znizenie bunkovej hustoty kory, vymiznutie kortikomedularneho rozhrania s predominanciou
lymfocytov v dreni, spolo¢ne s vyskytom penovych makrofagov a dilataciou vézivovych
priehradiek ako aj sredukciou poctu a narastom velkosti Hassallovych teliesok drene st
klasické prejavy involuénych zmien tymusu (14). Napriek tomu, ze popisané Strukturalne
prejavy st spojené s pribudajicim vekom, vyrazne kopiruji histomorfologické
a imunohistochemické pozorovania v nami hodnotenych vzorkach od pacientov do jedného
roku Zivota. Predpokladdme, Ze sa nejednd o znaky fyziologickej involdcie, ale prejavy
patologickej stresom-podmienenej prestavby tkaniva. Prace inych autorov (15,16) pripisuju
tieto zmeny strate kortikdlnych tymocytov, vzostupu de-novo angiogenézy a rozSireniu
perivaskularnych priestorov v dosledku hypoxie, ktord priamo znizuje schopnost’ bunkového
rastu a prezivania. Nase vysledky mézu podporit’ hypotézu, ze nedostatocnd saturdcia tkaniva
kyslikom moéze spuastat skory nastup involuénych zmien tymusu udeti s VCHS.
Morfologické odchylky sme pozorovali najmd u diagndz s pretrvavajlicou hypoxiou —
Fallotova tetralogia, transpozicia velkych ciev adefekt komorovej priehradky. ZvySena
imunopozitivita pre dezmin u hypoxickych diagnéz moéze svedCit' o narastajicom pocte
pericytov — buniek aktivnych pri de novo angiogenéze (17). Tato asociacia méze byt
podmienena pretrvavajicimi nevhodnymi hypoxickymi podmienkami, kedy v tymuse
pravdepodobne dochadza k uz spominanej kompenzacnej remodelacii tkaniva v snahe zvysit
prisun kyslika. Hypoxiu ako jeden z primarnych stimulov histopatologickej transformacie
Hassallovych teliesok oznacuji aj Ceyran et al. (18).
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NavySe, naSe vysledky vykazovali komplexné progresivne histopatologické zmeny
s pribudajucim vekom, resp. s pretrvavajicou dobou posobenia stresového faktoru, v tomto
pripade pravdepodobne hypoxie, pripadne fluktuujucej hladiny adrenokortikoidnych
stresovych horménov (19). Senzitivna reakcia tymusu na kolisavé hodnoty glukokortikoidov
modze rovnako vyustit do apoptdzy korovych lymfocytov s néslednou redukciou kory
a hypertrofiou Hassallovych teliesok (20). Savino a Dardenne (21) a Loginova et al. (16)
uvadzaju zvySenu asociaciu hodnotenych histomorfologickych odchylok s negativnym
funkénym poSkodenim tymusu s dopadom na diferenciacny proces T lymfocytov u deti
s VCHS. Heterogénny stres u detskych pacientov s vrodenymi chybami srdca moze negativne
regulovat’ nielen histomorfologicku Struktiru tymusu, ale perzistujice stresom- podmienené
involu¢né zmeny by mohli stimulovat’ v€asné starnutie imunitného systému (22,23).
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Suhrn

Ischemicko-reperfazne poskodenie (IRP) tenkého c¢reva patri medzi zavazné poruchy
cirkulacie. V klinickych podmienkach sa prezentuje IRP tenkého creva ako nozologicka
jednotka asociovana s vysokou morbiditou a mortalitou vy$Sou nez 50 %. NajcastejSie st
takyto pacienti hospitalizovani na traumatologickych a chirurgickych jednotkach intenzivnej
starostlivosti alebo anesteziologickych oddeleniach. IRP indukuje priame poskodenie ¢reva a
nepriame poskodenie vzdialenych organov, ktoré vznikd naruSenim crevnej bariéry
S naslednou translokaciou baktérii a produkciou zapalovych substancii, ktoré sa uvoltiuju do
lymfo-hematogénnej cirkulacie. V najzavaznejsich pripadoch dochadza k rozvoju syndromu
multiorganovej dysfunkcie (MODS).

Kricové slova
ischemicko-reperfizne poskodenie, potkan, tenké ¢revo, vzdialené organy

Summary

Ischemia-reperfusion injury (IRI) of small intestine is a complex belonging to severe failures
of circulation. Small intestine IRI in clinical conditions presents itself as nosologic unit
associated with high morbidity and mortality higher than 50 %. These patients are most
commonly hospitalised in traumatological or surgical intensive care units or anesthesiological
wards. IRI induces direct damage to intestines and indirect damage to remote organs, which is
a result of intestinal barrier impairment following translocation of bacteria and production of
pro-inflammatory substances that are released to lympho-haematogenous circulation. In the
most severe cases, there is an onset of a multiorgan dysfunction syndrome (MODS).

Keywords
ischemia-reperfusion injury, rat, small intestine, distal organs
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Ischemicko-reperfiizne poskodenie tenkého creva

Tenké Crevo patri medzi jeden z najcitlivejSich organov na ischémiu, pricom uz samotna
ischémia je pre stenu ¢reva nebezpecnd, no v komplexe IRP zavisi rozsah jeho poskodenia aj
od naslednej reperfuzie, ktord poskodenie prehlbuje (1). IRP predstavuje vazny problém pri
rekonStrukciach aneuryziem abdomindlnej aorty, transplanticiach tenkého creva,
kardiopulmonalnom bypasse, strangulovanych herniach a patri aj medzi jeden z etiologickych
podkladov pri poSkodeni transplantovaného ¢reva a nekrotizujucej enterokolitidy u pred¢asne
narodenych deti (2,3). Fyziologicka ischémia s reperfiziou je pozorovana u jedincov, ktory
vykonavaju submaximdlnu alebo maximalnu fyzicka zataz (napr. pri Sporte) v dosledku
sympatikovej aktivacie a redistribucie krvi do zivotne ddélezitych orgénov (4). Patologické
IRP tenkého ¢reva vyvolava arteridlna oklizia spdsobend trombozou, emboliou, tlakom na
cievy (tumor, volvulus, strangulovana hernia) a v experimentalnych podmienkach aj ich
ligatirou. Pozname aj neokluzivne procesy spustajuce ischémiu, akymi su napriklad
kardidlna insuficiencia, sepsa, Sok a aplikdcia lieCiv (alfa-1l-agonisty, digitalisové glykozidy
a1.). Najviac postihnuté su hlavné neparové visceralne tepny odstupujuce z aorty — truncus
coeliacus, a. mesenterica superior a a. mesenterica inferior (5,6).

Ischémia zastavuje aerdbny metabolizmus v bunkach, ¢im stopne syntézu ATP. ZvysSna
glukéza sa anaerdbnou glykolyzou meni na laktat. Postupom casu v bunke dochadza
k deplécii energetickych zéasob, naruseniu i6novej homeostazy, acidéze a hromadeniu
toxickych metabolitov, ktoré priamo alebo aktiviaciou medidtorov poskodzuji bunku (7).
Podl'a Vollmarovej a Mengera (8) dochadza k destrukcii ¢reva v priebehu reperfuzie hlavne
kvoli zmenam v mikrocirkulacii. Prvou zmenou je tzv. kapilarny ,,no-reflow* fenomén, kedy
v dosledku kapilarnej obturacie leukocytmi, opuchom cievneho endotelu a kontrakciou
perivaskularnych pericytov v priebehu ischémie sa ani po reperfizii nedostava krv do
postihnutej ¢asti. Druhou zmenou je tzv. ,kyslikovy paradox* kedy privod kyslika stimuluje
tvorbu reaktivnych foriem kyslika (ROS) a dusika (RNS) aindukuje sterilni zépalova
reakciu. Zda sa, ze hlavni tlohu v reperfuznom procese zohrava aktivacia nukledrneho
faktora kappa B (NF-xB), ktory sptista koordinovanti expresiu prozapalovych cytokinov (IL-
1, IL-6, TNF-a), enzymov (napr. cyklooxygendzy 2) a adhezivnych molekul (ICAM-1,
CD11b/CD18 ai.) (9,10). Po naruSeni protektivnej hlienovej a epitelovej vrstvy, zmene
fenotypu ¢revnych baktérii na viac agresivny, ich translokacii a produkcii toxinov sa spusta
systémova zapalova odpoved’ (SIRS). T4 je potencovand uvolnenim zapalovych mediatorov
z rekruitovanych zapalovych buniek, ktoré vo vzdialenych organoch vyvolavaju zapal (11).
Vyprodukované cytokiny, ROS, endotoxin a dalSie zapalové molekuly sa do vzdialenych
organov transportuju nielen hematogénnou cestou, ale aj lymfogénne. Zépalovo ,,zmenena*
lymfa zvySuje zapalovl aktivitu v pl'icach a mozgu, zniZuje kardidlnu kontraktilitu a ma
zrejme vel’ky vyznam v aktivacii MODS po IRP (12,13). He akol. (14) popisuja, ze pri
experimentalnom zavedeni drenaZe lymfatického odtoku pred IRP tenkého creva bola u mysi
pozorovana znizena aktivita meranych zapalovych markerov v plazme po IRP.

Histopatologické zmeny v stene tenkého creva

Morfologické zmeny tenkého Creva st pozorovatel'né uz po 15 minutach ischémie a postupuji
od apikalnej Casti ¢revnych klkov smerom bazilne k ¢revnym kryptam. V apikalnej cCasti
klkov dochadza ku kontrakcii bazdlnej membrany aktivdciou myofibroblastov a
z kontrahovanej casti bazalnej membrany sa oddelia enterocyty. Medzi enterocytmi
a obnazenou bazalnou membranou vznikaji tzv. Griinhagenove priestory. Po 30 minttach
ischémie po celom obvode klkov pozorujeme prvotné znamky nekrdzy enterocytov. Zaroven
na obnazenu Cast’ bazdlne] membrany migrujii enterocyty z oblasti krypt a bazalnej Casti
klkov. Pri trvani ischémie nad 45 mintut sa samotny klk zmensuje, rozsiruje a ,,stahuje* ranu
po poskodeni, ¢im zrejme brani prieniku patogénov do hlbsich vrstiev (5,15). Kratko po
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reperfazii je mozné sledovat’ zapalovy infiltrat, edém a kongesciu tkaniva sliznice. Po asi 3
hodinach vidiet' zndmky prvotnej regeneracie a po 24 a viac hodindch reperfiizie nastava
kompletna regeneracia, ustup edému a znizenie stupna kongescie, zatial' ¢o mierny zapalovy
infiltrat nad’alej pretrvava. Tieto regeneracné zmeny postupuju od crevnych krypt k
apikalnym castiam klkov (16,17). Podl'a zisteni Pontella a kol. (18) je po IRP postihnuta aj
longitudinalna podvrstva vonkajSej svaloviny. V hladkych svalovych bunkach dochadza
k intracelularnej vakuolizacii sarkoplazmy a objaveniu sa opticky prazdnych intercelularnych
priestorov medzi jednotlivymi bunkami. Tieto zmeny su zjavné aj po troch dioch a postupne
sa reparuju. Zmeny cirkularnej vrstvy pozorované neboli. Od 2. tyzdina po IRP je pozorovana
vyrazna infiltricia aktivovanymi mastocytmi predovsetkym vo vrstve serdzy a svaloviny,
s vysokou koncentraciou predovsetkym v okoli ganglii plexus myentericus Auerbachi. Bola
zaznamenand aj pomala a postupna infiltracia eozinofilmi po IRP, ktora postihuje celt hrabku
steny ¢reva (19). In vivo sa kratko po IRP funkéne predlzuje ¢as pasaze ¢revného obsahu. To
sa vysvetl'uje zniZenim produkcie NO €revnou sliznicou a postupnou degeneraciou az stratou
intersticialnych Cajalovych buniek (ICC). V oblastiach enterického neuralneho systému
dochéadza v tejto faze ku kompenzacnym zmendm: zvySuje sa vyskyt neurénov pozitivnych na
vazoaktivny intestinalny polypeptid (VIP) a NO-syntdzu (NOS). V priebehu jedného az
desiatich tyzdniov po reperfuzii sa vSak v oblasti plexus submucosus Meissneri a plexus
myentericus Auerbachi pozoruje postupna degeneracia az nekréza neurénov (18,19).

Ovplyvnenie a zmeny vo vzdialenych orgdnoch

Prvym organom, do ktorého cez v. portae smeruje krv z ¢reva je peceii. V priebehu ischémie
sa prietok cez pecen znizuje na 70-75 % normy, priCom v portalnej cirkuldcii stupa v tejto
faze koncentracia laktatu, sukcinatu a anorganického fosfatu (P;j). Po reperfuzii dochadza
V pecennovom parenchyme ku dezorganizacii pecenovych tramcov, dilatacii a kongescii
sinusoidnych kapilar, v ktorych sa vyskytuje bunkovy detritus (20,21). Disseho priestory st
opuchnuté a hromadia sa v nich trombocyty, lymfocyty a albumin. V intermediarnej zone
pecenovych laloc¢ikov sa akumulujii neutrofily a Vv centrolobularnej zéne je detekované
zlyhanie oxidativneho metabolizmu, deplécia ATP so zniZenim proteosyntézy,
glukoneogenézy, sekrécie zl¢ovych kyselin a detoxifikaénych procesov. Elevované AST,
ALT a ALP v sére po IRP naznacuju rozny stupen dystrofického poskodenia hepatocytov
(20,22,23). Zapalové bunky, ROS ardézne kardiotoxické substancie smeruji z pecene
vV druhom slede do srdca a spdsobuju jeho postihnutie. Dochédza ku poskodeniu beta-oxidacie
mastnych kyselin v kardiomyocytoch, ¢o sa prejavuje znizenou kontraktilitou a relaxac¢nou
dysfunkciou. To vedie Kkupoklesu pulzovej frekvencie a vyvrhového objem srdca s
naslednym poklesom stredného arterialneho tlaku. To vSetko este d’alej potencuje a prehlbuje
zhorSenie perfuzie tenkého Creva, ale aj inych organov (1,24). Po reperfuzii tenkého Creva je
typickym nalezom kongescia kapildr s miernym zapalovym infiltritom medzi
kardiomyocytmi. Pozorovana bola aj nepravidelnost’ usporiadania a zvinenie kardiomyocytov
s vakuolizaciou a zvySenim eozinofilie sarkoplazmy. Okrem toho st v nich disperzne
pozorovatel'né aj tzv. kontrakéné pasy znaciace zoénu nekrdzy (25).

PosSkodenie plic je najnebezpecnejSou, najsmrtelnejSou a najrychlejSie sa rozvijajicou
komplikaciou pri IRP tenkého Creva. Toto poskodenie je spdsobené masivnou transmuralnou
migraciou aktivovanych neutrofilov do intersticia, ktoré poskodzuju cievny endotel a zvySuju
mikrovaskularnu permeabilitu s naslednym rozvojom kongescie a intersticidlneho edému
plic. Okrem toho dochadza k rozvoju syndromu akutnej dychovej tiesne (ARDS), kedy
v dosledku poSkodenia alveolo-kapilarnej membrany zapalom nastdva tzv. kapilarny leak
proteinov plazmy do alveol. Tie na povrchu pneumocytov a pl'icneho surfaktantu koaguluji
avytvaraji tzv. hyalinove membrany. To sa prejavuje respiraénou insuficienciou,
hypotenziou a cyandézou. Samotny ARDS potencuje a urychl'uje MODS, ktory sa rozvija po
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ischemicko-reperfiznom inzulte ¢reva (1,26,27). Arruda akol. (28) pozorovali po IRP
tenkého Creva hyperreaktivitu bronchidlneho hladkého svalstva potkanov po stimulacii
metacholinom, ¢o naznacuje, Ze mezenteridlne IRP vyvolava respiracni dysfunkciu nielen
morfologickymi, ale aj funkénymi zmenami.

V désledku zvysenej vaskularnej permeability v oblasti plic a tenkého ¢reva a poSkodenia
srdca po IRP sa rozvija syst¢émova hypovolémia s hypotenziou, ktora u potkanov indukuje
prerendlne akutne zlyhanie obli¢iek (AKI). To sa prejavuje postupnym zniZovanim
glomerularnej filtracie s naslednou oliguriou, metabolickou acidézou a elevaciou hodnot
sérového kreatininu. Tesne po reperfuzii dochddza u potkanov ku akutnej tubularnej
dysfunkcii, kedy sa zvySuje funkéna exkrécia natria do mocu az o025 % viac oproti
kontrolnym skupindm. V takto postihnutych oblickach sa zvySuje aj aktivita sympatikovej
eferentnej renalnej inervacie, ktora zvySuje vaskularnu rezistenciu (29,30). Varga a kol. (31)
uvadzaji, ze 4 hodiny po reperfuzii su v parenchyme obli¢iek potkanov pozorovatelné
morfologické zmeny, priCom bol pozorovany vyrazny edém kory obli¢iek a deformacia
glomerulov. Pritomny je aj opuch epitelovych buniek tubulov so stratou kefkovitého lemu
a taktiez vyrazna vakuolizacia cytoplazmy epitelu proximalneho a distdlneho tubulu. Okrem
toho dochadza ku kondenzicii jadrového chromatinu a v jednej az dvoch tretinach celého
tubularneho profilu aj ku kompletnej karyorexii bunkovych jadier (31,32).

IRP tenkého Creva je nebezpetné aj pre mozog. Aj ked Hall a kol. (33) prvotne preukazali, Ze
po IRP nedochadza ku Zziadnym morfologickym a biochemickym zmenam v tkanive CNS
potkanov, dalSie Stadie uz uréité zmeny popisuji. Tieto rozdielne pozorovania zrejme
vychadzaji z r6znej doby trvania experimentalnej ischémie a naslednej doby reperfuzie pred
odobratim a zhodnotenim tkaniv. Po IRP tenkého creva trpi mozog primdrne v dosledku
zvysenej zapalovej aktivity a v mensej miere aj kvoli systémovej hypoperfuzii. Cirkulujuce
ROS a prozapalové cytokiny poskodzuju Strukturu hematoencefalickej bariéry a zvysuju jej
priechodnost’. Dochddza ku vazogénnemu edému, perivaskularnej akumulécii sérovych
proteinov a aktivacii perivaskuldrnych makrofagov, ktoré vzapati aktivuju populéciu
neurogliovych buniek (mikrogliu aj astrocyty). Aktivované mikrogliové bunky sa zvicsuju,
menia svoj povodny tvar na nepravidelny az ameboidny, stavaju sa IBA1-pozitivne a zacinaja
produkovat’ ROS a prozapalové cytokiny. Tato ,reaktivna glidoza®“ je znamkou akutneho
reaktivneho zapalového procesu nervového tkaniva (34,35). Zmeny nervového tkaniva mozgu
st viditeI'né uZ 6 hodin po reperfuzii ¢reva, kedy sit pozorované zmeny neurénov v réznych
oblastiach kory mozgovej a vo vel'kej miere aj v hippokampadlnom CAT1 regione. Zasiahnuté
neurdny su scvrknuté a farbia sa vyrazne intenzivne. To je predzvest’ zacinajuceho procesu
apoptozy. U potkanov bol pred apo IRP tenkého ¢reva vykonany Standardizovany Morris
water maze test (MWM). Po IRP boli preukazané zmeny v MWM, predovsetkym v zmysle
poklesu priestorovej orientdcie, pamite a uenia. To naznacuje, ze po inzulte nedochadza len
ku morfologickym, ale aj vykonnostnym a kognitivnym zmenam v mozgu potkanov (36).
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Suhrn

V nasej praci sme sa zamerali na zistovanie povrchového a hibkového uéebného 3tylu vo
vzt'ahu k akademickej tspesnosti v anatémii. Vyskumny stubor tvorilo 98 Studentov 2. ro¢nika
vSeobecného lekarstva, ktorym sme administrovali dotaznik na zistovanie povrchového
a hibkového pristupu k uéeniu. Vysledky $tadie nepotvrdili signifikantné rozdiely
v akademickej Gspesnosti muzov a zien. DevétdesiatSest’ z 98 Studentov malo vysSie skore
povrchového udebného stylu ako hibkového. Statistickd analyza ukazala signifikantni
pozitivnu korelaciu medzi hodnotami skére pre povrchovy ucebny S$tyl a akademickou
Gispesnost'ou v anatémii. Pri porovnani skore povrchového a hibkového ugebného §tylu medzi
muzmi a Zenami sme zistili signifikantnti korela¢nti mieru rozdielu medzi muzmi a zenami iba
v skére hibkového uéebného tylu.

Kruacové slova
anatémia, akademicka tspeSnost’, u¢ebné styly, povrchovy a hlbkovy ucebny styl

Summary

This study focuses at the the surface and deep learning style in relation to the academic
success in anatomy. Inventory for the identification of the superficial and deep learning style
was administrated to 98 students of the general medicine - second class. Results revealed no
significant gender differences in anatomy academic success. Ninety six of 98 students had
higher scores of superficial learning than the scores of the deep learning. Statistical analysis
showed significant positive correlation between the scores of superficial learning style and
academic success in anatomy. Comparison of the superficial and deep learning style scores
between males and females confirmed significant difference only in deep learning style
scores.

Keywords
anatomy, academic success, learning styles, superficial and deep learning

Uvod

Tematika procesu ucenia je v sucasnej dobe stale aktualnejSia. Vyplyva to najma z potreby
osvojovat’ si stadle via¢Sie mnozstvo novych informacii o najefektivnej$im sposobom. Proces
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ucenia ma svoju kognitivnu, konativnu a socialnu stranku. Kognicia je proces pozndvania
zahffiajuci vnimanie, zapamatavanie, usudzovanie, myslenie a reC. V procese ucCenia je vSak
vel'mi dolezita aj konativna stranka uéenia - motivacia a samozrejme socialna stranka - Kto
alebo s kym sa uc¢ime (1). Ucebny S$tyl charakterizuju postupy resp. spésoby ucenia, ktoré
jedinec v danom obdobi pri uéeni uprednostiiuje (1,2). Pojem ucebny $tyl je casto zamienany
s pojmom kognitivny $tyl. Tak ako je kognicia iba jednou strankou ucenia je kognitivny $tyl
iba sucastou ucebného stylu. Je to sposob akym prijimame a spracuvame informacie, je
vrodeny a V priebehu Zivota sa iba tazko meni. Naopak ucebny Styl sa v priebehu Zivota
mdze menit, vyvija sa a moze sa zdokonalovat (1). V sicasnosti existuje niekol'ko teodrii
urcujucich rézne typy ucebnych stylov. Fleming (1,3) napriklad klasifikuje ucebné styly
podl'a zmyslovych preferencii a vycleituje vizualny, akusticky, verbalny a kinesteticky styl
(VARK - visual, aural, read/write, kinestetic). Gardnerova klasifikacia charakterizuje ué¢ebné
Styly na zdklade prevazujucich druhov inteligencie na linguisticky, logicko-matematicky,
priestorovy, kinesteticky, muzikélny, interpersonélny, intrapersonalny a prirodny (1,2). Podl'a
Kolbovej tedrie I'udského ucenia sa ucebné $tyly lisSia podla toho akym spdsobom l'udia
vnimaji realitu (konkrétne alebo abstraktne) aakym spdsobom spracivaji informdcie
(aktivne alebo reflektivne) (1,2). Marton a Sdljo (4) charakterizovali ucebné Styly
z kvalitativneho hl'adiska na povrchovy (surface learning) a hibkovy (deep learning) ucebny
styl. Povrchovy ucebny Styl preferuje najmi paméitové ucenie, memorovanie a kvantitativne
rozsirovanie poznatkov. Hibkovy §tyl je zaloZzeny na snahe pochopit’ a porozumiet’ $tudované
javy a veci, nachadzat’ v nich stvislosti a logiku, vytvarat’ vlastné zavery a stanoviska (1,2).
Studenti si svoj ucebny vicsinou neuvedomuji a ani neanalyzuju. Pouzivany uéebny styl
modze ovplyviiovat’ akademicku uspesnost’ v pozitivnom, ale aj v negativnom zmysle podl'a
typu informdcii resp. uciva, ktorému sa Student prave venuje. V suCasnosti si dostupné
diagnostické testy na zaklade ktorych je mozné urcit’ preferenciu ucebnych stylov jednotlivca
v danom obdobi. Ucebné §tyly je mozné menit’, najlepSie s pomocou ucitel'a alebo spoluziaka,
ale mdze ich menit’ aj sam Student (1).

V nasej praci sme sa zamerali na zistovanie povrchového a hibkového uéebného stylu vo
vzt'ahu k akademickej UspeSnosti v anatomii atiez zistenie rozdielov v Styloch ucenia a
akademickej GspeSnosti v predmete anatdmia medzi Studentami a Studentkami.

Material a metody

Vyskumu sa zucastnilo 100 participantov, Studentov 2. ro¢nika vSeobecného lekarstva, vo
veku od 19 do 28 rokov, priemerny vek bol 20,65 rokov. Dvaja respondenti nevyplnili
dotaznik podla pozadovanych kritérii a museli byt zo stboru vyliceni. Dotaznik bol
administrovany po pisomnom teste k zaverecnej skuske. Na zistovanie u¢ebného $tylu sme
pouzili Entwistlov dotaznik na zistovanie povrchového a hibkového pristupu k ugeniu z roku
1996, ktory upravil a prelozil Ivan Turek. Dotaznik pozostava z 20 vyrokov, ku ktorym
respondent prirad’uje pocet bodov podla Likertovej Skaly (1 bod - plne sthlasim, 2 body-
stihlasim, robim tak vac¢sinou, 3 body — neviem, 4 body- nesuhlasim, robim tak malokedy, 5
bodov - plne nesthlasim) (1). Akademicka tspe$nost’ sme hodnotili na zaklade zavereéného
hodnotenia skusky z anatomie pozostavajucej z pisomného testu, praktickej skusky a ustnej
skusky (A — 5 bodov, B - 4 body, C - 3 body, D - 2 body, E - 1 bod, Fx — 0 bodov) v riadnom
termine (nie po€as opravnych terminov) a aj pomocou skore v % ziskanych v pisomnom teste
k zavereCnej skuske z anatomie. Pisomny test pozostaval zo zatvorenych otazok s vyberom
spravnych odpovedi (cca 50% otazok) a z otvorenych otazok so stru¢nou odpoved’ou (cca
50%). Statisticka analyza bola vykonana prostrednictvom $tatistického programu PSPP verzia
0.9.0. Boli zistované deskripcie premennych — priemer astandardna odchylka, median,
minimum a maximum, a metddy bivarianej analyzy — Spearmanov koeficient poradovej
korelacie, korela¢na miera rozdielu medianov a korelacny koeficient ETA.
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Vysledky

Pri analyze akademickej uspeSnosti sme hodnotili percentudlnu uspeSnost’ pri pisomnom teste
k zavereCnej skuske (vid® tabulka 1) avysledné hodnotenie zo zavereCnej skusky z
anatomiev riadnom termine (vid’ obr. 1). Statisticka analyza nepotvrdila signifikantné rozdiely
v akademickej uspesnosti muzov a zien, ani v % uspesnosti z pisomného testu (p=0,114) a ani
V hodnoteni tstnej skisky (p=0,689).

Percentualna uspeSnost’ z pisomného testu
k zavere¢nej skuske z anatémie
priemer std minimum median maximum
spolu(n=98) 86,00 13,60 28 89,5 100
A (n=20) 85,85 3,95 83 96 100
B (n=23) 91,43 4,72 82 92 100
C (n=20) 87,95 8,10 67 87,5 98
D (n=13) 81,92 4,59 69 83 97
E (n=3) 85,00 6,08 78 88 89
Fx (n=19) 69,95 20,02 28 74 95
Muzi (n=41) 83,44 17,07 28 88 100
Zeny 87,84 | 10,21 49 91 99
(n=57) ' '

Tab. 1 Percentualna Gspesnost’ z pisomného testu k zavere¢nej sktiske z anatomie

Obr.1 Hodnotenie zavere¢nej skusky z anatomie v riadnom termine — percentudlne zastipenie poctu
Studentov v jednotlivych stupiioch zavere¢ného hodnotenia skisky z anatomie
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Obr. 2 Vzijomné porovnanie percentudlneho zastiipenia zien a muzov V jednotlivych stupiioch
zaverecného hodnotenia skiisky z anatoémie

Z vysledkov bolo zrejmé, ze az 96 z 98 Studentov malo vyssie skore povrchového ucebného
$tylu ako hibkového. Priemerny rozdiel v skore medzi povrchovym a hibkovym $tylom bolo
celkovo 10,21 + 7,12; u muzov 12,71 + 7,87; u zien bol rozdiel menej vyrazny 9,49 + 5,60.
Statisticka analyza potvrdila signifikantni pozitivnu korelaciu medzi skore pre povrchovy
ucebny Styl a hodnotenim zo zaverecnej skusky z anatomie a slabu insignifikantni mieru
korelacie medzi skoére pre povrchovy ucebny styl a vysledkom pisomného testu (vid’ tabulka
2). Skére pre povrchovy ucebny S§tyl korelovalo s hodnotenim zo zaverecnej skusky
Z anatdmie a vysledkom pisomného testu iba vel'mi slabo (vid’ tabul’ka 3).

Hodnoty skore pre povrchovy uéebny $tyl (muZi+Zeny)
priemer std minimum medidn maximum
Celkovo
(n=98) 30,49 4,00 19 30 39
A (n=20) 31,85 3,47 26 32 37
B (n=23) 32,09 4,13 25 32 39
C (n=20) 30,3 3,88 25 30 38
D (n=13) 28,92 4,59 19 28 35
E (n=3) 28,67 3,51 25 29 32
Fx (n=19) 28,68 3,22 20 29 34
Koreliacia hodnoty skoére pre povrchovy ucebny Styl a hodnotenie tstnej
skusky
rs=0,34 p=0,001
Korelacia skore pre povrchovy u¢ebny styl
a vysledok pisomného testu k zavere¢nej skuske
rs=0,14 p=0,178

Tab. 2 Hodnoty skore pre povrchovy ucebny §tyl u muzov a Zien spolu
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Hodnoty skére pre hibkovyovy uebny $tyl (muZi+Zeny)

priemer std minimum | median | maximum

Celkovo

(n=98) 19,65 4,80 10 19 43
A (n=20) 19,15 6,92 10 18 43

B (n=23) 20,57 4,96 14 20 31
C (n=20) 20,2 3,81 11 20 31
D (n=13) 18,23 3,03 14 17 24

E (n=3) 19,00 3,46 15 21 21
Fx (n=19) 19,58 4,20 14 18 29

= -0,05 p=0,605

Korelacia skére pre hibkovy u¢ebny $tyl
a hodnotenie ustnej skusky

rs=-0,01 p=0,885

Korelacia skore pre hibkovy uebny §tyl
a vysledok pisomného testu k zavere¢nej skuske

Tab. 3 Hodnoty skére pre hibkovy u¢ebny $tyl u muZov a Zien spolu

Pri porovnani skére povrchového a hibkového udebného $tylu medzi muzmi a Zenami
(vid’ tabulka 4 a tabul’ka 5) sme zistili signifikantnt korelacni mieru rozdielu medzi muzmi
a zenami iba v skore hibkového udebného $tylu. Skoére hibkového uéebného stylu bolo
signifikantne vysSie u zien ako u muzov (vid’ tabulka 5). Korelacnd miera rozdielu medzi
muzmi azenami v skére povrchového ucebného Stylu bola Statisticky nevyznamna

(vid’ tabul’ka 4).

Hodnoty skoére pre povrchovy ucebny $tyl

muzi -Studenti

priemer | std minimum | median | maximum
celkovo | 31,44 3,88 24 31 39
A 31,9 3,96 26 33 37
B 33,56 4,13 27 33 39
C 31,71 4,35 26 32 38
D 29,29 3,73 24 28 35
E - - -
Fx 30,13 2,36 27 30,5 34
Zeny - Studentky
priemer | std minimum | median | maximum
celkovo | 29,78 4,13 19 30 39
A 32,18 3,22 28 32 37
B 31,14 4 25 31 39
C 29,54 3,55 25 30 35
D 28,5 5,79 19 29 35
E 27 4.4 22 27 32
Fx 27,64 3,44 20 28 32

korela¢na miera rozdielu muzi vs Zeny v skére povrchového Stylu
rn= 0,17 p 0,083

Tab. 4 Hodnoty skore pre povrchovy uéebny $tyl samostatne u muzov a Zien
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Hodnoty skoére pre hibkovy uéebny $tyl
muZi -Studenti
priemer std minimum | median maximum
celkovo 18,73 5,77 10 17 43
A 19,6 9,4 10 15,5 43
B 19 5,41 14 17 31
C 19 4,16 11 20 23
D 17,29 2,21 14 17 21
E - - - - -
FX 18,38 4,57 14 16,5 18
Zeny - Studentky
priemer std minimum | median maximum
celkovo 20,23 3,81 13 19 31
A 18,64 3,35 13 18 26
B 21,4 4,45 14 20 30
C 20,85 3,6 17 20 30
D 19,33 3,67 16 17,5 24
E 19 2,83 15 20 21
Fx 20,45 3,91 16 18 29
korelaéna miera rozdielu muZi vs Zeny v skore hibkového $tylu
rm = 0,24 p=0,014

Tab. 5 Hodnoty skére pre hibkovy ugebny 3tyl samostatne u muZov a Zien

Diskusia

Poznanie anatomie l'udského tela je bazou pre stidium dal§ich predmetov teoretickych,
predklinickych a samozrejme aj klinickych. Svojim rozsahom a naro¢nostou na vizudlnu
pamat’ patri anatomia zvycajne k tym najtazs$im predmetom pocas Studia mediciny. A prave
preto je pri Stidiu anatomie pre Studentov nevyhnutné najst’ ten najefektivnejsi spdsob ucenia,
ucebny §tyl. Ako sme spomenuli v ivode Studenti svoj ucebny S$tyl iba zriedka analyzujq.
Cast’ $tudentov vd’aka preferencii vhodného $tylu anatomiu bez problémov zvlada. Nemala
Cast’ Studentov vSak prave pri Stadiu anatomie prichadza na to, Ze ich §tyl ucenia nie je prave
optimalny pre tento predmet. Aky je vlastne ten optimalny S$tyl pre Studium anatomie?
Vysledky stadii sa roznia a nezriedka prinasaju aj protichodné tvrdenia.

McNulty a Richbourg (5), ktori rovnako ako my, zistovali vztah medzi povrchovym
a hibkovym pristupom k uéeniu a uspesnostou v pripravnom kurze k veterinarnej anatomii
muskuloskeletalneho systému koncatin, zistili, Ze vySSie skore povrchového ucebného Stylu
negativne korelovalo s vyslednou zndmkou zkurzu, resp. Studenti s vysSim skore pre
povrchovy §tyl ukonCili pripravny kurz s horSou znamkou. Naopak v stadii Nicholsa a
Edmondsonovej (6) Studenti s preferenciou povrchového ucebného stylu uspeli na skuSkach
z anatomie a neurovied signifikantne lepsie ako Studenti, ktori preferovali hibkovy §tyl
(porovnanie percentudlnej uspesnosti — ,,superficial learners* vs ,,deep learners*- anatémia
87% vs 83%; neurovedy 90% vs 84,2%). Zaujimavé zistenia priniesla Stidia Smithovej
a Mathiasa (7), ked’ zistili, Ze Studenti preferujici Stidium v pitevni priamo na kadaveroch
vyuzivali hibkovy ugebny $tyl a $tudenti, ktori nepreferovali pracu s kadaverom vyuzivali
najmé povrchovy ucebny styl.

V nasej stadii sme zistili, Ze vysSie skore pre povrchovy ucebny Styl signifikantne pozitivne
koreluje slepsim vysledkom zo zaverecnej skusky z anatomie a mierne aj s vysledkom
pisomného testu. Vysvetlenim mdze byt fakt, ze anatomia je v prvom rade morfologicka
disciplina a v prvom kroku vyZaduje poznanie polohy a tvaru anatomickych Struktar a sucasne
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poznanie anatomickej terminologie. Néasledne dochadza k poznaniu suvislosti, oboznameni sa
s funkciou a po absolvovani $tudia embryologie nachadza Student aj nové logické suvislosti.
Stadium anatémie teda pozostiva z potreby vizualizicie anatomickych $truktar, ich tvaru
a priestorového usporiadania, suCasne z potreby zapamétania si anatomickej terminologie
oznacujucej jednotlivé Struktry avneposlednom rade z pochopenia vzajomnych
anatomickych a funkcnych vzt'ahov (8).

V poslednom obdobi sa v pedagogickej psycholégii stile castejSie spomina pojem
metakognicia, poznavanie ako poznavame resp. metaucenie, teda ucenie ako sa ucit’ (1). Prave
vd’aka metakognitivnym poznatkom, resp. poznatkom z neuropsychologie a neurodidaktiky je
mozn¢é zlepSovat’ a zefektiviiovat’ ucebné styly.

Najmé naro¢né Studium mediciny, obzvlast’ v prvych dvoch rokoch teoretickych disciplin,
kladie na Studentov vel'mi vysoké naroky. Problémom je, ze mnohi nastupujuci vysokoskolaci
stale nevedia ako sa ucit’. Prave pre nich by bolo vhodné zaradit’ do prvého semestra predmet,
ktory by im umoznil néjst’ optiméalny ucebny §tyl, naucil ich ucit’ sa a ulah¢il a zefektivnil ich
naro¢né Studium.

Pod’akovanie 5
Praca bola podporend grantom KEGA 019UPJS -4-2018 Novy predmet na lekarskej fakulte:
“metody efektivneho ucenia“
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Suhrn

Jednym z hlavnych cielov lieCby pacienta s orofacidlnym razstepom je zmenit' neziaduce
nasledky rdzstepu, ako aj zlepSit’ celkovy vzhlad tvare. Zakladnym vySetrenim pacienta s
orofacidlnym razStepom zahriluje vysetrenie tvare ajej proporcii, vysetrenie okluzie,
prevedenie kefalometrickej analyzy a analyzy modelov chrupu. Z najnovsich metéd mozno
pouzit' k diagnostike CT alebo MRI s naslednou 3D rekonstrukciou facialneho skeletu
pomocou PC programov, ktoré umoziuji diagnostiku a zaroven imodelaciu opera¢ného
zakroku a velmi presnti predpoved’ jeho vysledkov (1). Spravna diagnostika vady potom
indikuje spravny opera¢ny vykon a jej korekciu.

KPucové slova
orofacialny razstep, estetika, antropometria, kefalometria, trojdimenzionalny analyza

Summary

One of the main goals of treating a patient with orofacial cleft is to change the undesirable
consequences of the cleft, as well as to improve the overall appearance of the faces. Basic
examination of a patient with an orofacial specimen includes facial examination and
proportions, occlusion examination, cephalometric analysis, and dental model analysis. The
latest methods can be used to diagnose CT or MRI with 3D reconstruction of the facial
skeleton using PC programs that allow for diagnosis, as well as modeling of surgery and very
accurate prediction of its results (1). Correct fault diagnosis then indicates correct operating
performance and correction.

Keywords
orofacial cleft, aestetic, antropometry, cephalometrics, three-dimensional analysis

Uvod

Antropometria je uZitoénym nastrojom hodnotenia anatdmie hlavy, mékkych tkaniv tvare a
poskytuje lekéarovi kvantitativne indikacie o Struktirach a regidonoch, ktoré sa najviac liSia od
normy.Od samého zacCiatku ortodoncie bol uznavany vztah medzi chrupom, oklaziou
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a profilom tvére. Je ddlezité vytvorit' rovnovahu a harméniu medzi okluziou a profilom tvare.
Utinok ortodontickej terapie na profil tvare je v8ak vi¢§inou limitovany na bradu, tvarova
konvexnost’ a morfologiu pier. S prichodom kombinovanej ortodontickej/chirurgickej liecby
je stale dolezitejSie, aby hodnotenie profilu tvare bolo rutinne zahrnuté v diagnostickych
procedurach a to tak, aby bolo mozné predvidat’ G¢inok zmeny pevného tkaniva, nasledkom
operacného zakroku, na Struktury mikkych tkaniv.
Tvarova estetika sa da hodnotit’ podla: 1. Somatometria : priama a nepriama

2. Kefalometrickej analyzy méakkych tkaniv

3. 3D skenu tvare
Somatometria
Biologické vlastnosti ludskej tvare je mozné skumat =z hladiska jeho variability,
medzipopulacnych rozdielov, sexudlneho dimorfizmu ¢i vekovych zmien. Tradi¢nou metodou
skimania tychto rozdielov je meranie - somatometria, ktorej vystupmi su ¢iselné hodnoty
Standartizovanych rozmerov. U klasickej priamej somatometrie si rozmery merané priamo na
tvari jedinca, nepriama somatometria vyuziva k ziskaniu rozmerov napriklad Standartizované
fotografie s meritkom (2).Vyuzitie fotografického zaznamu je v lekarskej dokumentacii
a vyzkumu vel'mi roz$irené. Facidlna analyza zahriiuje vySetrenie jednotlivych proporcii tvare
s jeho fotografickou dokumentaciou. Jednotlivé proporcie tvare st posudzované podla
zakladnych 9 gréckych kanonov krasy, ktoré Farkas a kol. (2) podrobili kritickej analyze
a stanovili proporcie modernej tvare bielej rasy.

Kefalometricka analyza miikkych tkaniv

Posudzujeme nasledovné struktury v kefalometrickej analyze mikkych tkaniv profilu:

1. Celkova konvexnost’ tvdre, najmi sagitalna pozicia brady.

2. Morfolégia hornej pery, jej pre¢nievanie a vztah ku dolnej asti nosa ako aj hibka hornej
labialnej ryhy

3. Morfolégia dolnej pery, jej preénievanie vo vztahu k hornej pere, ako aj hibka dolnej ryhy

4. Vertikdlne tvdrové proporcie

Na zaklade wvysSie uvedenych Struktir sa vytvdra a vyhodnocuje mnozstvo uhlovych

a linearnych parametrov, ako je to popisané vo vyhodnocujucej tabul’ke.

BRADA Priemer Rozsah
Faciélny uhol o .00 , . .
miikkyich tkaniv 91 84°-98 recesivny | normdlny | pre¢nievajuci
Famalngh(c))lirysovy -11° -7°--15° recesivny | normdlny | pre¢nievajuci
Dlzka brady kratka idedlna dlh4
NOS Priemer Rozsah
VycCnievanie nosa | 18.4mm 14°-24° maly ‘ normalny ‘ velky ‘
HORNA PERA | Priemer Rozsah
Vyc¢nievanie o 140 , . e,
(uhol H) 7°-14 zasunuty | normdlny | prec¢nievajlci
Esteticka linia , , ‘e
-4.0 mm zasunutd | normalna | pre¢nievajica
pera-pera
Naso-labialny 110° maly normalny velky
uhol
Dolna o o 1Mo . , 2
hranica/E.H. 5.0 0°-10 mala normalna vel'ka
Horny sulcus -3.0 mm 1.0-4.0 mm plytky normalny hlboky
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DOLNA PERA | Priemer Rozsah
Vycrnl.evanle -0.5mm 0.0 -0.5 mm zasunutd | normalna | preCnievajica
(linia H)
Est. L;)rélrz PEra™ ) 2.0 mm zasunutd | normalna | preCnievajica
Dolny sulcus , , ,
(H linia) -5.0 mm plytky normalny hlboky
ROVIna_ pera- 75° 73°-78° zasunuta idedlna | preCnievajuca
mandibula
D"lnl-‘lfigﬁ:’“s = |-40mm| -60--20mm | hlboké | normalna |  plytkd
VERTIKALNE Priemer Rozsah
ROZMERY
Horna’ fac1alna 40% zniZena normalna zvysena
vyska
Dolnafamalna 60% zniZena normalna zvysena
vyska
Horna pera (UL) 20% znizena normalna zvysena
Dolna pera (LL) 40% zniZena normalna zvySena

Tab. 1 Kefalometricka analyza mikkych tkaniv (upravené podl’a Williams, 2004)

Brada je pri vnimani profilu tviare velmi dominantnou d&rtou a Struktarou, ktoru je
pravdepodobne mozné najjednoduchsie zmenit' v suvislosti s ortogradnou chirurgiou. Poloha
brady ur€uje os dolnej Casti tvare. Treba mat’ na paméti, Ze poloha brady bude do znacnej
miery urovat’ idealnu poziciu pier. Skusenosti ukazuji, ze ak su pery spravne umiestnené,
dobrt estetiku tvare mozno dosiahnut i v pripade ,, biedneho* profilu brady. Sagitalna pozicia
brady moze byt z tohto dovodu u jedincov s dobrym profilom tvare a proporciami znacne
premenliva. Vy¢nievanie (prominencia) nosa je v tejto analyze merané nie preto, Ze je ho
jednoduché menit’, ale preto, ze nos spolu s bradou, je jednym z dominujicich faktorov
vzhladu tvare. Podobne ako brada, prominencia nosa méze tieZ ovplyvnit’ idedlnu poziciu
pier, atreba ju brat’ do tvahy. Vyc¢nievanie nosa sa meria v milimetroch od $pi¢ky nosa
k bodu kolmo projektovanému na priamku kolmi na Frankfurtska horizontalu, dotykajlicej sa
najhlbsieho bodu na hornom labialnom sulcu. (7).

Trojdimenziondlna analyza facidalnej estetiky prostrednictvom laserového scanu

Metody Studia tvarovej symetrie a esetiky su stale viac dopliiované o pokro€ilé zaznamové
metody spojené s pocitacovou podporou, medzi ktoré patri optické 3D skenovanie doplnené
0 vytvaranie digitdlnych trojrozmernych (3D) modelov (5). V stcasnej dobe je vSak klasicka
priama anepriama somatometria dopliiovana, alebo dokonca nahradzovana roéznymi 3D
snimacimi zariadeniami, ktoré prinasaju celti radu vyhod pre vysetrujiiceho i vySetrovaného.
Trojrozmerné digitdlne modely moézu byt prevedené do fyzickej podoby pomocou 3D
tlaciarne. Tato rychle sa rozvijajuca technologia predstavuje velky potencidl pre mnoho
medicinskych odborov (4 ). Hodnotenie morfologe tvare v klinickej praxi je zalozené na
vyuziti tzv. vyznacenych bodov- landmarov, ktoré sii umiestnené na presne zadefinovanych
miestach 3D modelov a potom kvantitativne a Statisticky spracové. Tychto 7 medidlnych a 7
bilaterdlnych bodov je ru€ne umiestnenych do facidlnych skenov oSetrujucim. Potom
Specialne navrhnuty program vyhodnoti facialnu asymetriu v kazdom stradnicovom systéme

(6).
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Orienta¢ny bod Skratka | Definicia

Medialne orientaéné

body

1 Glabella g Najviac prominujuci bod medzi obo¢im

2 Nasion n Bod leziaci medzi koreiom nosa a sutura frontonasalis,
nad liniou spajajicou vnutorné ocné kutiky

3 Pronasale prn Najviac vycnievajuci bod na nose

4 Subnasale sn Bod, kde sa stretdva spodnd hranica nosnej prepazky
a plocha hornej pery

5 Labiale superius Is Bod uprostred ¢ervene hornej pery

6 Labiale inferius li Bod uprostred ¢ervene dolnej pery

7 Pogonion pg Najviac prominujuci bod na brade

Bilateralne orienta¢né

body

8Palpebrale superius | ps Najvyssi bod strednej cCasti volného okraja horného
viecka

9 Palpebrale inferius | pi Najniz8§i bod strednej casti volného okraja dolného
viecka

10 Exocanthion ex Bod leziaci vo vonkajsej komisure ocného kutika

11 Endocanthion en Bod leziaci vo vnutornej komisure ocného kutika

12 Alare al Najlateralnejsi bod na kridle nosa

13 Crista philtri cph Bod leziaci na Cerveni pier v oblasti zvySeného okraja
philtra

14 Cheilion ch Bod leziaci v strede tstneho kutika

Tab. 2 Definicia antropometrickych bodov facialneho skenu

Nedavno bol $pecidlne navrhnuty INDEX ASYMETRIE (Al), cez ktory sa vypocita celkovy
rozdiel asymetrie landmarkov.

Al = J(Ldx — Rdx)? + (Ldy — Rdy)? + (Ldz — Rdz)?

XY, Z su suradnice landmarkov, L znamené vl'avo a R vpravo. Norma Al indexu variruje od
0,76 po 2,82(3).

Material a metody

Do stadie bolo zaradenych 10 pacientov, 5 muzZského a5 Zenského pohlavia, 8
S unilateralnym a 2 s bilateralnym kompletnym razstepom pery a podnebia vo veku 8 — 19
rokov, ktory boli lieteni na oddeleni Celustnej ortopédie na  Klinike stomatodgie
a maxilofacidlnej chirurgie v KoSiciach. Merania boli vykonané priamo na tvari pacienta
prostrednictvom priamej somatometrie, priCom bola hodnotena bo¢né asymetria polohy
brady, polohy nosa, pozicia hornej a dolnej pery. Referencny bodmi boli: glabela (g),
pronasale (prn), subnasale (sn), labiale superius (ls), labiale inferius (li) a pogonium (pg).
Poloha tychto bodov bola hodotena vzhl'adom na rovinu symetrie, ktori sme zostrojimi
spustenym kolmice z bodu glabela na bipulpilarnu rovinu. Body, ktoré sa nachadzali mimo
tejto roviny boli hodnotené ako asymetrické. Asymetria mohla byt kolaterdlna, alebo na
strane postihnutia. NaSe sledovania sme doplnili dotaznikom spokojnosti s estetikou
jednotlivych &asti tvére, ktoré vypliali vySetrovani jedinci.

Vysledky

Celkovo u pacientov s razstepom pery apodnebia nachadzame len miernu disproporciu.
Najviac asymetricky je nos, ktory je pri unilateralnom rézstepe vyboceny na kontralaterdlnu
stranu. Po nose bola najviac asymetrickd horna pera a potom brada. Unilateralny razstep
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vykazuje vacsiu asymetriu ako bilateralny. V jednom pripade bola pri bilaterdlnom razstepe
pravostranna asymetria nosa a lavostrannad asymetria hornej pery. Pacienti Zenského pohlavia
S unilaterdlnym razStepom maju o nieCo vacsiu bocnl asymetriu, ako pacienti muzského
pohlavia. Body glabela a nasion nevykazovali Ziadnu asymetriu. NaSe zistenia korelovali so
subjektivnymi ndzormi vysetrovanych jedincov. Najviac nevyhovujuci bol pre nich nos, brada
sa im az tak asymetrickd nezdala.

g n prn sn Is li pg
uL K K K K K K K
CL|-|+ -+ -+ -+ -+ -+ -l +
+ + + + + + +
P
? 4 4 4 4 11| 4 3 1 1 3
3 4 4 4 4 11| 2 31 1 2 |1
g n prn sn Is li pg
BC
CL |-+ K. + K. + K. + K. + K. + K. + K
+ + + + + + +
P
? 1 1 1 1 1 1 1
1
1 1
d 1 1 d g si |1 1
X n

Tab. 3 Sthrn polohy referenénych bodov u pacientov muzského a zenského pohlavia s unilateralnym
a bilateralnym kompletnym razStepom pery a podnebia (ULCLP a BCCLP). Asymetria bodu na
postihnutej strane je znaCena +, asymetria na kolateralnej strane K+ a v pripade nepritomnosti
asymetrie -
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Obr. 1 Asymetria referencnych bodov
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Nespokojnost’ pacienta s individualnymi ¢ast’ami tvare
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Obr. 2 Nespokojnost’ pacienta s individualnymi ¢astami tvar

Zaver

Konvenéna antropometria ma niekol’ko obmedzeni (t. j. zlozZitost, odchylky merania,
nedostatok pocitacovych néstrojov), ¢asovii narocnost a narocnost na zhromazdovanie
udajov pre kliniku 1 pacienta. Vytvaranie 3D modelov s néslednou analyzou ma pre klinicka
prax velké potencionalne vyuzitie. Jednak méze byt formou subjektivneho vizualneho
hodnotenia, kde lekar hodnoti mieru a charakter deformit tvare oproti priemernym tvaram,
alebo porovnava model tvare pred a po liecebnom zakroku. Navyse vytvorenie 3D modelov je
rychle a na probandy nekladie vysoké ¢asové naroky, ako tomu je u tradiéného merania.
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Suhrn

Kolorektalny karcindém (CRC) je tretim najCastej$im typom nddorového ochorenia. VicSina
CRC (70-80%) wvznika akumulaciou somatickych mutacii v protoonkogénoch
a tumor-supresorovych génoch. 5-10% pripadov je zapriinenych zirodo¢nou mutaciou
v génoch, ktoré su zodpovedné za reguldciu proliferacie buniek a opravy DNA a 20%
pacientov s CRC ma familidrny vyskyt ochorenia. NajcastejSim typom hereditarnej formy
CRC je Lynchov syndrom (LS), ktory je spdsobeny zarodo¢nou mutaciou v niektorom z
génov ,,mismatch® repara¢ného systému (MMR) bunky. 90% LS asociovanych tumorov
vykazuje mikrosatelitova instabilitu (MSI), ktora je markerom poSkodenia MMR systému
nadorovej bunky.

Vyuzitie molekuldrnych biomarkerov ma v diagnostike nddorovych chorob nezastupitel'né
miesto. RAS onkogény st prediktivne biomarkery odpovede na lie¢bu monoklonalnymi
protilatkami proti receptoru epidermalneho rastového faktora (EGFR). Pacienti s wild-type
RAS statusom profituju z tejto liecby, zatial’ ¢o pritomnost” RAS mutécii indikuje nedostatocni
odpoved’ na anti-EGFR liecbu.

Cirkulujuca nadorovda DNA (ctDNA) predstavuje potencidlnu moznost neinvazivneho
pristupu v prognostike nadorovych ochoreni, coho dosledkom moéze byt skorsi zachyt vzniku
a progresie ochorenia alebo vznikajlicej rezistencie na prebiehajicu terapiu.

Kruacové slova
kolorektalny karcindm, molekularne biomarkery, RAS onkogény, mikrosatelitova instabilita,
Lynchov syndrom, ,,mismatch* repara¢ny systém (MMR)

Summary

Colorectal cancer (CRC) is the third most common type of cancer. The majority of CRCs
(70-80%) results from the accumulation of somatic mutations in protooncogenes and tumor
suppressor genes. 5-10% of cases are caused by germline mutations in genes that regulate cell
proliferation and DNA repair, and 20% of CRCs have familial component. The most common
hereditary CRC is Lynch syndrome (LS), which is caused by germline mutation in one of the
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mismatch repair system genes (MMR). 90% of tumors associated with LS show microsatellite
instability (MSI), which is a hallmark of MMR system deficiency.

Molecular biomarkers have an important role in the diagnostic of cancer. RAS oncogenes are
predictive biomarkers for response to monoclonal antibodies against the epidermal growth
factor receptor (EGFR). Patients with wild-type RAS status benefit from this treatment, while
the presence of RAS mutations represents predictive marker of resistance to anti-EGFR
treatment.

Circulating tumor DNA (ctDNA) represents potential non-invasive approach to the prognosis
of the disease, which may be beneficial for the detection of early stages and progression of
the disease or resistance to on-going therapy.

Keywords
colorectal cancer, molecular biomarkers, Ras oncogenes, microsatellite instability, Lynch
syndrome, mismatch repair system

Kolorektalny karcindm (CRC) predstavuje celosvetovo treti najCastej$i typ nadorového
ochorenia. Vznika v doésledku postupnej akumulédcie somatickych mutacii alebo z dovodu
pritomnosti zdrodo¢nych mutécii v génoch, ktoré zohravaji esencidlnu tlohu v rdmci kontroly
bunkového cyklu, bunkovej proliferacie a opravy DNA. Tieto patologické zmeny mozu viest
k transformacii normalneho ¢revného epitelu na invazivny karcinom (4). 70-80%
kolorektalnych karcinomov vznikd sporadicky a 20-30% pripadov suvisi s genetickymi
faktormi. V ramci geneticky podmienenych foriem sa rozliSuje familiarny a hereditarny
povod kolorektalneho karcindmu. Familiarny typ (20-25%) je spojeny s vyskytom
konkrétneho typu karcindmu vrodine avSak bez asocidcie so znamym genetickym
syndromom. Hereditdrny kolorektalny karcinom je vysledkom zarodocnych — mutacii
Vv konkrétnych génoch a vyskytuje sa v 5-10% pripadov (8).

Hereditarne nadorové syndromy sa na rozdiel od sporadickych foriem nadorov vyskytuju
vV mladSom veku, nddory si castokrat mnohopocetné aVvramci rodiny dochadza
k opakovanému vyskytu Specifickych typov nadorov. V¢asny ddkaz zarodocnej mutacie
(patogénneho variantu) umoziuje nastavenie preventivnych a profylaktickych programov pre
asymptomatickych nosi¢ov dokazanej mutacie v rodine atym skory zachyt nadorového
ochorenia so v€asnym nastavenim liecby.

Vyuzitie molekuldrnych biomarkerov ma v diagnostike nadorovych chordb nezastupitelné
miesto. Je to néstroj na stanovenie potencialneho rizika vzniku CRC, monitorovanie priebehu
ochorenia a taktiez sa moze uplatiiovat’ v predikcii odpovede pacienta na navrhovanu lieCbu
(5). Molekuldrne biomarkery umoZziuji personalizdciu onkologickej liecby na zaklade
genetickych charakteristik nadoru.

Lynchov syndrom (LS) je najcastejSia hereditarna forma CRC s autozomalne dominantnou
dedi¢nostou. Pacienti s Lynchovym syndromom maji okrem predispozicie na vznik nadoru
hrubého creva aj zvySené riziko vzniku inych asociovanych nddorov: endometria, ovarii,
hepatobiliarneho traktu, zaludka, mozgu akoze. Transformicia adendmu na invazivny
karcindom je pri Lynchovom syndrome rychla, trva priblizne 2 az 3 roky (13).

Lynchov syndrom je spdsobeny zarodo¢nymi mutdciami v génoch reparacného systému
bunky (MMR systém): MLH1, MSH2, MSH6, PMS1, PMS2, MLH3, MSH3.

MMR systém je zodpovedny za opravu chyb, ktoré st navodené DNA polymerazou
Vv priebehu replikdcie DNA. PoSkodenie MMR systému sa dd pozorovat najmi v tzv.
mikrosatelitovych repetitivnych oblastiach DNA. Mutacie v génoch ,,mismatch* reparaéného
systtmu vedil k zmendm v pocte opakovani tychto sekvencii, ¢o sa oznacuje ako
mikrosatelitova instabilita (MSI). MSI je ¢astym charakteristickym znakom LS asociovanych
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tumorov (13). Mikrosatelitova instabilita je dosledkom poruchy MMR systému a pouziva sa
ako diagnosticky marker sporadickej (12%) a rovnako aj hereditarnej (3%) formy CRC (1).
Selekciu sporadickych MSI nadorov je mozné uskutocnit’ pomocou analyzy pritomnosti
aktiva¢nej mutacie v kodone 600 génu BRAF alebo metylacie promoétora génu MLH1. V
pripade nadoru s dokazanou MSI a pritomnostou mutacie v géne BRAF alebo metylacie
promotora MLH1 ide s vysokou pravdepodobnostou o sporadicky typ kolorektalneho
karcinomu (12).

Familidrna adenomatdzna polypdza (FAP) predstavuje 1% hereditarnych kolorektalnych
karcinémov. Ide o autozomalne dominantné ochorenie, ktoré je zapri¢inené zarodocnou
mutaciou v géne APC (Adenomatous Polyposis Coli). Klinicky prejav zahiia rozvoj stoviek
az tisicok polypov v hrubom ¢reve a kone¢niku (6).

Medzi zriedkavejSie dedicné formy polypdzy s nizSim rizikom malignej transformécie patria
Peutz-Jeghersov syndrém, juvenilnd polyp6za a Cowdenov syndrém (14).

Klasicky model vzniku sporadickej formy CRC zndmy ako adeném-karcindmova sekvencia
bol popisany Fearonom a Vogelsteinom v roku 1990. Tento model je definovany ako
postupny proces akumulacie mutacii v génoch APC, DCC, TP53, KRAS, NRAS, ktoré koreluju
s morfologickymi zmenami tkaniva (4). Prvou a zaroven klIacovou udalostou na
molekularno-genetickej urovni je inaktivacia génu APC. APC je tumor-supresorovy gén,
ktory je vyznamnym c¢lenom Wnt signalnej drahy regulujucej rast a proliferaciu buniek.
Mutacie (patogénne varianty) v géne APC sa mozu vyskytovat' pri sporadickej ako aj
hereditarnej forme CRC (3).

V pokrocilejSich §tadiach karcinogenézy casto dochddza ku strate expresie tumor-
supresorového génu DCC. Delécia génu DCC je spojena s horSou prognézou CRC (10).
Mutacia v tumor-supresorovom géne TP53 sa vyskytuje priblizne v 70% pripadov CRC a je
spojena s pokrocilym Stadiom tumorogenézy. Nadexpresia proteinu p53 zapridifiuje stratu
kontroly nad mechanizmom apoptézy. Deregulacia funkcie proteinu p53 suvisi
s neovaskularizaciou a agresivnym rastom nadoru (11).

KRAS a NRAS onkogény predstavuji prediktivne biomarkery stanovenia moZnej rezistencie
na liecbu monoklondlnymi protilatkami proti receptoru epidermalneho rastového faktora.
KRAS a NRAS patria do rodiny RAS onkogénov asu sucastou MAP-kinazovej (MAPK)
signdlnej drahy, ktord reguluje bunkovu proliferaciu, diferenciaciu a apoptéozu. Az 90%
bodovych mutécii sa vyskytuje v kodonoch 12 a 13 exo6nu 2 a 5% mutacii vznika v kodone 61
exonu 3 génu KRAS. Pritomnost RAS mutécii u pacientov s metastatickym kolorektalnym
karcinomom vedie ku konStitutivnej aktivacii RAS proteinov. Nositelia mutécii v génoch
KRAS a NRAS neprofituji z liecby zalozenej na monoklonélnych protilatkach proti receptoru
epidermdlneho rastového faktora (2).

Cirkulujica nddorovda DNA (ctDNA) predstavuje potencidlny neinvazivny molekularny
biomarker. V pripade vysokej Urovne nadorovej heterogenity moze analyza len casti
nadorového tkaniva ziskaného biopsiou poskytnut’ netplnu geneticka charakteristiku nadoru.
CtDNA je ztohto hladiska vhodnym zdrojom biologického materidlu pre komplexnu
genomicku analyzu. ctDNA je fragmentovand DNA uvolnena z nadorovych buniek do
krvného rieciska. ctDNA mozno Specificky detegovat’ v krvi, a to kvalitativne (detekcia
nadorovo Specifickych patogénnych zmien v cirkulujicej DNA) alebo kvantitativne
(mnozstvo ctDNA koreluje s velkostou nadorovej masy). Viaceré Stadie potvrdili vysoki
konkordanciu vysledkov muta¢nych analyz pri simultannej analyze vzoriek nadorového
tkaniva a ctDNA. Vyhodou ctDNA je jednoducha a ekonomicka priprava vzoriek bez nutnosti
spracovania vzorky po odbere a pred izolaciou nukleovych kyselin (9). Potencidlne vyuzitie
CtDNA v klinickej onkologii zahina kontinudlne sledovanie priebehu a progresie ochorenia a
monitorovanie minimalnej rezidualnej choroby. ctDNA mdze byt tiez vyuzita ako nastroj pre
skrining ochorenia vo vysokorizikovych populaciach (7).
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V sticasnosti sa dostava do popredia multigénové testovanie pri hereditarnych aj sporadickych
typoch CRC. Multigénové testovanie umoziuje simultdnnu analyzu viacerych génov, ktoré su
asociované s konkrétnym nadorovym fenotypom v rodine. Analyza je zalozend na principe
masivneho paralelného sekvenovania. V diagnostike heterogénnych genetickych ochoreni je
panelové sekvenovanie ekonomicky efektivne atakisto perspektivne z hl'adiska
personalizacie onkologickej liecby (15).

Kolorektalny karcinom predstavuje vyznamny spoloensky a medicinsky problém, ato aj
napriek vyraznému pokroku v jeho diagnostike a lie¢be. Zakladnym predpokladom zniZzenia
mortality a zlepSenia prognézy kolorektalneho karcinomu je najma prevencia a taktiez skory
zéachyt ochorenia.
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Suhrn

Serozny papilarny adenokarcindom endometria (SC) je malo frekventovanym a agresivnym
typom karcinomu endometria. Pre tento typ su typické mutdcie tumorsupresorového génu
TP53 na rozdiel od endometroidného typu, pre ktory st typické mutécie tumorsupresorového
génu PTEN. PTEN mutacie sa povazuju v SC na zédklade medzinarodnych databaz za
atypické. V naSej Studii sme vykonali sekvenacnll analyzu génu PTEN nadorov SC pacientok
Z populacie Slovenskej republiky a naSli sme viac mutécii, nez sme na zdklade znamych
Statistik o¢akavali, niektoré z nich su dokonca zriedkavé.

Kruacové slova
gén PTEN, mutacie, sekvenovanie, serozny papilarny adenokarcinom endometria

Summary

Uterine serous papillary adenocarcinoma (SC) is a less frequent and aggressive type of uterine
cancer. For this type are typical mutations of tumoursupressor gene TP53 in contrast with the
endometroid type, where dominate the mutations of tumoursupressor gene PTEN. PTEN
mutations in SC according to international databases are considered as atypical. In our study
we performed PTEN sequence analysis in tumours of SC patients from the population of
Slovak Republic and we found more mutations (some of them are even rare) than we expected
based on the data known.

Keywords
PTEN gene, mutations, sequencing, uterine serous papillary adenocarcinoma

Uvod

Karcindbm endometria je najcastejSou malignitou zenského genitalneho traktu v naSej
populécii. Rozoznavame dva hlavné typy, endometroidny a neendometroidny typ, ktoré maja
odlisné molekularne charakteristiky. Pre endometroidny typ st typické muticie v
tumorsupresorovom géne PTEN, kym pre neendometroidny typ, ako serdézny papildrny
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adenokarcinom (SC), su typické mutacie tumorsupresorového génu TP53 (1).Geneticky profil
nadoru vsak nie je vzdy uplne zhodny s profilom ocCakdvanym na zaklade histopatologicke;j
klasifikacie (2). Tumorsupresorovy gén PTEN (Phosphatase and Tensinhomolog) sa nachadza
na desiatom chromozome (10g23.31) a mé devit exonov. Tymto génom kodovany protein je
tvoreny 403 aminokyselinami (3). Struktara PTEN pozostava z N-termindlnej fosfatdzovej
domény a C2 domény. Fosfatdzova doména obsahuje aktivne centrum zodpovedné za
enzymatickl funkciu proteinu (fosfatdzovu aktivitu), zatial' o C2 je vézobnd doména pre
membranové fosfolipidy (4). PTEN je lokalizovany v cytoplazme. Jeho substratom je
fosfatidylinozitol (3, 4, 5)-trifosfat (PIP3) — lipidovy druhy posol (3). PTEN je hlavnym
negativnym reguldtorom PI3K/Akt/mTOR signalnej drahy, ktord reguluje rast, prezivanie a
proliferaciu  buniek. PTEN reguluje PI3K signalizdciu defosforylaciou PIP3 na
fosfatidylinozitol (4, 5)-bifosfat (PIP2), a tym ucinkuje ako antagonista fosfatidylinozitol 3-
kindzy (PI3K) (5). Mutacie génu PTEN v SC st podla viacerych Studii atypické. Podla
udajov TGCA (The Cancer Genome Atlas) priblizne 2 % SC maju PTEN mutacie (2), kym
databaza COSMIC (Catalogue of Somatic Mutations in Cancer) uvadza 7 % (6). V nasej
Studii sme vykonali sekvenacnii analyzu génu PTEN zo seréznych papilarnych
adenokarcinomov endometria pacientok zo SR.

Material a metody

Ako material sluzila DNA izolovana z parafinovych blo¢kov biopsii nddorov SC pacientok
pomocou Quiagen Tissue Midikit. V analyzovanom subore bolo 8 SC pacientok a ako
kontrolna skupina slizili dve pacientky s normalnym endometriom v proliferacnej faze, jedna
s normalnym endometriom v sekre¢nej faze menstruacného cyklu a jedna s atrofickym
endometriom. Pomocou PCR (kde sme pouzivali GoTagq G2 Hot Start Colorless Master Mix)
sme amplifikovali vSetkych 9 exénov génu PTEN. Upstream (U) a downstream (D) primery
mali nasledujice sekvencie:

Exoén 1 U.: 5'-CAGAAGAAGCCCCGCCACCAG-3',
Exon 1 D.: 5'-AGAGGAGCAGCCGCAGAAATG-3’,
(177-bp amplikon);

Exon 2 U.: 5"-TTTCAGATATTTCTTTCCTTA-3’,
Exoén 2 D.: 5'-AACATGAATATAAACATCAA-3',
(171-bp amplikon);

Exon 3 U.: 5"-TAATTTCAAATGTTAGCTCAT-3",
Ex6én 3 D.: 5'-AAGATATTTGCAAGCATACAA-3,
(147-bp amplikon);

Exon4 U.: 5-GTTTGTTAGTATTAGTACTTT-3’,
Exén 4 D.: 5-ACAACATAGTACAGTACATTC-3",
(150-bp amplikén);

Exon 5 U.: 5'-TATTCTGAGGTTATCTTTTTA-3',
Exén 5 D.: 5-AGGAAAAACATCAAAAAATAA-3',
(292-bp amplikon);

Exon 6 U.: 5"-TTGGCTTCTCTTTTTTTTCTG-3’,
Ex6n 6 D.: 5'-ACATGGAAGGATGAGAATTTC-3’,
(202-bp amplikon);

Exén 7 U.: 5'-CCTGTGAAATAATACTGGTATG-3',
Exén 7 D.: 5'-CTCCCAATGAAAGTAAAGTACA-3/,
(229-bp amplikon);

Ex6n 8 U.: 5'-TTAAATATGTCATTTCATTTCTTTTTC-3",
Ex6n 8 D.: 5'-ACACATCACATACATACAAGTC-3',
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(331-bp amplikon);
Exon 9 U.: 5-TTCATTTTAAATTTTCTTTCT-3",
Ex6n 9 D.: 5-TGGTGTTTTATCCCTCTTGAT-3’,
(242-bp amplikon).

Kontrolu amplifikacii sme vykonali pomocou agarézovej gélovej elektroforézy. Po overeni
uspesnosti amplifikacie boli produkty PCR precistené pomocou dvojice enzymov EXO/SAP,
pricom sme k5 ul PCR produktu pridali 0,5 pl exonukleazy 1 (EXO1) a 1 pl alkalickej
fosfatazy (FASTAP). Pripravent zmes sme inkubovali 15 minut pri teplote 37°C a 15 minut
pri teplote 85°C (tepelna inaktivacia enzymov). Po EXO/SAP nasledovala Sangerova
sekvenacna reakcia — terminovana asymetrickd PCR. Po sekvenacnej reakcii nasledovala
purifikdcia  DNA  pred sekvenacnou  analyzou  pomocou  komerénej  supravy
EXTERMINATOR zalozenej na adsorpcii DNA na membranu centrifugacnych koloniek,
premyvani a eldcii nasledovanej 10 minitovou denaturiciou pri 96°C. Elektroforetogramy
sme vyhodnotili pomocou programov Vector NT1 10 a Chromas.

Vysledky

V nasom stbore SC pacientok sme nasli mutcie v troch pripadoch, z ktorych dve mali dve
mutacie v heterozygotnom stave. Jedna pacientka mala jednu mutéciu v homozygotnom stave.
V pripade pacientky SC3 sme naSli mutacie v exénoch 1 (c.19G>T) a 8 (c.1021T>G).
Mutacia ¢.19G>T v pripade pacientky SC3 (obrazok ¢. 1) je nonsense substituciou prvého
nukleotidu kodénu 7 (GAG) v exéne 1. Ma za néasledok zmenu kodonu pre aminokyselinu
glutamat na stop kodon (UAG), ateda sposobuje predCasné ukoncenie syntézy proteinu
PTEN. Je to patogénna mutécia, ktora sa naSla aj v SC (7). Mutécia c.1021T>G rovnako
v pripade pacientky SC3 (obrazok ¢. 2) je zriedkava patogénna missense substitucia tykajuca
sa prvého nukleotidu kodénu 341 (UUU) v exdone 8. Mé za nasledok zmenu aminokyseliny
fenylalanin na valin. Exén 8 sa zGc¢astnuje na kédovani C2 domény, preto uvedena mutécia
poskodzuje C2 doménu PTEN, a tym poruSuje supresorovu aktivitu proteinu znizenim jeho
schopnosti viazat’ sa na membranové fosfolipidy, Co ovplyviiuje jeho intracelularnu
lokalizéciu (8, 9). V nadore pacientky SC8 sme nasli dve heterozygotné mutacie v PTEN géne
v exone 5 (¢.389G>A a c.419T>QG). Exon 5 koéduje katalytické jadro PTEN proteinu (8).
Mutacia ¢.389G>A (obrazok ¢. 3) je missense substituciou druhého nukleotidu kodonu 130
(CGA), ktora sa nachadza v exone 5. M4 za nésledok zmenu aminokyseliny argininu na
glutamin. Je to patogénna mutacia v katalytickom jadre proteinu PTEN a vedie k strate
supresorovej funkcie (10). Ide ohot spot opisany aj v endometrialnych hyperplaziach
a karcinomoch slovenskych zien (11). Druhou mutéiciou v tej istej vzorke je ¢.419T>G
(obrazok €. 4), ktora je nonsense substiticiou druhého nukleotidu v kodéne 140 (UUA) exdénu
5. Ma za nasledok zmenu kodonu pre aminokyselinu leucin na stop kodon (UGA), a teda
sposobuje predCasné ukoncenie syntézy proteinu PTEN. Je to zriedkava patogénna mutacia
(12). U pacientky SC5 sme nasli v nadore mutaciu ¢.730C>T v homozygotnom stave
(obrazok ¢. 5) v exdne 7. Ide 0 missense substittciu prvého nukleotidu kodonu 244 (CCU),
ktory sposobuje zmenu kodénu pre prolin na kodén pre serin (UCU). Tato mutécia sa da najst’
v databaze COSMIC len v jednom pripade a potom v malignom melandéme koze (13). Podl'a
databazy ClinVar (NCBI) mutécie ¢.730C>T a c.1021T>G maju neurcity vyznam (14, 15),
c.19G>T je pravdepodobne patogénna(16), a ¢.389G>A je patogénna (17). V tejto databaze
nie je muticia c.419T>G dostupna. V databdze COSMIC st dostupné vsetky nami ndjdené
mutacie a su oznacené ako patogénne na zaklade predikcie FATHMM (Functional Analysis
through Hidden Markov Models). V kontrolnom subore sme nenasli ziadne mutacie PTEN
génu.
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Obr 1 Elektroforetogram s mutacwu c.19G>Tu pamentky SC3
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Obr 2 Elektroforetogram s mutaciou c. 1021T>G u pacientky SC3

Obr 3 Elektroforetogram s mutaciou c. 389G>A u pa01entky SC8 h
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Obr. 4 Elektroforetogram s mutaciou c. 419T>G u pacientky SC8
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Obr. 5 Elektroforetogram s mutaciou c. 730C>T u pamentky SC3

Diskusia

Mutacie génu PTEN sa vyskytuju v seréznom papilarnom adenokarcindme endometria aj
v pripade pacientok v SR, €o eSte nebolo potvrdené v ziadnych verejnych publikéciach.
Dokonca je mozné, Ze v nasej populacii mozeme ocakavat’ vyssiu frekvenciu mutacii PTEN
génu ako je uvedené v medzinarodnych databazach. V naSom stibore pacientok sme mali 8 SC
pripadov, z ktorych 3 niesli mutacie. Vo verejnych publikidcidch mdézeme ndjst’ zatial' pat’
pripadov SC pacientok zo SR, u ktorych bola vykonana sekvena¢nd analyza génu PTEN,
vich nadoroch sa PTEN muticie nenasli (11). TakZze v naSej populdcii bolo zatial
vySetrenych 13 Zien a z nich 3 mali mutacie, ¢o prevySuje medzinarodny Standard. SC je
menej Castym, ale ovel'a agresivnej$im typom karcindomu endometria. Hoci tvori menej ako
10 % pripadov karcinomu endometria, je zodpovedny za ovel'a vacsi podiel umrti. Zakladom
liecby SC je operacny zakrok nasledovany chemoterapiou. HIbSie pochopenie molekuldrneho
profilu tychto nadorov by mohlo viest’ k vyvoju ucinnejsich cielenych terapii. Priblizne tretina
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SC exprimuje vysoké hladiny HER2/NEU, ¢o je nadejnym ter¢om biologickych terapii. Tiez
sa zistila v ¢asti SC deregulacia PI3K/Akt/mTOR signalnej drahy (hlavne cez aktivacné
mutacie PI3K), a tym sa inhibitory tejto signdlnej drahy stali potencidlnymi terapeutickymi
¢inidlami (18). Strata funkcie PTEN vedie tiez k deregulécii signalnej drahy PI3K/Akt/mTOR
(19) a na zaklade naSich vysledkov sa da predpokladat’, Ze by v nasej populacii vySetrenie
génu PTEN mohlo poskytnut’ relevantné informacie pre urCenie najprospesnejsej terapie SC
pacientok.

Zaver

V populacii SR by bolo prospesné vysetrenie génu PTEN v ser6znych papilarnych
adenokarcinomoch endometria, pretoze by potvrdil alebo vyvratil podozrenie na deregulaciu
signalnej drahy PI3K/Akt/mTOR u niektorych pacientok, a tak by sa tato signdlna draha stala
potencidlnym terom uspesnejsej terapie alebo sa mohla pozornost’ definitivne zamerat’ na iny
ciel.
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(The morphological picture of the multicentric lymphoma in equine
Kidneys)
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Suhrn

V praci prezentujeme nalez multicentrického lymfomu s odliSnym makroskopickym nalezom
na obli¢kach u dvoch koni. Mikroskopicky ndlez preukazal difuzne infiltracie neoplastickych
lymfocytov a lymfoblastov v celom parenchyme organu, poskodenie obli¢kovych teliesok
a mocovych kandlikov. V niektorych mocovych kandlikoch sme pozorovali poSkodenie az
uplni absenciu epitelu. U prvého kona bola morfologicky zmenena len Tlava oblicka.
U dalSieho komia boli morfologicky zmenené obe oblicky. Diagnostika lymfomu u koni je
obtiazna a terapia lymféomov u koni je obmedzena a je Casto len paliativneho charakteru.

Kricové slova
lymfom, oblicka, patologia, kon, multicentricky lymfom

Summary

We presented cases of multicentric lymphoma in two horses with different macroscopic
appearance in our study. We discovered diffuse infiltration of neoplastic lymphocytes and
lyphoblasts in parenchyma of the kidneys. Glomeruli and distal tubules were damaged and
epithelium was absent in some distal tubules. In the first case left kidney was morphologically
changed . In the second case both kidneys were morphologically changed. Diagnostic of
lymphoma in horses is complicated and therapy is limited and it’s often palliative only.

Keywords
lymphoma, kidney, pathology, equine, multicentric lymphoma

Uvod

Lymfom je nador hematopoetického povodu maligneho charakteru, ktory vznikd z réznych
foriem lymfocytov (10). Prvy krat bol lymfém u konia zaznamenany v roku 1858, v sucasnosti
je to jeden z najcastejSie diagnostikovanych nadorov hematopoetického povodu u koni (7,10).
Podla distribucie 1ézii modzeme rozdelit lymfomy na multicentrické, alimentarne,
mediastinalne, kozné a solitarne nadory extranodalnych oblasti.

Makroskopicky st neotvary lymfoému mékké, Sedo-7Ité masy, ktoré st na rezoch homogénne;j
Struktary. V histopatologickom obraze s viditelné tramce okrthlych nadorovych buniek,
ktoré deStruujii normalnu Struktiru postihnutych orgénov. Nadorové bunky st podporované
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fibrovaskularnou strémou (2,5,6). V lymfatickych cievach mozno najst vel'ké mnozstvo
proliferujucich lymfoidnych buniek B a T lymfocytov (9).

Metodika a material

V mesiacoch januar améj 2018 boli prijaté na Kliniku koni UVLF v KoSiciach 2 kone
(kobyla 6r., plemeno quarter horse a valach 17r., plemeno shagya arab). Kobyla z dévodu
straty apetitu a chudnutia, valach kvoli chronickému chudnutiu, dyspnoe a chronickej hnacke.
Pre zly zdravotny stav, kachexiu, rektalne palpovatelné brusné masy a infaustni prognézu
boli kone utratené. lThned’ po utrateni bola vykonand patologicko — anatomickd pitva
s naslednym odberom vzoriek na histopatologické vysetrenie. Vzorky boli fixované v 10%
neutrdlnom formaline a nésledne spracované rutinnou histologickou metodikou. Histologické
preparaty boli ofarbené hematoxylinom — eozinom a vySetrované pod svetelnym
mikroskopom Zeiss Axio Lab. Al (Carl Zeiss AG, Germany) a na fotodokumentaciu bolo
pouzité zariadenie Axio Cam ICc 5 (Carl Zeiss AG, Germany).

Vysledky

U oboch koni sme potvrdili multicentricky lymfom. Patologicko- anatomicky nalez u 6
ro¢nej kobyly preukédzal pevnu, homogénnu masu v brusnej dutine, ktord zahriiovala 'avi
oblicku, slezinu a tenké ¢reva. Vaha masy po vypreparovani z brusnej dutiny bola 36,4 kg
amasa bola prirastena na m. psoas major. Lava obli¢ka sa adspekcéne nedala vobec
identifikovat’, jej pritomnost indikovalo az vytekanie mocu po narezani Casti masy. Prava
oblicka nebola patologicky zmenena. TaktiezZ boli pozorované solitarne utvary na crura
diaphragmatis. V histopatologickom obraze I'avej oblicky sme pozorovali difizne infiltracie
neoplastickych lymfocytov a lymfoblastov podporenych fibrovaskularnou stromou v celom
parenchyme organu. V kore bol pozorovany nepravidelny tvar oblickovych teliesok a v dreni
sme pozorovali deStrukciu mocovych kanélikov. Mitotickd aktivita buniek bola pozorované
zriedka.

Patologicko - anatomicky nalez u 17 ro¢ného valacha preukazal svetlo — ZIté, vel'mi pevné,
solitarne utvary na pl'ucach, mediastine, pe€eni, slezine a oblickach. Pozorované utvary mali
priemer cca 3,5 cm a vnarali sa do parenchymu organu. Histopatologickym vySetrenim sme
v obidvoch oblickach potvrdili lymfém. Parenchym obli¢iek bol diftzne infiltrovany
neoplastickymi lymfocytmi a lymfoblastmi, bez zaznamenanej mitotickej aktivity nadorovo
zmenenych buniek. V kore sme pozorovali nepravidelny tvar oblickovych teliesok a niektoré
oblickové telieska boli uplne deStruované. V dreni boli pritomné dilatované krvné kapilary
a mocove kanaliky. V tomto pripade sa tiez jednalo o multicentricky lymfom.

Diskusia

Vo vySetrovanych oblickach sme konStantne pozorovali vyrazné lymfocytarne infiltracie
nadorovo zmenenymi bunkami, ktoré boli prestupené tenkymi okrskami fibrovaskulérnej
sttomy. Na presnejSiu  diagnostiku  foriem nadorovych buniek je potrebné
imunohistochemické vySetrenie, ktoré sme nevykonali, avSak na zadklade pozorovani inych
autorov predpokladame, ze sa jednalo prevazne 0 B lymfocyty (1,3,6). V niektorych
pripadoch sa vzidcne mdze objavit’ kalcifikdcia steny aorty, velkych ciev a parenchymu
oblicky. Niektori autori v nadorovo zmenenych tkanivach pozorovali aj vyskyt plazmatickych
buniek a makrofagov (6). V nasom pripade sme zaznamenali vyskyt tychto buniek len v
cervene] a bielej pulpe sleziny, v oblickdch sme ich vyskyt nepotvrdili. V nadorovo
zmenenych bunkach sme len ojedinele pozorovali odumieranie, avSak neidentifikovali sme ¢i
sa jedna o apoptdzy, alebo nekrdzy buniek.

Zaujimavy je nalez, Ze prava oblicka nebola v jednom pripade patologicky zmenena. M6zeme
predpokladat’ vyssiu nachylnost’ I'avej oblicky kvoli komunikacii so slezinou pomocou lig.
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lienorenale a moznym cievnym anastomozam, ktoré podporuju rychlejsie Sirenie metastaz do
lavej oblicky.

V sucasnosti je navrhnutych niekol'ko lie¢ebnych postupov ,ktoré dokdzu zmiernit’ utrpenie
pacienta, avSak nedokdzu zastavit’ nezastavili progresiu ochorenia (4,8). Moznost’ terapie
lymfému v hipiatrickej medicine oproti humannej medicine a medicine malych zvierat je
vyrazne limitovana najmé lokalizaciou 1ézii, ich vel’kostou a neskorou diagnostikou a preto je
terapia u koni ¢asto len paliativneho charakteru.

Zaver

Moézeme konStatovat, Ze v oboch pripadoch malo ochorenie vel'mi rychly priebeh bez
moznosti  d’alSej terapie. Dal§im vyskumom lymfémov, pochopenim ich spravania
a pouzivanim vhodnych diagnostickych metéd mézeme vyrazne zvysit' Sance na efektivnu
terapiu. V sucasnosti existuji len vel'mi malo zaznamov o Uplnom vylieCeni koni z tejto

choroby.

Obr. 1 Makroskopicky nalez
la - masa izolovana z brusnej dutiny u kobyly: O — obli¢ka, S —slezina; 1b — prava obli¢ka u valacha
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Obr. 2 y
2a — dren l'avej oblicky: MK — mocové kanaliky, E — epitel; 2b — kora pravej obli¢ky: T — oblickové
teliesko, L — lymfocyty
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Suhrn

Cytokeratiny (CK) st intermediarne filamenta (IF) Specifické pre normalne a neoplastické
epitelialne bunky. Neddvno CK boli detekované v gliomoch s réoznym stupfiom malignity.
Avsak niektori autori povazuji pozitivne farbenie na CK v gliomoch za krizovu reaktivitu
protilatok proti d’al§im proteinom IF. V tejto $tidii sme vySetrovali expresiu CK v dvoch
novych glioblastomovych linidch (170-MG-BA a538-MG-BA). Subpopulacia CK
pozitivnych buniek (3-5%) vznikla v bunkovej linii 538-MG-BA vo vysSich pasazach. Na
druhej strane, CK pozitivne bunky sa vyskytovali v linii 170-MG-BA len vo vcasnych
pasdzach, kedy prevazne ploché bunky boli CK pozitivne. V tejto Studii poskytujeme d’alsi
dokaz o Specifickom farbeni gliomovych buniek s CK protildtkami a poukazujeme na
heterogénnu expresiu CK.

Kruacové slova
intermedidrne filamentd, cytokeratiny, glioblastomy, bunkové linie

Summary

Cytokeratins (CK) are intermediate filaments (IF) specific for normal and neoplastic epithelial
cells. Recently, CK were detected in gliomas with various degree of malignacy. However,
some authors indicated that positive staining for CK in gliomas is due to cross-reactivity of
antibodies to other IF proteins. In this study we examined CK expression in two new
glioblastoma cell lines (170-MG-BA and 538-MG-BA). A CK-positive subpopulation (3-5%)
arose in 538-MG-BA cell line at higher passages. On the other hand, CK-positive cells
appeared in 170-MG-BA only in early passages where mainly flat cells were positively
stained. In this study we demonstrate further evidence about specific glioblastoma staining
with CK antibodies and we indicate the heterogeneous expression of CK.

Keywords
intermediate filaments, cytokeratins, glioblastoma, cell lines

Uvod

Glibmy s vysokym stupfiom malignity (anapalastické astrocytomy a glioblastomy) su
primarne mozgové nadory s charakteristickym infiltrativnym rastom a pozoruhodnou
hetrogenitou bunkovych populdcii, ktora je jednym z najzavaznejSich problémov v netispesnej
liecbe glioblastémov (1). Na testovanie novych terapeutickych pristupov a na vyskum
biologie a heterogenity gliomov sa najcastejsie pouzivaji permanentné bunkové linie. Pred 20
rokmi sme ziskali prvé dve glioblastomové linie (8-MG-BA a42-MG-BA), ktoré sa
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V sucasnosti pouzivaju na vyskumné ucely vo viacerych nasich a zahrani¢nych pracoviskéach
(2). V priebehu poslednych dvoch rokov sme etablovali d’alSie dve glioblastomové linie (170-
MG-BA a538-MG-BA). V tejto s$tadii sme sledovali expresiu CK v novych
glioblastomovych liniach.

Material a metody

Glioblastémové linie (170-MG-BA a 538-MG-BA) sme kultivovali v MEM médiu, ktoré
obsahovalo neesencidlne aminokyseliny, L-glutamin a 10% fetdlne tel'acie sérum. Linie boli
pasdzované pomocou 0,2% EDTA a0,25% trypsinu. Metanol/acetonom (1:1) fixované
bunky, ktoré rastli na krycich sklickach sme vySetrovali pomocou imumofluorescencnych
metdd. Na detekciu CK sme pouzili mixtiru monoklondlnych protilatok anti-pan CK
(1,4,5,6,8,10,13,18,19). Bunky boli inkubované 1 hod. s primarnou a '2 hod. s vhodnou
sekundarnou protilatkou. Jadra boli farbené Hoechstom.

Vysledky

Glioblastémové bunkové linie sme vySetrovali v priebehu dlhodobej kultivacie. Sledovali sme
expresiu CK vo véasnych pasazach (5-20), kedy sme v bunkove;j linii 170-MG-BA pozorovali
CK-pozitivne prevazne ploché bunky (Obr. 1 A). V linii 538-MG-BA sa CK-pozitivne bunky
vo vCasnych pasdzach nevyskytovali. V priebehu 40-50. pasaze sme detekovali subpopulaciu
CK-pozitivnych buniek v linii 538-MG-MG, ktoré v 50. pasazi tvorili priblizne 3% (Obr. 1B).
Pozoruhodné je, ze v tomto kultivatnom obdobi v linii 170-MG-BA, CK-pozitivne bunky
uplne vymizli. Pomocou imunofarbenia s anti-pan CK protidtkami sa znazornili
cytokeratinové vldkna nerovnomerne distribuované v cytoplazme glioblastomovych buniek.

Obr. 1 Nepriama imunofluorescencia s anti-pan CK protilatkami. A: CK-pozitivne ploché bunky
v linii 170-MG-BA. B: subpopulacia CK-pozitivnych buniek v linii 538-MG-BA.

Diskusia a zaver

V predchadzajicich Stidiach sme detekovali pritomnost” CK v glioblastomovych liniach 8-
MG-BA a 42-MG-BA (3). Taktiez sme zistili aj neo¢akavan a v literatire zatial’ nepopisant
expresiu CK v tkanivovych kultarach z dospelého T'udského mozgového tkaniva ato
Vv dominantnej populécii “glia-like” buniek (4). V tejto praci popisujeme pritomnost CK
v d’al§ich novych glioblastomovych liniach 170-MG-BA a 538-MG-BA. V prvych §-MG-BA
a 42-MG-BA linidch percento CK-pozitivnych buniek bolo konstantné ale v novych
etablovanych liniach bola expresia CK odlisna. V linii 538-MG-BA sme prvé CK-pozitivne
bunky pozorovali az v priebehu neskorSej kultivacie a naopak Vv linii 170-MG-BA v priebehu
kratkodobej kultivacie.
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V poslednom obdobi vSak viaceré stadie poukazuju na expresiu CK nielen v karcindmoch, ale
aj v gliomoch s r6znym stupiiom malignity (5, 6). Niektori autori vSak povazuju pritomnost’
CK v gliémoch za krizovu reaktivitu medzi protilatkami farbiacimi IF (7). Imufluorescencnou
metodou sme potvrdili pritomnost CK v glioblastomovych linidch. Analyzou distribucie
a Struktiry cytokeratinovych vldken v cytoplazme buniek sme potvrdili, ze neoCakavana
expresia CK v gliomoch a glii nie je vysledkom kriZzovej reaktivity IF protilatok. Vplyvom
kultivaénych podmienok dochddza v kultirach k réznemu stupniu dediferencidcie buniek.
Vzhladom na ektodermalny povod epitelovych a gliovych buniek méze dediferenciacia
indukovat variabilnu expresiu CK v kultivovanych bunkach
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Suhrn

Intermedidrne filamentd (IF) sa Casto pouzivaju ako Specifické markerové proteiny na
ur¢ovanie jednotlivych typov buniek. Pouzili sme imunofluorescencné metdédy na vysetrenie
koexpresie dvoch IF proteinov: gliovy fibrilarny acidicky protein (GFAP) a nestin. GFAP je
Specificky protein pre bunky astrogliového povodu. Nestin je v sticasnosti povazovany za
marker pre kmenové nddorové bunky. Zistili sme vysoké percento nestin pozitivnych buniek
v glioblastomovych liniach 170-MG-BA a 538-MG-BA. Na druhej strane, GFAP pozitivne
bunky boli pritomné len v linii 170-MG-BA vo v¢asnych pasédzach a kompletne vymizli po
20. pasazi. Dvojité farbenie znazornilo koexpresiu GFAP a nestinu v bunkovej linii 170-MG-
BA. Tato $tidia demonstruje pozoruhodnti expresiu nestinu v obidvoch GFAP pozitivnych
ako aj GFAP negativnych glioblastomovych bunkach.

Kricové slova
GFAP, nestin, intermediarne filamenta, glioblastomy

Summary

Intermediate filaments (IF) are often used as specific marker proteins for the detection of
single cell-types. Using immunofluorescence methods we examined the co-expression of two
IF proteins: glial fibrilary acididc protein (GFAP) and nestin. GFAP is specific protein for
cells of astroglial origin. Nestin is currently considered as marker for cancer stem cells. We
detected ahigh percentage of nestin positive cells in 170-MG-BA and 538-MG-BA
glioblastoma cell lines. On the other hand, GFAP-positive cells were present only in the 170-
MG-BA cell line in early passages and completely disappeared after passage number 20.
Double labeling showed the co-expression of GFAP and nestin in 170-MG-BA cell line. This
study demonstrate a remarkable nestin expresion in both GFAP-positive and GFAP-negative
glioblastoma cells.

Keywords
GFAP, nestin, intermediate filaments, glioblastoma

Uvod

Intermediarne filamenta (IF) maji vlaknita Struktiru a tvoria sucast’ cytoskeletu vacSiny
eukaryotickych buniek. SU rozdelené do Siestich tried na zdklade biochemickych

89


mailto:ivana.sivakova@fmed.uniba.sk

a imunochemickych kritérii. Ich ddlezitou funkciou je regulacia bunkovych procesov spojena
s difereciaciou buniek.Vyuzivaji sa v klinickej praxi, hlavne na diagnostiku néadorovych
ochoreni a na urcovanie stupiia malignity. GFAP je Specificky protein charakteristicky pre
bunky astrogliového povodu. Povodne bol nestin identifikovany ako markerovy protein pre
neuroepitelialne prekurzorové bunky (1). Dalsie §tidie poukézali na pritomnost’ nestinu
Vv gliovych prekurzorovych bunkach (2). Expresiu nestinu sme detekovali aj v subpopulacii
“glia-like* buniek v kultarach z dospelého 'udského mozového tkaniva (3). V sucastnosti je
nestin oznacovany za markerovy protein pre kmenové nadorové bunky (4). Jeho zvySena
hladina bola popisand aj v gliomoch, hlavne glioblastomoch (5). Imunofluorescenénymi
metodami sme sledovali koexpresiu GFAP a nestinu v novych glioblastomovych liniach (170-
MG-BA a 538-MG-BA), ktoré sme etablovali v naSom laboratoriu.

Material a metody

Glioblastomové linie 170-MG-BA a 538-MG-BA boli kultivované v médiu MEM, ktoré
obsahovalo L-glutamin, neesencialne aminokyseliny a 10% FCS. Linie boli pasazované
dvakrat tyzdenne pomocou 0,2% EDTA a 0,25% trypsinu. Bunky na imunofluorescen¢né
vySetrenia rastli na krycich sklickach a boli fixované v metanol:aceténe (1:1) 15 minut pri
teplote -15° C. Fixované bunky sme pouzili na nepriamu a dvojiti imunofluorescen¢nt
analyzu s pomocou monoklonalnej protilatky proti GFAP (klon GF-01) a polyklonalneho séra
proti nestinu. Bunky boli inkubované 1 hod. s primarnou protildtkou (riedenie 1:100) a 30
min. so sekundarnou protilatkou (riedenie 1:200). Jadra boli farbené Hoechstom.

Vysledky

Nové glioblastomové linie sme oznadili ako 170-MG-BA a538-MG-BA. Nepriamou
imunofluorescenciou sme v uvedenych liniach sledovali dve IF. GFAP protein sa nachadzal
len v bunkovej linii 170-MG-BA. GFAP-pozitivne bunky tvorili 50-70% morfologicky
variabilnej populacie do 5. pasaZze a postupne pocet tychto buniek klesal. V 15. pasazi tvorili
GFAP-pozitivne bunky 10-15% atento pokles pokracoval aZz do uplného vymiznutia
Vv priebehu 20. pasazi.V linii 538-MG-BA sme pocas celej kultivacie nezistili Ziadne GFAP-
pozitivne bunky. Nestin sa nachadzal v obidvoch glioblastomovych linidch. Pocet nestin
pozitivnych buniek v linii 170-MG-BA bol do 20. pasazi 50-70%. Vo vysSich pasazach sa
percento pozitivnych buniek mierne zvysilo na 70-80% (Obr. 1A). V linii 538-MG-BA sme
v priebehu celej kultivacie pozorovali konStantny pocet nestin pozitivnych buniek, ktoré
tvorili 70-80% (Obr. 1B). Dvojitou imunofluorescenciou sme zistili koexpresiu GFAP
a nestinu v glioblastomovej linii 170-MG-BA (Obr. 2 A-C). Morfologicky variabilné GFAP-
pozitivne bunky napr. aj s dlhymi tenkymi vybeZkami sa pozitivne farbili s nestinovymi
protilatkami.

Obr. 1 Glioblastomové linie v 50. pasazi, nepriama imunofluorescencia s nestinovymi protilatkami.
A: 170-MG-BA, B: 538-MG-BA.
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Obr. 2 Glioblastomova linia 170-MG-BA v 5. pasazi, dvojita imunofluorescencia. A: GFAP-pozitivne
bunky, B: nestin pozitivne bunky, C: merge.

Zaver

V glioblastomovych linidch sme zistili vyrazni heterogenitu v expresii GFAP, ktory je
povaZovany za najvyznamnejS$i markerovy protein pre astrocyty a gliomy. GFAP-pozitivne
bunky sa vyskytovali len v priebehu véasnej kultivacie v linii 170-MG-BA. Je pozoruhodné,
ze tento markerovy protein neexprimuje vacsina glioblastdémovych linii (6). IF nestin ktory je
povazovany za markerovy protein pre nddorové kmenové bunky (4) bol stabilne pritomny
VO vacsine glioblastomovych buniek v obidvoch liniach. Dvojitou imunofluorescenciou sme
potvrdili koexpresiu GFAP anestinu v linii 170-MG-BA. Nestin bol exprimovany aj
v morfologicky  diferencovanych ~ GFAP-pozitivnych ~ neoplastickych  astrocytoch.
Imunofluorescenéné farbenia poukazujii na variabilni expresiu GFAP a stabilnu expresiu
nestinu v savislosti s dlhodobou  kultivaciou  a morfologickou  dediferenciaciou
glioblastomovych buniek.
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Suhrn

Maligny melandom je zavazné, rychlo metastazujice ochorenie. Skora diagnostika a rychle
chirurgické odstranenie zlepSuju prezivanie pacientov. Histopatologickd diagnéza vyzaduje
skusenost’” vySetrujuceho patoldga, ktory sa niekedy stretava s diagnostickymi rozpakmi pri
rozliSovani medzi benignym névom, dysplastickym névom a malignym melanémom.

Subor 39 malignych melanémov, vo forme archivnych formol-parafinovych vzoriek, bol
podrobeny imunohistochemickej analyze s detekciou antigénu p16.

Strata expresie pl6 bola signifikantne asociovand s pritomnou ulceraciou (p = 0,008) a
S va¢Sou hrubkou tumoru podl'a Breslowa (p = 0,000) v primarnych melanémoch. Taktiez
bola spojend vysSim stupiiom invazie podl'a Clarka (p = 0,006), vy$§im poctom mitdz na 1
mm? (p = 0,000) anizSou intenzitou zépalového infiltratu ( p = 0,040) v primarnych
melandémoch i metastazach.

V naSom subore je strata expresie proteinu pl6 castym javom najméd v pokrocilych
melandmoch a metastdzach s agresivnym spravanim, ¢o potvrdzuje tlohu pl6 ako tumor
supresorového proteinu a podporuje vyznam imunohistochemickej detekcie proteinu p16 ako
nezéavislého diagnostického a prognostického markera v ramci histopatologického
vySetrovania maligneho melanomu.

KPucové slova
melanom, metastdza, p16, immunohistochémia

Summary

Malignant melanoma is a serious disease with rapid metastatic spread. Early diagnosis and
large surgical removal improve patients survival. Histopathologic diagnosis requires
experience of examining pathologist, who sometimes face to diagnostic dilemmas with
distinguishing between a benign nevus, a dysplastic nevus and a malignant melanoma.

Set of 39 formalin-fixed and paraffin embedded tumour samples were studied using
immunohistochemical staining to detection of antigen p16.

Lack of pl6 expression was significantly associated with the presence of ulceration (p =
0,008) and with Breslow tumour thickness (p = 0,000) in primary melanomas. There was also
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negative correlation with Clark level of invasion (p = 0,006), mitotic activity on 1 mm? (p =
0,000) and lower intensity of inflammatory infiltrate ( p = 0,040) in primary melanomas and
metastasis.

Our data suggest that loss of p16 expression is more common in advanced melanomas and
metastasis with more agressive behavioral, which further substantiates the role of pl16 as a
major tumor suppressor and approves using of immunohistochemical determination of p16 as
an independent diagnostic and prognostic marker in the histopathological investigation of
malignant melanoma.

Keywords
melanoma, metastasis, p16, immunohistochemistry

Uvod

Maligny melandm je ochorenie s vysokou umrtnostou a celosvetovo stipajucou incidenciou.
Podozrivé pigmenované 1ézie koze by mali byt urychlene chirurgicky odstranené
a histopatologicky vysetrené. V niektorych pripadoch sa diagnostika komplikuje a vyjadrenie
sa k dignite tumoru na zaklade samotnej morfologie nie je vzdy jednoznaéné (1-2). Pouzitie
imunohistochemickych metdd, napriklad detekcie antigénu pl16, modze diagnosticky proces
ul’ah¢it’ a naznacit’ tiez prognozu ochorenia (2, 22, 23).

Tumor supresorovy protein pl6, kédovany génom CDK2NA (pl ), ma dolezitu ulohu
v regulacii bunkového cyklu. Spomaluje prechod Gl fazy do S fazy prostrednictvom
inhibicného efektu na cyklin D/CDK4-pRb drdhu (3,4). Alteracie génu CDKN2A sa
podiel’aju na tumorigenéze viacerych typov nadorov. Homozygotné delécie, bodové mutacie
a metylacia promotéra spdsobuju inaktivaciu pl6 génu a hraju doélezita rolu v patogenéze
familiarneho melanému. Niektoré d’alSie Studie tvrdia, ze iV sporadickom melanéme sa
vyskytuju alteracie spominaného génu (4). Expozicia slne¢ného UV Ziarenia je znamy Cinitel
Vv etiologii mnohych koznych nadorov avSak strata funkcie p16 génu moZe byt eSte skorSim,
pripadne subeznym faktorom pri genéze nadoru (5).

V naSej praci sme skiimali pritomnost’ expresie proteinu pl6 v sibore 39 malignych
melandmoch v korelacii s klinickopatologickymi i1 prognostickymi aspektami ako je vek,
pohlavie, lokalita, histopatologicky typ melanému, hribka nadoru, hibka invazie, pritomnost
ulceracie, pocet mitotickych figlr a intenzita tumor infiltrujiicich lymfocytov.

6INK4a

Material a metodika

Pacienti a vzorky

Nas subor predstavoval 39 malignych melanoémov od 38 pacientov. Vzorky boli vySetrené na
naSom pracovisku od janudra 2016 do februara 2018. Stubor predstavoval 33 primarnych
melanomov rdznych histologickych typov, prevazne koze (14 superficidlne sa Siriacich, 19
typu lentigo maligna) a 6 metastdz. Jedna metastaza bola z lymfatickej uzliny, dve boli
pritomné v podkoznom tuku. V 2 pripadoch metastdz iSlo o loziskd v podkozi, v ktorych
nebolo moZné jednoznacne urcit’, ¢i sa jednd o metastazu alebo pripadny noduldrny melaném.
V d’alSom pripade loZiska v podkozi sa nedalo jednoznaéne rozlisit, ¢i ide o recidivu alebo
metastazu melanomu. VSetky tri sporné pripady sme ponechali v kategdrii metastaz.
Spracovanie vzoriek

Bioptické vzorky boli Standardne formalinom fixované a zaliate parafinom. Nésledne boli
narezané na hrubku 4 pm, Standardne spracované a ofarbené hematoxylin eozinom.
Pri hodnoteni sme pouzili svetelny mikroskop (Olympus CX31).

Klinickopatologickeé aspekty

Pri kaZej vzorke maligneho melanomu boli zaznamenané nasledujiice premenné: a) primarny
tumor/metastaza, b) histopatologicky typ melanému, c) vek pacienta v Case stanovenia
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diagnozy, d) pohlavie, e) pritomnost’ ulceracie, f) hibka invazie podla Clark et al. (6), g)
hrabka tumoru podla Breslow (7), h) poget mitdz na 1 mm?, i) intenzita zapalového infiltratu
(0 az +++), j) intenzita pigmentu (0 az +++), k) lokalizacia (hlava a krk, koncatiny, trup).

Imunohistochémia

Po vybrati vhodnych tkanivovych blokov sme vykonali imunohistochemicku detekciu
pouzitim Ventana BenchMark Ultra (Roche). Protein pl6 sme detekovali monoklonalnou
protilatkou, (E6H4 Roche), pouzitim Standardnych automatickych metéd. Vizualizacia
prebehla vd’aka naviazaniu chromogénu 3,3-diaminobenzidinu (DAB). Nakoniec sme vzorky
opat hodnotili svetelnym mikroskopom ( Olympus CX31).

Hodnotenie p16

Hodnotili sme jadrovi, pripadne 1 pridruzent cytoplazmatickl pozitivitu melanoblastov. Ako
pozitivne sme urcili vSetky pripady so zaznamenanou difiznou alebo fokalnou expresiou.
Stratu expresie sme hodnotili ako negativitu. Ako interni pozitivnu kontrolu sme vyuzili
fokalnu p16 pozitivitu buniek ekrinnych potnych zliaz v kozi (8).

Vysledky

39 malignych melanémov bolo vySetrenych na pritomnost’ antigénu p16.
p16 SPF LMM MTS/nodularne spolu
negativne 7 5 6 18
pozitivne 7 14 0 21
spolu 14 19 6 39

Tab.1 Expresia p16 v jednotlivych typoch MM

Imunohistochemické farbenie pl6 bolo v pripade pozitivnych malignych melanomov
prevazne homogénne a viazané¢ na jadro. Niekedy sa vyskytla naviac i cytoplazmaticka
pozitivita. V niektorych pripadoch bolo pritomné zafarbenie nehomogénneho charakteru,
najma mozaikovitého vzoru.

Viac ako polovica pripadov (n = 21; 53,8%) bola fokalne ¢i difizne pozitivna, priCom vzdy sa
jednalo o primarny melanom. Spomedzi primarnych melanémov (n = 33) bolo pozitivnych 21
pripadov ( 63,6 %). V Ziadnej z metastaz (n = 6; 0 %) sa nevyskytla pozitivita expresie p16.

AR G e . N NN
Obr. 1 Imunohistochemické farbenie p16 v malignych melanémoch
a) silna pozitivita v LMM, b) silna pozitivita v SPF, c) strata expresie p16 v metastaze MM.

o

Absencia expresie p16 bola signifikantne spojend s pritomnou ulceraciou (negativna korelacia
r =-0,42, p = 0,008) v primarnych melanomoch. Expresia pl16 negativne koreluje v hribkou
tumoru podla Breslowa (r = -0,54, p = 0,000), hibkou invézie podl'a Clarka (r = -0,43, p =
0,006) a poctom mitdéz na 1 mm? (r=-0,64, p = 0,000). Pozitivna korelacia bola
zaznamenand s pritomnym zépalovym infiltratom ( r = 0,32, p = 0,040). Ostatné sledované
klinickopatologické aspekty (vek, pohlavie, pigment a lokalizacia) nemali v naSom subore s
expresiou p16 ziadny vztah.
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Diskusia

Vseobecnym pravidlom zostdva, ze pl6 expresia je zachovana v benignych névoch
a v malignych melanémoch ¢asto dochadza ku strate expresie. Jednako vSak vel'a malignych
melanémov zostava pl6 pozitivnych, preto pl6 pozitivita neposkytuje jednozna¢ny dokaz
benignity melanocytarnej 1ézie (2, 9, 10, 12, 13, 19, 21).

V naSej Studii sme sa sustredili na hodnotenie jadrovej pozitivity, ked'ze cytoplazmaticka
pozitivita je vo vysledkoch niektorych §tadii hodnotend ako kontroverzna a neSpecificka (5, 9,
19, 20).

Viac ako polovica pripadov z ndsho suboru melanémov bolo pozitivnych na expresiu proteinu
pl6 (n = 21; 53,8%). Spomedzi primarnych melanémov (n = 33) bolo pozitivnych 21
pripadov ( 63,6 %). V inych stadiach percento pozitivnych pripadov varirovalo medzi 12 az
93 % (5, 9 - 14). V Ziadnej z metastaz nasho suboru (n = 6; 0 %) sa nevyskytla pozitivita
expresie pl6. Iné studie udavaju p16 pozitivitu metastaz od 0 do 71% (9, 12, 14-18). Kazda
z vybratych Studii posudzuje expresiu pl6 iba ako pozitivnu alebo negativnu. Porovnanie je
vSak limitované subjektivnou interpretaciou vysledkov, pouzitim neStandardizovanych
laboratérnych technik, druhom protilatky a inymi faktormi.

Strata jadrovej pozitivity pl6 bola v nasom subore signifikantne spojena s pritomnost'ou
nadorovej ulceracie, vyssim stageom (Clark level invézie), vicSou hrubkou invézie (Breslow),
vy$§im poctom mitdéz a mensim mnozstvom lymfocytového infiltratu. Ohladom pritomnosti
ulceracie mal rovnaké zistenia Straume et al. (4), avSak ich vysledky ohl'adom expresie pl6
vo vztahu s hribkou tumoru (Breslow) a Clark levelom invazie boli s nasimi vysledkami
nekonzistentné. V praci sa navySe pojedndva o silnej asocidcii straty pl6 so schopnostou
melanomu vaskularnej invazie a tym i horsej prognéze ochorenia. V praci Talve et al. (5)
rovnako popisuje stratu expresie pl6 v malignych melanémoch asociovanu s invazivnym
stageom, navysSe ju spaja aj so zvySenym proliferativnym potencidlom tumordznych buniek.
Pavey et al. (22) rovnako ako my asociuje stratu p16 expresie s vyssim Clark levelom, va¢Sou
hrabkou tumoru i vysokym mitotickym indexom, avSak postrada asociiciu s ulceraciou
& lymfocytovym infiltratom. Stidia Lade-Keller et al. (23) spaja absenciu pl6 expresie
S nepriaznivymi prognostickymi faktormi ako je ulcerdcia, pokro€ily tumordzny stage
a vicsia hrubka tumoru ( Breslow), ale vyjdruje sa 1 k nepriaznivému celkovému preZivaniu
(OS) a kratkemu obdobiu prezivania bez tvorby vzdialenych metastaz (DMFS) pri strate pl6
expresie, dokonca nezéavisle od pritomnosti ulceracie, tumor6zneho stageu a hrabky nadoru.
Z molekularneho hl'adiska, niektori autori (9, 24) podporuju moznost, ze strata expresie pl6
nie je pre inciciaciu melandmagenézy nevyhnutnd, pretoze vacSina melanémov v in situ Stadiu
a primarnych invazivnych melanomov v ich siiboroch mala zachovanu expresiu p16. Niektoré
iné prace naopak tvrdia, ze p16 stoji na zaciatku procesu (5, 19, 25). Keller-Melchior et al.
(21) pripusta, ze hoci strata pl6 expresie koreluje s progresiou ochorenia, nie je pritomna
V inicia¢nom $tadiu. Vacsina studii sa v8ak zhoduje, Ze postupna strata p16 stivisi s progresiou
nadorového ochorenia (14), ¢o sa zhoduje 1 S naSimi zavermi.

Ak uvazujeme, ze strata expresie pl6 proteinu znamena i Stratu supresorovej funkcie pl6,
v svetle naSich vysledkov mozno zdverom konStatovat, ze strata pl6 nemusela byt na
zaciatku maligneho zvrhavania a pravdepodobne knej doslo pocas progresie tumoru.
V naSom subore je spojena s agresivnejSim spravanim malignych melanoémov a naznacuje
tym 1 hor$iu prognézu ochorenia.

Zaver

Pouzitie imunohistochemického markera p16 v kontexte s hodnotenim morfologie, pripadne
pouzitim d’al§ich imunohistochemickych vySetreni, predstavuje ndpomocni metddu pri
uréovani dignity a progresivnosti melanocytarnych 1€zii a nepriamo sa vyjadruje 1 k prognoze
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pacientov. Jeho vyuzitie by potencidlne malo byt rutinnou sucast'ou diagnostického procesu
kazdej podozrivej melanocytarnej 1ézie.
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Suhrn

Chlopne zadnej uretry stile zostavaji vel'mi zdvaznym problémom v detskej urologii, ktory
svojim charakterom ovplyviiuje renalne funkcie aj v dospelosti. Ide o vrodenu obstrukciu
lokalizovant v zadnej uretre chlapcov, ktord sposobuje trvalé zmeny mocového traktu a to
napriek adekvatnej liecbe. NajtazSie stupne ohrozuji pacienta v neonatidlnom obdobi
plicnym zlyhanim, ktoré je dosledkom pl'icnej hypoplézie. Poskodenie rendlnych funkcii mé
velku variabilitu, podl'a UK Transplant Registry az 25-30% pacientov s chlopiiou zadnej
uretry sa stavaji kandidatmi pre dialyzu, ¢i transplanta¢nu lie¢bu uz v detskom veku (1).

Kracové slova
chlopna zadnej uretry, obstrukcia, rendlna dysplazia, pulmondlna dysplézia, transplanta¢na
lieCba

Summary

Posterior urethral valve remain very serios problem in pediaric urology which affects renal
function even in adulthood. Valve causes obstruction in posterior uretra of boys and
permanent permanent changes of urogenital system despite of adequate treatment. The most
severe cases endanger neonates by pulmonary failure as consequence of pulmonary
hypoplasia. Damage of renal function has great variability, according to the UK Transplant
Registry, up to 25-30% of patients with the valve are becoming candidates for dialysis or
transplantation treatment already in childhood.

Keywords
posterior urethral valve, obstruction, renal dysplasia, pulmonary dysplasia, transplantation
therapy

Incidencia a klasifikdcia

Chlopnia zadnej uretry sa moze prezentovat v roznom veku, s roznym stupniom renalneho
poskodenia a réznorodymi mikénymi tazkost’ami.

Incidencia ochorenia zostava stabilna, teda 1 z 5000 chlapcov. Jej dedi¢nost’ nie je potvrdena,
rovnako ako embryologicky mechanizmus. Predpoklada sa, Ze vznika okolo 8 gestacného
tyzdia a pravdepodobne sa spaja s abnormalnou inzerciou mesonefritického duktu do kloaky.
Chlopiiu ako prvy klasifikoval Hugh Hempton Young vr. (1919) na ziklade pitevnych
nalezov. Nazov vychadza z Youngovho pozorovania, Ze anomalia sa sprava ako jednocestna
chlopiia. Potvrdil volny prechod tekutiny retrogradne z meatu do mocového mechura, na
rozdilel od antegradneho smeru, kedy prekazka spdsobuje obstrukciu (2).
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V stcasnosti sa povazuje za chlopiiu typ 1a Ill. A podla niektorych autorov je typ Ilen
variaciou typu III. Chlopne druhého typu z klasifikacie vypadli, lebo nespdsobuji obstrukciu.

WYX

Obr. 1 Klasifikacia chlopni

-

l. odstupuje od kolikulu ako riasa, ktora sa spaja v strednej ¢iare proximalne od prieéne
pruhovaného zvieraca. V anteriornej Casti spojenie nie je uplné, (hoci podla niektorych tedrii
dochadza k vytvoreniu kandla v prednej Casti uretry aZz sekundarne po inStrumentdlnom
zasahu v uretre). Predstavuje 90- 95% chlopni. Hribka membrany variruje (rigidna, tenka,..),
tak isto kvantita obstrukcie, byva rozli¢na.

. Typ II je neobstrukény, sliznicné riasy prebiehaji od kolikulu k hrdlu m. mechura.
Vznikajii hypertrofiou svalstva povrchového trigona a prostatickej uretry ako odpoved na
distalnu obstrukciu (striktury uretry, detrussorovo-sfynktericka dyssynergia. Nepovazuju sa za
pravé chlopne.

[1l.  Typ Il predstavuje 5-10% a vytvara obvodovy prstenec, maly otvor sa nachadza v
strede. Membrana je pritomna distalne od kolikulu v r6znej urovni zadnej uretry.

Patofyziologia

Obstrukcia v zadnej uretre ovplyviiuje vSetky vysSie etdze mocCovych ciest nad obStrukciou,
ktorych klinickéd zavaznost’ je vel'mi variabilna.

V pripade normalneho vyvoja sa mechur cyklicky napliia a vyprazdiuje. Tento mechanizmus
vedie k vyvoju mechura s normalnou akomodéciou(compliance). V pripade subvezikélnej
prekazky sa rozvija porucha cyklického vyprazdiiovaniu mechtra, ¢im je naruSeny jeho
vyvoj. Samotny rozvoj zmien prebieha v 3 Stadiach (3).

V inicidlnej faze narasta hribka steny mocového mechura ajeho kapacita. Postupne sa
zvySuje tlak v moCovom mechuri, ktory je potrebny na jeho vyprazdiovanie. V tejto
kompenzatornej faze sit zmeny este reverzibilné. Ak obstrukcia pretrvava, nastava progresia
postmikéného rezidua a destabilizacia mo¢ového mechtra, teda faza dekompenzacie. V tejto
faze je uz v mocovom mechuri aj vysoky uskladiovaci tlak.

Kluacovym miestom je ureterovezikalne spojenie, ktoré chrani mocovod a oblicku pred
posobenim tlaku pocas kontrakcie mocového mechtra. Postupnou dekompenzéciou
ureterovezikalneho spojenia sa tlak prenaSa na horné mocové cesty, €o spoOsobi rendlne
poskodenie.

K poskodeniu dochadza vysokym tlakom, ale v prenatdlnom obdobi je ddlezitym faktom aj
dysplazia renalneho parenchymu. Viacerymi Studiami sa podarilo dokazat’, Ze po vyvolani
obstrukcie u zvieracich embryi doslo k dysplastickym zmenam na parenchyme obli¢iek(18).
Prave dysplastické zmeny st klI'i€ové v d’alSom priebehu ochorenia, kedy cast’ pacientov
smeruje do Stadia renalnej insuficiencie aj napriek adekvatnej terapii.

K zavaznym zmenam vSak dochadza aj pri vyvoji plicneho parenchymu a to u pacientov
s vyraznou obstrukciou, ktora vedie k oligohydramnionu a tym k pl'icnej hypoplazii.
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Diagnostika

S rozvojom ultrasonografie je vdcSina pacientov diagnostikovand uz v prenatalnom obdobi.
Typicky  ultrasonograficky  nédlez  predstavuje  bilaterdlna, resp.  unilaterdlna
ureterohydronefroza, s naplnenym mocovym mechtirom a so zhrubnutou stenou, je dilatovana
zadnd uretra tzv key hole sign. V tomto obdobi sa mdze jednat’ aj o iné pri¢iny. V pripade
oligohydramnionu je vSak diagndéza vel'mi suspektnd. Ultrasonografické vysetrenie do 24
tyzdna gestacie sa neodporuca, moéze byt prehliadnuté. V ojedinelych pripadoch je mozné
Vv tomto obdobi vyuzit' MRI vySetrenie.

Ultrasonografia je tiez zdkladnym zobrazovacim vySetrenim v postnatdlnom obdobi, nélez
byva Casto totozny s prenatalnym.

Obr. 2, 3 Ultrasonograficky obraz dilatovaného dutého systému obli¢ky, dilatovany, tortudézny
mocovod.

V dokaze chlopne zadnej uretry ma vyznacné postavenie mik¢énd cystouretrografia, ktora
zobrazi trabekulizaciu mocového mechura, rozsirenie hrdla moc¢ového mechura so ziizenim
Vv distalnej Casti prostatickej uretry, bo¢na projekcia casto odhali chlopiiu. Mikéna
uretrocystografia by mala byt realizovana u kazdého pacienta s podozrenim na chlopnu
zadnej uretry. Zaroven potvrdi pripadny reflux, eventualne divertikulum mocového mechura.
Vezikorenalny reflux je pritomny az u 50% pacientov, byva spojeny s renalnou dysplaziou.
Jeho pritomnost’ sa povaZuje za priaznivy faktor (tzv pop off mechanizmus).

P

Obr. 4 Mik¢na cystouretrografia s bilateralnym refluxom a dilatovanou zadnou uretrou.

101



Délezitu tlohu v posudeni rendlnych funkcii ma radionuklidové vySetrenie. PouZziva sa
MAG3(merkaptoacetylglycil), ktoré sa povazuje za Standard, lebo poskytuje informaciu o
funk¢nosti renalneho parenchymu a zaroven jeho zobrazenie.

Terapia

S vc¢asnou diagnostikou, teda uz vprenatadlnom obdobi (40-60% pacientov) suvisi aj rozvoj
prenatalnej intervencie uz v 80 rokoch minulého storocia. Vychadzal z predpokladu, Ze skory
zasah zleps$i progndzu pacientov. Velké multicentrické Studie dokazali, ze tato terapia je
indikovana len v uzkej skupine pacientov, najma tych, ktori su ohrozeni pl'icnou hypoplaziou
dosledkom oligohydramnionu. Ani vcasny zasah totiz nevie zvratit' rendlnu hypopdaziu
a zavedenie vezikoamniotického shuntu so sebou nesie vysoké rizikd (komplikacie 21-59%,
mortalita 33-43%).

Obr. 5 Prenatalna intervencia, zavedenie vezikoamniotického shuntu

Postnatalny manazement pacienta s chlopniou zadnej uretry zavisi od niekol’kych faktorov.
Dolezita je plicna funkcia. Pacient s potvrdenou hypoplaziou pluc a pripadnou prematuritou
vyzaduje najmid manazment neonatologicky, zurologického hladiska je v tomto Stadiu
indikované zavedenie permanentného katétra do stabilizacie stavu novorodenca.

U pacientov bez plicnej hypopléazie je indikovana inicidlna drendz permanentnym katétrom,
eventualne suprapubickym katétrom a po mik¢nej cystouretrografii a stabilizacii pacienta sa
vykonava cystoskopické vySetrenie a ablacia chlopne zadnej uretry.

Obr. 6 Cystoskopicky nalez chlopne zadnej uretry, naznacené miesta discizie.

U pacientov, ktori nie st vhodni na disciziu chlopne z dovodu prematurity so zhorSenymi
rendlnymi hodnotami je za metodu vol'by povazovana vezikostomia, umoziluje zniZenie tlaku
VvV moc¢ovom mechuri a zachovanie cyklického plnenia mocového mechura, d’alej umoziuje
reStituciu rendlnej funkcie(4,5). Docasna vezikostomia vedie k zlepSeniu a stabilizacii
mocovych ciest u viac ako 90% pacientov. Obavy z ovplyvnenia kapacity moc¢ového mechura
sa nepotvrdili.
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Docasna supravezikalna derivicia mocu zostava metodou vol'by u pacientov so zavaznejSim
postihnutim, respektive s nedostato¢nou odpoved’ou na derivaciu mocu v mecharovej trovni.
Rozhodnutie o supravezikalnej derivaciu je zavislé od mnohych faktorov, teda rendlnej
funkcie, infekcie, stupiia ureterohydronefrézy. Prave novorodenecké obdobie sa povazuje za
kritické na zotavenie a pokraovanie renalneho vyvoja. Inicidlne derivicia mocu vedie
k zlepSeniu renalnych parametrov a umoziuje fyziologickejSie podmienky pre zotavenie, aj
ked’ v stucasnosti nie je z dlhodobého hl'adiska potvrdend lepSia progndza renalnych funkeii.
Rozhodnutie o suprapubickej derivacii mocu po predchadzajucej discizii chlopne zavisi najma
od hodnoty kreatininu v sére, nakolko restitiicia ureterohydronefrozy si vyzaduje niekol'ko
mesiacov, taktiez od zavaznosti nalezu v moCovom mechuri. Do tvahy prichadza viacero
typov ureterostomii eventudlne pyelostomia podla osobnych preferencii chirurga s ohl'adom
na rozne vyhody anevyhody jednotlivych metdod. Rekonstruk¢éna chirurgia by sa mala
realizovat’ az po maximalnom zlepSeni nédlezu na hornych mocovych cestach a v mocovom
mechuri, priblizne v 2-3 roku zivota. RekonStrukcii predchadza funkéné vySetrenie
mocového mechura, v pripade predpokladanej nutnosti transplantacie oblicky u pacienta je
mozné rekonStrukciu mocovych ciest ponechat’ na toto obdobie.

V case diagndzy chlopne zadnej uretry ma az 72 % pacientov vezikorenalny reflux, 32%
bilateralny (6). Reflux je povazovany za sekundarny v ddsledku subvezikalnej obstrukcie.
K jeho vymiznutiu dochadza po discizii chlopne ucca 30% pacientov do niekolkych
mesiacov, V niektorych pripadoch sa udava vymiznutie refluxu az po 3 rokoch od discizie
chlopne. V prvych mesiacoch Zivota je Casto potrebna antibioticka profylaxia.

Vysoky stupeii refluxu byva asociovany so zlou rendlnou funkciou, nakolko vo vécSine
pripadov nespdsobuje tazkosti, v si¢asnosti sa uz neodporica ureteronefrektomia, ale tato
obli¢ka sa ponechéava a v budicnosti moze dilatovany mocovod sluzit’ ako material v pripade
nutnosti augmentacie m. mechura(7)

Samozrejmostou zostava celoZivotny monitoring pacientov s chlopiiou zadnej uretry. Vel'mi
Casta je dysfunkcia mocového mechura, v niektorych pripadoch je nutna anticholinergicka
terapia, eventudlne v kombinacii s ¢istou intermitentnou katetrizaciou.

Skupina pacientov, ktori dospeji do kone¢ného Stadia renalnej insuficiencie (10-47%)
vyZaduje transplantaciu obliciek, ktord sa povazuje za bezpecnu a efektivnu (8).
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Suhrn

Exstrofia moCového mechura je raritnd a tazka vrodena vyvojova chyba uropoetického
systému, prednej brusnej steny a panvovych kosti. Incidencia je priblizne 1:10 000 az 1:50
000 zivonarodenych deti, a je CastejSia u chlapcov. Hlavnym cielom liecby je zachovanie
normalnej rendlnej funkcie, dosiahnutie primeranych funkcii mocového mechtra, kontinencie
mocu a vytvorenie kozmeticky prijateI'ného a funkéného vonkajsieho genitalu.

Kracové slova
exstrofia mocovéhé mechura, malformécia genitalu, operacia, novorodenec

Summary

The bladder exstrophy is a rare and severe congenital malformation of the genitourinary
system, abdominal wall musculature and pelvic bones due to incomplete fetal development.
The incidence is estimated at 1:10 000 to 1:50 000 live births, and, it is more frequent in
males. The main goals of treatment are the preservation of normal renal function, obtaining
adequate bladder function, promoting urinary continence, achieving an acceptable appearance
and function of the external genitalia.

Keywords
bladder exstrophy, malformation of genitalia, surgery, newborn

Uvod

Patogenéza

Existuje viacero tedrii o vzniku exstrofie mocového mechura ¢i kloaky. Vdaka poznaniu
embryoldgie Cloveka sa vznik exstrofie pripisuje chybnému vyvoju v prvotnych Stadiach
embyogenézy. Exstrofia mocového mechtra vznikd chybnym vyvojom mezodermy na
kaudalnom konci zarodkového Stitu. Z tohto dovodu sa normalne nevyvija kloakova
membrana a dolnd brusnd stena. V mieste razstepu chybaju vSetky vrstvy prednej brusnej
steny aj predna stena mocového mechura. (1) Ak vznikne porucha vyvoja uz v 5. gestanom
tyzdni, vyvinie sa tzv. exstrofia kloaky. Pokial sa porucha vyvoja mezodermy uskutocni
okolo 7. gestacného tyZdna vznikne klasicka exstrofia moc¢ového mechura. (2)
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Pri¢ina vzniku exstrofie je multifaktoridlna s moznou genetickou predispoziciou. Aj ked’
dedi¢nost’ exstrofie ostava nie uplne objasnend, bolo identifikovanych niekol’ko moznych
genetickych lokusov, ktoré by mohli byt genetickou pri¢inou exstrofie. Boyadjiev a kol.
popisali pritomnost’ bodovych zlomov na 5'mieste génu CASPR3 na 9. chromozome. (3)
U niektorych pacientov s exstrofiou boli nijdené anomalie karyotypu ako napr. 47XYY,
47XX, 45X0/46XX. Avsak priama pri¢ina ziadnej genetickej mutacie nebola jednoznacne
potvrdena.

Z moznych rizikovych faktorov podielajucich sa na vzniku exstrofie moCového mechura
maju signifikantny vplyv hormondlne zmeny umatky. Uzivanie vysokych davok
progesteronu v prvom trimestri sa spdja s 10 nasobnym rizikom vzniku exstrofie mocového
mechura. U deti z in vitro fertilizacie bol popisany 7,5 ndsobny narast incidencie exstrofie. (4)
Dalgie mozné rizikové faktory v perikoncepénom obdobi predstavuji fajéenie, abuzus drog,
radiacia a infekcia u matky.

Diagnostika

Diagnostika exstrofie je moznd uz pred 20. gestatnym tyzdiiom ato pomocou USG.
V ultrasonorafickom obraze sa deteguje absencia naplne mocového mechura, normalny nalez
na oblickéch, nizko nasadajuci pupocnik, protruzia v dolnej Casti brucha, rozostup symfyzy,
mens$i genital u chlapcov. Mnozstvo plodovej vody je normalne vzhladom na normalnu
produkciu mocu plodom.

Charakteristika exstrofie mocového mechura

Kone¢na diagnéza sa ur¢i postnatilne inSpekciou novorodenca. Pri klasickej exstrofii
mocového mechdra je postihnutd prednd brusnd stena, mocovy mechur, genitdl, panvové
kosti, rektum a kone¢nik.

Deformity panvovych kosti

Najzretel'nejSou deformitou je rozostup panvovych kosti, ktory je sposobeny ich vonkajSou
rotaciou, everziou ramus ossis pubis a skratenim ramus ossis pubis o 30%. Pouzivanim
pocitacovej tomografie a 3D Studii sa zistili rotatné a priestorové abnormality. VonkajSia
rotacia alae ossis ilii 0 12 stupiiov, vonkajSia rotacia predného segmentu panvy o 18 stupiiov.
(5) Uhol v sakroiliakalnom spojeni je o 10 stupiiov vacsi, pritomna je retroverzia acetabula
a femoru. Panva je 0 14,7 stupna vyrotovana inferiorne, os sacrum je o 42,6% véacsia. (6)
Priestorovo sa pozoruje rozostup symfyzy, skrateny predny segment panvy a vicSia
vzdialenost medzi pubickymi kostami. Tieto deformity zapri¢ifiuju u jedincov s exstrofiou
mocového mechura Siroké boky, kolisavi chodzu a urcity stupen invalidity.

Defekty panvového dna

Postihnutim panvovych kosti u jedincov s extrofiou mo¢ového mechura dochadza k zmenam
na panvovom dne. Musculus puborectalis tvori oporu dvojnadsobnému objemu dutiny brusnej
ako u zdravych jedincov. Skupina svalov tvoriacich levator ani je posunutd posteridorne
vzhl'adom na kone¢nik, svaly su rotované vonkajSim smerom o 15,5 stupiia a si splostené.
Nasledkom toho je kone¢nik predsunuty dopredu. Tieto muskuloskeletalne malformacie
vysvetluju zvySeny vyskyt prolapsu konec¢nika, najmi u zenského pohlavia s exstrofiou
mocového mechura. (7)

Defekty prednej brusnej steny

Na prednej brusnej stene sa nachadza trojuholnikovity defekt, ktory je vyplneny exstrofickym
mechirom a zadnou uretrou, na jeho vrchole sa nachddza pupocnik. Pupocnik je nizko
nasadajiici, umiestneny pod spojnicou oboch spina iliaca anterior superior. Castymi su
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inguindlne hernie, su pozorované uviac ako 80% chlapcov a 10% dievcat s exstrofiou
mocového mechura. (8)

Anorektalne malformacie

Perineum u pacientov s exstrofiou mocového mechura je kratke a Siroké, kone¢nik je
posunuty dopredu. Analny sfinkter je tak isto posunuty dopredu, avSak zvycajne je intaktny.

U niektorych jedincov sa vyskytuji kolorektidlne anomadlie ako neperforovany konecnik,
rektalna stendza ¢i vrodeny prolaps konecnika.

Anomalie muzského genitalu

Penis je Siroky a kratky, pretoze corpora cavernosa su laterdlne roztiahnuté, pripojené
K rozostapenym panvovym kostiam. Penis je dorzalne ohnuty, ¢asto s pritomnou dorzalnou
chordou. DiZka penisu je krat$ia ako u normalnych jedincov. Prostata, vas deferens a ductuli
ejaculatorii sit normalne vyvinuté. Autonémne nervy inervujuce corpora cavernosa cez nervus
cavernosum su ulozené lateralne, byvaji zachované takmer u vSetkych pacientov, pretoze je
u nich zachovana potencia po rekonstrukénej operécii . Skrotum zvyc€ajne nie je postihnuté,
avSak vicsina pacientov ma vacsiu penoskrotalnu vzdialenost’. Testes st ¢asto nezostipené,
alebo retraktilné s adekvatnou diZkou spermatického povrazca.

Anomalie Zenského genitdlu

U dievéat mons pubis, labia a klitoris su oddelené, vchod do vaginy je predsunuty dopredu
a Castokrat stenoticky, vagina byva kratSia, ale normélneho priemeru. Kréok maternice sa
nachddza na prednej stene vaginy blizko pri introite, pretoze maternica nasadd na vaginu
vyssie. Vajcovody a vajeniky s zvyCajne normalne vyvinuté. Defekt v panvovom dne
v mieste hiatus levator ani, ktory je dvakrat $irsi, predisponuje k prolapsu maternice.

Anomalie mocového systému

Sliznica mo€ového mechura byva nachylna na cystické a metaplastické zmeny, je gracilna
alahko sa porani. Niekedy st na sliznici pritomné polypoézne zmeny — fibrotické
a edematdzne. Horné mocové cesty byvaji zvy€ajne normdlne vyvinuté, aj ked mozu byt
pritomné pridruzené anomalie ako duplexny duty systém, podkovovita oblicka, hypoplazia,
dysplazia, solitarna oblicka, ¢i dystopia obliiek. Priebeh ureterov je abnormalny v ich
terminalnom useku, mocovody vchadzaji do mocového mechuira kaudalnejSie a lateralnejsie
aich priebeh vstene mocového mechtra nie je $ikmy. To spdsobuje utakmer 100%
pacientov vezikoureteralny reflux.

Material a metody

Liecba je chirugickd, pozostava z rekonstrukcie mocového mechura, uretry a vonajSieho
genitalu. Na Klinike pediatrickej urologie sa od januara 2016 pouziva chirurgicky postup
tzv.— viacdoba moderna rekons$trukcia (z anglického Modern Staged Reconstruction of
Exstrophy - MSRE) v spolupraci s prof. Musthagom z Great Ormond Street Hospital v
Londyne. Principom tejto operacnej techniky je v prvej dobe vykonat’ uzaver exstrofického
mechura s ponechanim inkontinentnej epispadickej uretry v prvych 72 hodin Zivota diet’at’a.
V pripade vel'kého rozostupu symfyzy alebo ak sa prva doba MSRE neuskuto¢ni do 72 hodin
zivota dietat’a, vykonava sa osteotomia panvovych kosti. Uzatvorenim moc¢ového mechura sa
stimuluje jeho rast a vyvoj, ponechanim inkontinentnej uretry sa zabezpeci ochrana renalnych
funkcii. Druhd doba rekonStrukcie sa vykonava od 18. mesiaca Zivota a spociva v Uprave
epispadie, mobilizacie moc¢ového mechura (tzv. operacia podl'a Kellyho) a rekonstrukcii hrdla
mocCového mechara (napr. operacia podla Young-Dees-Laedbettera) s pripadnou
reimplantaciou refluktujicich mocovodov. Po 3 tyzdioch od druhej doby operacie

106



sa epicystostomickd cievka, ktord sluzila ako deriviacia mocu, uzatvori a pacient zacina
s ndcvikom mocenia. Postmik¢éné reziduum sa kontroluje pomocou USG mocového mechura.
Pokial’ je nacvik mocenia u pacienta ispesny, epicystostomia sa zrusi. Pokial’ ma pacient po
vymoceni vel'ké postmikéné reziduum zauci sa v Cistej intermitentnej katetrizacii za ucelom
uplného vyprazdinovania mocovéh mechtra.

Vysledky

Od januara 2016 sme na Klinike pediatrickej urologie zacali s modifikovanou viacdobou
rekonstukciou exstrofie mocového mechura. Od toho ¢asu 6 pacienti podstupili druhtt dobu
rekonstrukcie mocového mechura. U vSetkych pacientov bola vykonana Kellyho operacia,
rekonstrukcia hrdla mocového mechura podl'a Young-Dees-Laedbettera a rekonstrukcia
epispadie. Vacsina pacientov je schopna spontanne mocit’ a ma len nizky stupen inkontinencie
mocu. U dvoch pacientov je nutna Cistd intermitentna katetrizacia, pretoze nie je u nich
pritomna spontanna mikcia. U vSetkych pacientov je pritomnd dobra rendlna funkcia bez
dilatacie alebo len smiernou dilaticiou dutého systému obliciek. Casovy manaZment
opera¢nej liecby bol u nasich pacientov rozny. Takmer u vSetkych pacientov bola prva doba
rekonstrukcie mocového mechura realizovana tesne po narodeni. AvSak manazment druhe;j
doby je vyrazne ovplyvneny jednak celkovym zdravotnym stavom pacienta a spolupracou
rodiCov pacientov, ktori mnohokrat pre strach z operaéného vykonu odkladaju druht dobu
rekonstrukcie.

Diskusia

Po narodeni novorodenca s exstrofiou mo¢ovéhé mechura by mal stav ¢o najskor zhodnotit
detsky uroldg, ktory ma skisenosti s operacnou lie€bou exstrofie. Vel'mi dblezité je posudenie
mocového mechura, od ¢oho sa odvija d’al$i manazment pacienta. Hypoplasticky fibroticky
mocovy mechtr nie je vhodny na okamzité primarne operacné rieSenie. (9) Je akceptovatelné
pockat’ 6 aZ 12 mesiacov a sledovat’ rast moc¢ového mechura a indikovat’ odloZené operacné
rieSenie. Ak sa pocas tohto obdobia mocovovy mechir nezviacsi, jednou z moZnosti je
cystektomia s derivaciou mocu. Kontraindikaciou k primadrnemu operaénému rieSeniu je
vysoky stupent bilateralnej hydronefrozy.

Operacnd lieCba exstrofie je jednou znajnaro¢nejSich vyziev pre detského urologa.
U jedincov s exstrofiou mocového mechura ¢elime tplnej inkontinencii moc¢u, opakovanym
infekcidm mocovych ciest a S nimi spojenym rendlnym jazvenim, vyskyte urolitidzy, malignit
mocového mechtra, prolapsu organov malej panvy, inguindlnym hernidm a malformovanému
vonkajSiemu genitalu, ktory mé na jedincov sexudlne, socidlne a psychologické nasledky.
Primarnym ciel'om chirurgickej terapie je korekcia urogenitalneho defektu tak, aby sa vytvoril
mocovy mechur, ktory bude sluzit' ako nizkotlakovy rezervoar, s moZnostou spontanneho
mocenia bez postmikéného rezidua, ktory bude zachovéavat' renalne funkcie a dosiahnut
funk¢ny a esteticky akceptovatelny vonkajs$i genital. Sekundarnym cielom je predchadzat
infekcii mocovych ciest, znizovat' vyskyt urolitidzy a malignit v uropoetickom trakte,
zachovat’ integritu prednej bruSnej steny a panvového dna.

V dnesnej dobe svetové pracoviska vykondvaju dva typy operacnych technik: kompletna
primarna rekonstrukcia (z anglického complete primary repair of exstrophy - CPRE) a MSRE.
Priklonenie sa k jednej z nich vychadza z historickych podmienok daného pracoviska, alebo
preferencii jednotlivych urologov. CRPE predstavuje najnovsi operacny postup. Pocas jednej
operacie sa vykondva uzavretie mocového mechura, rekonstrukcia hrdla moc¢ového mechura
s rekonstrukciou epispadie s pripadnou osteotémiou v prvych 72 hodin zivota. (10) Priaznivci
tejto techniky veria, ze tymto spésobom sa umozni moc¢ovému mechiru spravne a rychlejsie
sa vyvijat. Dal§im argumentom je zniZenie psychologického dopadu viacerych operacii na
jedinca s exstrofiou a jeho rodinu, pretoze pacient podstipi len jednu operaciu. 76% pacientov
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operovanych CPRE dosiahne kontinenciu, ktort definuju ako suchy interval dlhsi ako 2
hodiny avolové mocenie, bez nutnosti Cistej intermitentnej katetrizacie. Napriek tomu
vyrazné percento pacientov musi podstapit’ d’al'Siu operdciu za ucelom dosiahnutia
kontinencie mocu. Na rozdiel od MSRE hrozi pri CPRE skoré poskodenie obli¢iek vplyvom
vysokého tlaku v mo¢ovom mechtri. Pritomny vezikoureterdlny reflux mdze situaciu zhorsit’
opakovanymi pyelonefritidami s rendlnym jazvenim. Okolo 30% pacientov si vyZzaduje
naslednt reimplantaciu moc¢ovodov. Podl'a roznych $tudii 36-68% pacientov po kompletnom
uzavere exstrofie mo¢ového mechtra ostava s hypospadickou uretrou a vyzaduju dalSiu
rekonstrukciu mocovej rury v buducnosti. Nekrdza glansu, poskodenie kaverno6znych telies ¢i
strata koze penisu bola tak isto popisana po CPRE. (11) Pocet operacii potrebny k dosiahnutiu
pozadovaného vysledku nie je ako ukazuje prax jednotny. Napriek snahe priaznivcom CPRE
pacienti vyzaduju casto dalSie operacie na zlepSenie kontinencie mocu, Upravu
vezikoureterorendlneho refluxu ¢i upravu vonkajSieho genitalu. Strata tkaniva genitalu ¢i
mozné poskodenie obli¢iek su pri¢inami preco sa priklailame aj na nasej klinike k moderne;j
viacdobej rekonstrukcii exstrofie mo¢ového mechura.
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KONGENITALNA HYDROKELA

(Congenital hydrocele)

Simona Zat’kuliakova, OPga Novotna, Petra lv)ubjakovd,
Kristina Leiva Demetrova

Klinika Pediatrickej urolégie LFUK A NUDCH, Limbovd 1, 833 40 Bratislava

Suhrn

Hydrokéla je Castou pri¢inou nebolestivého opuchu skrota u deti. Vznikd nahromadenim
tekutiny v skrote pri perzistujicej komunikacii medzi brusnou dutinou a obalmi skrota.
Vo vicsine pripadov ddjde k spontannemu vymiznutiu. Perzistujica hydrokéla po 2.roku
zivota je indikovana na chirurgickl intervenciu.

Kricové slova
kongenitalna hydrokéla, semennik, tekutina, perzistujlici processus vaginalis peritonei

Summary

Hydrocele is a type of painless swelling in the scrotum. Hydrocele is common in newborn.
It occurs when fluid collects around a testicle throught communication between abdominal
and scrotal cavity. Hydrocele usually resolve spontaneously. If a hydrocele is still present
after two years, an operation is suggested.

Keywords
congenital hydrocele, testicle, fluid, persistent processus vaginalis peritonei

Hydrokéla je charakterizovana kolekciou ¢irej tekutiny v cavum serosum scroti medzi
parietalnym a viscerdlnym listom tunica vaginalis, ¢o sposobuje vakovité rozsirenie obalov
semennika. Hydrokéla sa objavuje u 80 — 94% novorodencov a najdeme ju u priblizne 20%
dospelych (2). Pri¢inou primarnej kongenitalnej hydrokély je pretrvavajici processus
vaginalis peritonei, ktory adheruje k funikulu. Kongenitdlna hydrokéla méa abdominalnu
a skrotalnu komponentu, ktoré spolu komunikuju spdsobom presypacich hodin. Processus
vaginalis sa v priebehu embryogenézy vyvija ako otvorena vychlipka peritonea, ktora
umoziuje descensus semennika do skrota. Postnatilne dochadza k obliteracii jeho
proximalnej Casti. Distalna ¢ast’ ostava vo forme cavum serosum scroti. Perzistujlici processus
vytvara rozne typy komunikujucej hydrokély (7). V pripade Sirokej otvorenej komunikacie sa
do nej dostavajii aj organy brusnej dutiny a vytvara sa hernia. Vo vicéSine pripadov sa
komunikacia spontanne uzatvara priblizne do jedného roka Zivota. Ak dojde k uzaveru niekde
Vv priebehu kandla, klinicky sa tento stav prejavi ako hydrokéla funikulu (3). Hydrokéla sa
moze objavit’ aj u dievcat ako (hydrocele canalis Nuckii)(6). Ziskand, sekundarna hydrokéla,
ktord nie je asociovana s perzistujucou kominikéciou na podklade processus vaginalis, je
podmienena nerovnovahou medzi tvorbou a reabsorbciou tekutiny (1). Sekundérna hydrokéla
modze byt idiopatickd, Casto sa vSak objavuje po traume, testikuldrnej torzii, epididymitide,
eventualne po operacii varikokély alebo primarnej hydrokély.
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Obr. 1 Hydrokéla (8)

Hydrokéla je diagnostikovand na zaklade fyzikalneho vySetrenia a dokladnej anamnézy.
Charakteristickym znakom komunikujicej hydrokély je zmena velkosti podla aktudlneho
mnozstva tekutiny. Fyzikdlne vySetrenie ma byt realizované v l'ahu aj v stoji. Je hmatny
gulovity az ovalny nebolestivy utvar v skrote. Nélez je vécSinou jednostranny. Pri
bimanudlnom vySetreni obfas moézeme pozorovat priznak prelievania obsahu, tzv. ,.cross
fluctuation®. Hydrokéla vacSinou nie je bolestiva, ak nie je spojena so zapalovym postihnutim
organov skrota. V pripade tenznej hydrokély sa mdze zhorSovat’ perfuzia semennika, ¢o moze
sposobovat’ bolesti (6). Diferencialne diagnosticke je potrebné odlisit’ spermatokélu, torziu
semennika, varikokélu, nddorové a zapalové postihnutie semennika. Vo vicSine pripadov je
dobrym diagnostickym néstrojom transluminiscencia, ale je potrebné brat do uvahy, Ze
presvietit sa d& aj c¢revo naplnené tekutinou a taktiez niektoré tumory. Akekol'vek
pochybnosti vyvrati sonografické vysetrenie, ktoré ma takmer 100% senzitivitu detekcie
intratestikularnych 1ézii. Varikokélu, torziu semennikov od hydrokély spolahlivo odlizi
Dopplerovska sonografia, aj ked’ tieto stavy st Casto sprevadzané hydrokélou.

Vo vicsine pripadov, kongenitalna hydrokéla nevyzaduje intervenciu skor ako po dovfseni 1.
roku zivota. SkorSia intervencia je indikovana v pripade podozrenia na testikularnu patologiu
alebo pridruzenti ingvinalnu herniu. V pripade, ze hydrokéla perzistuje po 12 - 24. mesiaci
zivota, moze to byt’ indikaciou k chirurgickej korekcii. V sucasnosti sa vSak odporaca 6 az 9-
mesacna observacia, nakol’ko nie st priame dokazy, Ze odd’alovanie operacie by viedlo
k testikularnemu poskodeniu (2). Dlhodoby tlak tekutiny vo vaku na testis mdze vSak
spOsobit’ atrofiu semennka na postihnutej strane. Spravne nacasovanie operacie je stale
diskutabilné a indikacia k chirurgickému rieSeniu by mala byt vysoko individualizovana.
V pripade neskor vzniknutej, nekomunikujiucej hydrokély, je az 75%-na moznost’ spontanne;j
regresie.
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Chirurgické rieSenie hydrokély spociva v revizii testis, spermatického povrazca a v ligacii
perzistujuceho processus vaginalis peritonei cez ingvinalnu inciziu. Distalny koniec kandla
ostava otvoreny, pricom tekutina sa vypusti. Riziko testikuldrneho poSkodenia v suvislosti
s operacnym vykonom je minimdalne. Instilacia sklerotizujicich latok sa neodporuca (7).
Skrotalny operacny pristup je vyuzivany v pripade sekundarnej nekomunikujucej hydrokély.
Spociva v exizii a everzii obalov testis, pripadne v resekcii nadbytocného tkaniva obalov.
Punkcia komunikujucej kongenitidlnej hydrokély je kontraindikovana pre riziko vzniku
peritonitidy, aj vzhl'adom na rychlu recidivu (2). Progndéza ochorenia je vdcSinou vel'mi
priazniva.

Peritoneal
cavity

Obliterated
processus - -~
vaginalis

Tunica ..
vaginalis

Complete  Hydrocele of cord Communicating
inguinal hernia hydrocele

Obr. 2 Typy hydrokély (9)

Literatara

1. HornF., akol. Detska chirurgia. Bratislava : SAP, 2014 : 493

2. Tekgiil (Chair), H.S. Dogan, P. Hoebeke, R. Kocvara. EAU Guidelines on Pediatric
Urology. European Society for Pediatric Urology : 2016.  https://uroweb.org/wp-
content/uploads/EAU-Guidelines-Paediatric-Urology-2016-1.pdf. (30.11.2018)

3. Novotna M., Novak I., Hydrocele congenitalis permagna bilateralis : kazuistika
operaéniho feSeni u 6mési¢niho kojence. Urologie pro praxi 2015, 16(2), 80-82.
https://www.urologiepropraxi.cz/artkey/uro-201502-
0008_Hydrocele_congenitalis_permagna_bilateralis_kazuistika_operacniho_reseni_u_6mesic
niho_kojence.php (30.11.2018)

4. Kawaciuk I. Urologie. Praha : Galén, 2009 : 530

5. Wein AJ, et al. Campbell-Walsh Urology. Philadelphia : ElsevierSaunders, 2012 : 4320
6. Kubicek V. Hydrokéla, varikokéla, spermatokéla. Doporucené postupy pro praktického
1¢kare. 2002. http://www.cls.cz/dokumenty2/os/t178.rtf (30.11.2018)

7. Bulinova R., Handrejch L., Koch M., Ladman J., Safaifik L.. Abdominoskrotalni
hydrokéla. 2013. https://www.czechurol.cz/pdfs/cur/2013/04/08.pdf (30.11.2018)

8. Hydrocele . https://www.epharmapedia.com/diseases/profile/1434?lang=en (1.12.2018)
9. Palmer S. Lane. Hernias and Hydrocele.

10. http://pedsinreview.aappublications.org/content/34/10/457 (1.12.2018)

111


https://uroweb.org/wp-content/uploads/EAU-Guidelines-Paediatric-Urology-2016-1.pdf
https://uroweb.org/wp-content/uploads/EAU-Guidelines-Paediatric-Urology-2016-1.pdf
https://www.urologiepropraxi.cz/artkey/uro-201502-0008_Hydrocele_congenitalis_permagna_bilateralis_kazuistika_operacniho_reseni_u_6mesicniho_kojence.php
https://www.urologiepropraxi.cz/artkey/uro-201502-0008_Hydrocele_congenitalis_permagna_bilateralis_kazuistika_operacniho_reseni_u_6mesicniho_kojence.php
https://www.urologiepropraxi.cz/artkey/uro-201502-0008_Hydrocele_congenitalis_permagna_bilateralis_kazuistika_operacniho_reseni_u_6mesicniho_kojence.php
http://www.cls.cz/dokumenty2/os/t178.rtf
https://www.czechurol.cz/pdfs/cur/2013/04/08.pdf
https://www.epharmapedia.com/diseases/profile/1434?lang=en
http://pedsinreview.aappublications.org/content/34/10/457
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Suhrn

Nezostupené semenniky alebo kryptorchizmus je najcastejSou vrodenou poruchou muzskych
endokrinnych zliaz u deti. Kryptorchizmus je chybanie jedného alebo oboch semennikov
V normalnej pozicii- na dne skrota. Incidencia zavisi od gestaéného veku, postihuje 1.0-4.6%
donosenych novorodencov a 1.1-45% predcasne narodenych novorodencov. NajrozsirenejSou
klasifikaciou nezostiipenych semennikov je rozdelenie na hmatné a nehmatné semenniky.
Odporucané je operacné riesenie do 12 mesiacov veku dietat’a najneskor do 18 mesiacov
veku. Chlapci, ktori maji nezostipeny semennik alebo podstipili operaény zakrok maju
zvySené riziko vzniku testikuldrnej malignity.

Krucové slova
nezostipeny semennik, cryptorchizmus, retentio testis, fertilita, tumor testis, chirurgicka
operacia

Summary

Cryptorchidism or undescended testes is the most common congenital disorder of the male
endocrine glands in children. Cryptorchidism is the absence of one or both testes in normal
scrotal position. Incidence varies and depends on gestational age, affecting 1.0-4.6% of full-
term and 1.1-45% of preterm neonates. The most useful classification of undescended testes is
distinguishing into palpable and non-palpable testes. Early surgical correction of undescended
testes is highly recommended before twelve months of age, and by eighteen months at the
latest. Boys who are treated for an undescended testis have an increased risk of developing
testicular malignancy.

Keywords
undescended testis, cryptorchidism, retractile testicle, fertility, turmor testis, surgical
operation

Nezostupené semenniky alebo kryptorchizmus je najcastejSou vrodenou poruchou muzskych
endokrinnych Zliaz u deti. Kryptorchizmus je chybanie jedného alebo oboch semennikov
V normadlnej pozicii- na dne skréta. (1) Jedna tretina chlapcov ma nezostupené oba semenniky
(bilaterdlny kryptorchizmus), zatial o dve tretiny chlapcov mé nezostipeny iba jeden
semennik (unilaterdlny kryptorchizmus). (2) Incidencia variruje a zavisi od gestaéného veku,
postihuje  1.0-4.6% donosenych novorodencov a1.1-45% predCasne narodenych
novorodencov. (3)
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Klasifikacia

NajrozsirenejSou klasifikdciou nezostipenych semennikov je rozdelenie na hmatné
a nehmatné semenniky, rozhodujicim faktorom pre d’alsi klinicky manazment je umiestnenie
a pritomnost’ testis.

Nezostiipené semenniky

Hmatné Nehmatné
Al i i - \ 4 ) 4
Inta-
Ingvinilne Ingvinilne Ektopické abdominilne Chybajice
|
P Ektopické
_| P Agenéza
P Retraktilné
Miznice
testis

Obr. 1 Klasifikacia nezostipenych semennikov

Nezostipené semenniky mozu byt lokalizované pozdiz linie normalnej dréhy zostupovania
semennikov v rozmedzi brucha a skrota. Ak je testis mimo jeho normalnu cestu zostupu
a mimo skrota povazujeme ho za ektopické. NajCastejSia poloha je v tzv. Denis Brown vacku
(medzi scarpovou fasciou a fasciou m. externus obliquus susediacou s anulus inguinalis
superficialis). Zdriekavo st lokalizované perirenalne, prepubicky, femoralne, perinealne,
alebo v kontraleteralnom hemiskrote. Zvycajne ektopické testis nezostupi spontanne do
spravnej pozicie. Navyse ektopické testis kvoli svojej polohe nemusi byt hmatné. (4)
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Obr. 2 Pozicia ektopicky umietneného semennika. Ektopicky semennik moze byt identifikovany
Vv roznych pozicidch- ako je zndzornené.

Retraktilné semenniky sa vidcSinu Casu nachadzajii v skrote, ale pre zvySenu aktivitu
kremasterického reflexu migruju do supraskrotalnej polohy. Jednoducho mézu byt’ stiahnuté
do skrota, kde ostdvaju aspoil docasne. (5)

Intra abdomindlne semenniky st najcastejSie lokalizované v blizkosti anulus inguinalis
profundus. Mozné polohy: v okoli obli¢ky, predna brusna stena, retrovezikalny priestor.
Chybajice semenniky zahiiaji agenézu testis a atrofiu po intrauterinnej torzii semennika
(najpravdepodobnejsie po in utero infarkticii normalneho semennika torziou gonadalnych
ciev). (6)

Manaiment

Liecba kryptorchizmu by mala zacat’ v 6 mesiaci zivota dietata. Po tomto veku nezostipeny
semennik zostupi len vel'mi zriedka. Chirurgickd liecba by mala byt’ rieSena najneskor do 18
mesiacov veku dietata, pretoze histologické vySetrenie nezostipenych semennikov v tomto
veku odhalilo postupnt stratu zarodo¢nych a leydigovych buniek. Skoré naasovanie zakroku
vedie k optimalnym vysledkom spermiogenézy a hormonalnej produkcie, rovnako ako
znizeniu rizika vzniku tumoru v neskorSom veku. (7)

Orchiopexia z ingvinalneho pristupu je najrozsirenejSou technikou s vysokou mierou
uspesnosti az do 92%.

Pre orchiopexiu zo skrotdlneho pristupu sa rozhodujeme pri nizSie uloZenom testis tzv.
migrujlicom testis, kedy testis fixujeme cez skrotalnu inciziu.(8)

Pri nehmatnom testis operaciou musi byt’ jednozna¢ne urcené ¢i je testis pritomné alebo nie.
Ak je pocas operacie najdené bud’ sa stiahne do skroéta, ale pri vyraznej hypoplazii az aplézii
sa odstrani. Dolezitym krokom pred operaciou je opidtovné vySetrenie pacienta, ktory je uz
v celkove] anestézii, pretoze predtym nehmatné testis moze byt ndjdené andsledne sa
chirurgicky postup zmeni z laparoskopického pristupu na Standardnt orchiopexiu z priameho
ingvinalneho pristupu. Zvycajne ak je testis uloZzené viac ako 2 cm od anulus inguinalis
profundus nedosiahne skrotum bez posSkodenia testikuldrnych ciev. A kvoli tymto
okolnostiam je technikou volby operacie orchiopexia Fowler-Stephens. (9) Pri jednodobej
Fowler-Stephens technike je tspeSnost’ v rozmedzi 50-60% a pri dvojdobej sa tspeSnost’
zvySuje az na 90%. (10) Vyhodou dvojdobej operacie, kedy druha cCast’ je realizovand po
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minimalne 6 mesiacoch je dostatok ¢asu na vytvorenie cievnych kolateral a vytvorenie vyssSej
testikularnej mobility. (11)

Fertilita

Chlapci sjednym nezostupenym semennikom maju niz§iu plodnost, ale rovnaju mieru
paternity ako ti, ktori maju semenniky od narodenia v skrédte. Chlapci s bilateralne
nezostipenymi semennikmi trpia oboma, aj nizSou fertilitou aj mierou paternity. Dolezity
prediktivny faktor urcujuci fertilitu v neskorSom veku je vek, v ktorom je realizovana
chirurgickd intervencia. Vysoko odporicané je operacné rieSenie do 12 mesiacov veku
diet'at’a najneskor do 18 mesiacov veku. (12)

Malignita

Chlapci, ktori maji nezostipeny semennik alebo boli lieceni maji zvysené riziko vzniku
testikularnej malignity. A preto je odporacany skrining a samovySetrovanie oboch
semennikov pocas puberty ako aj v dospelosti. (13)
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Suhrn

Adjuvantna artritida, ako reumatoidnd artritida (RA) uludi, je progresivne zapalové
ochorenie, postihujuce kiby ruk a noh. Oxidaény stres je dolezity rizikovy faktor v patogenéze
viacerych ochoreni, vratane reumatoidnej artritidy. Cielom S$tadie bolo porovnat vplyv
roznych molekulovych foriem kyseliny hyalurénovej, podavanej v dvoch roznych
koncentraciach, na parametre oxidacného stresu azmenu objemu zadnych koncatin
u potkanov s adjuvantnou artritidou. Adjuvantna artritida vyvolala u potkanov zvySenie
objemu zadnych koncatin pocas celej doby experimentu, pri€om kyselina hyalurénova tento
parameter neovplyvnila. Z vysledkov vyplyva, Ze kyselina hyaluronova ma antioxida¢né
ucinky, pretoZze vplyvom jej podavania sa zvysila aktivita antioxida¢nych enzymov (SOD a
GPx) a znizila hladina markera oxida¢né¢ho poskodenia lipidov — lipidovych hydroperoxidov.
Nasa Studia preukézala, Ze kyselina hyalurénova zvySuje aktivitu antioxidacnych enzymov, co
by mohlo pozitivne ovplyvnit’ zéapal a byt’ prinosom v lie€be RA.

Kricové slova
reumatoidna artritida, kyselina hyaluronova, oxidacny stres

Summary

Adjuvant arthritis, as a rheumatoid arthritis (RA) in human, is a progressive inflammatory
disease affecting the joints of the hands and feet. Oxidative stress is an important risk factor in
the pathogenesis of multiple diseases, including rheumatoid arthritis. The aim of this study
was to compare the effect of different molecular forms of hyaluronic acid applied in two
various concentrations on the parameters of oxidative stress and on the change in hind paw
volume in rats with adjuvant arthritis. Adjuvant arthritis caused increase values of the volume
of hind paws in rats during the experiment, whereas hyaluronic acid did not affect this
parameter. The results have shown that hyaluronic acid has antioxidant effects, due to the fact,
that applying of hyaluronic acid increased the activity of antioxidant enzymes (SOD and GPx)
and reduced the marker of oxidative damage to lipids — lipid hydroperoxides. Our study has
shown that hyaluronic acid increases the activity of antioxidant enzymes which could
positively affect inflammation and be beneficial also in the treatment of RA.
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Uvod

Reumatoidnd artritida je definovana ako chronické autoimunitné ochorenie s progresivnym
priebehom (5). Ochorenie primarne postihuje kiby ruk a noh, aviak moze poskodzovat aj iné
organy, ako srdce, pl'ica alebo o¢i (13). Vyznacuje sa postupnou destrukciou kibov, vznikom
deformit a Vv neposlednom rade zhorSenim pohybovych schopnosti pacienta (5). Pri tomto
ochoreni vznika zapal v synovialnej membrane, ktory nésledne spdsobuje edém mékkych
tkaniv (13). V patogenéze reumatoidnej artritidy zohrava doleziti ulohu oxidacny stres.
V synovidlnych tkanivach pacientov sreumatoidnou artritidou bola zistena pritomnost
markerov oxida¢ného poskodenia lipidov, lipoproteinov a pritomnost’ karbonylovej skupiny
(6).

Jednym z pristupov k liecbe reumatoidnej artritidy je podéavanie kyseliny hyalurénove;.
Kyselina hyaluronovd (HA) je polysacharid, ktory vo svojej chemickej Struktire obsahuje
opakujuce sa disacharidové jednotky, zlozené z B (1,3)-D-glukurénovej kyseliny a  (1,4)-N-
acetyl-D-glukozaminu (obr. 1) (14). V 'udskom tele sa kyselina hyalurénova nachadza v kozi,
cievach, mozgu, chrupavke, srdcovych chlopniach a pupocnej $nare. Najvyssiu koncentraciu
HA obsahuje synovidlna tekutina, priCom pacienti trpiaci artritidou maji tito koncentraciu
znizenu. Pri liecbe artritidy je dolezitd obnova normalnej hladiny HA, na ¢o sa pouZivaju
intraartikularne injekcie s HA. Tento pristup lieCby je spojeny s bolestou a rizikom infekcie
pacienta (9). Preto vhodnou alternativou je podavanie HA per os, avSak je potrebny vyskum
na ur¢enie davky HA pre efektivnu lieCbu tohto ochorenia.

oo " CH.CH
H u
0
HO H, 4y
H NHCOCH,
D-glukurénova kyselina N-acetyl-D-glukozamin

Obr. 1 Vzorec opakujtcich sa jednotiek kyseliny hyaluronovej (Upravené podl'a Necas a kol. (8)

Cielom nasej Studie bolo posudit, ako vplyva podavanie kyseliny hyalurénovej s odliSnou
molekulovou hmotnostou (0,43 MDa, 0,99 MDa al,73 MDa) vdvoch rdznych
koncentraciach (0,5 a 5 mg/kg telesnej hmotnosti) na vybrané markery oxida¢ného stresu —
superoxiddismutazu (SOD), glutatidnperoxidazu (GPx), katalazu (CAT), lipoperoxidy (LPx),
celkovu antioxida¢nu kapacitu (TEAC) a na zmenu objemu zadnych koncatin potkanov.

Material a metody

V experimentalnej Studii boli pouzité samce potkanov kmena Lewis (n=55) vo veku 5-6
tyzdiiov z chovnej stanice Oddelenia toxikolégie a chovu laboratérnych zvierat, Ustavu
experimentalne] farmakoldgie a toxikologie, Slovenskej akadémie vied, Dobrd voda,
Slovensko. Projekt bol schvaleny Statnou potravinovou a veterinarnou spravou Slovenskej
republiky a Etickou komisiou Ustavu experimentalnej farmakologie a toxikologie.
Adjuvantna artritida bola vyvolana aplikaciou suspenzie Mycobacterium butyricum (MB) v
nekompletnom Freundovom adjuvanse (12 mg MB na 1 ml NFA).

Zvieraté boli randomizaciou rozdelené do 8 skupin podl'a formy (molekulova hmotnost’ - 0,43
MDa, 0,99 MDa a 1,73 MDa) a koncentracie (0,5 a5 mg/kg telesnej hmotnosti) kyseliny
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hyalurénovej, ktora bola podavana gastrickou sondou pocas 28 dni. Potkany boli usmrtené na
28. den experimentu, pricom im zo srdca bola odobratd krv. Centrifugaciou (20 min. pri 3000
ot/min., 4°C) sme ziskali plazmu, ktord bola nasledne uskladnena pri teplote -80°C az do
analyzy. Pre stanovenie aktivity SOD (Sigma — Aldrich, Nemecko) a GPx (Cayman
Chemical, USA) boli pouzit¢é komeréné sety. Enzymova aktivita CAT bola stanovena
metodou podla Bergmayer (2), TEAC bola stanovena metédou podl'a Re a kol. (10)
a koncentracia LPx bola stanovend metodou podla El-Saadani a kol. (3). Objem zadnych
koncatin bol merany prostrednictvom elektronického vodného pletyzmometra.

Vysledky

Vysledky sledovania zmeny objemu zadnych koncatin si uvedené v tabulke 1. Meranim
opuchu zadnych koncatin sme zistili stupajici trend pre tento parameter u potkanov
s adjuvantnou artritidou pocas doby trvania experimentu. Porovnanim nameranych hodnot
medzi zdravou kontrolnou skupinou (HC) a skupinou s artritidou bez podavania kyseliny
hyaluréonovej (AA) sme zistili Statisticky vyznamny ndrast objemu zadnych koncatin
u artritickych potkanov v 14., 21. a28. dni experimentu. U skupin, kde bola podavana
kyselina hyalurénova, neboli preukazané ziadne signifikantné zmeny pre tento marker.

Skupina Cas (dei)
zvierat Parameter 7. 14. 21. 28.
OZK (%) 5,39 7,73 12,65 16,51
HC SEM 1,275 1,304 1,364 1,411
OZK (%) 1,76 56,78** 66,48*** | 60,53***
AA SEM 1,281 1,994 2,089 2,014
OZK (%) 0,89 47,85 62,23 60,26
NHA SEM 1,268 1,857 2,036 2,014
OZK (%) 6,63 48,48 74,31 65,53
5 NHA SEM 1,208 1,679 1,971 1,871
OZK (%) 1,82 45,39 60,44 53,45
SHA SEM 1,222 1,744 1,925 1,844
OZK (%) 7,24 54,72 73,18 71,28
5 SHA SEM 1,200 1,736 1,943 1,925
OZK (%) 3,75 53,26 64,20 59,47
VHA SEM 1,256 1,856 1,988 1,931
OZK (%) 0,00 53,94 67,73 62,99
5VHA SEM 1,180 1,820 1,980 1,925

Tab. 1 Percentualna zmena objemu zadnych koncatin

Prehl'ad aktivity antioxidaénych enzymov a celkova antioxida¢na kapacita u zdravych
potkanov a potkanov s adjuvantnou artritidou si uvedené v tabulke 2. Porovnanim aktivity
antioxida¢nych enzymov medzi zdravymi potkanmi (HC) a potkanmi s artritidou (AA) sme
zaznamenali signifikantné rozdiely v aktivite superoxiddismutazy — SOD (p=0,002)
a katalazy — CAT (p=0,053).

Vysledky merania aktivity antioxidaénych enzymov a celkovej antioxidacnej kapacity plazmy
po podavani kyseliny hyalurénovej su uvedené v tabul’ke 3. Celkova antioxidacné kapacita
plazmy (TEAC) sa Statisticky vyznamne zvySila pri poddvani vysSej davky kyseliny
hyalurénovej v porovnani so skupinou, ktorej nebola podana tato latka (AA vs. 5 NHA, p =
0,0021; AA vs. 5 SHA, p = 0,0099; AA vs. 5 VHA, p = 0,0039). Takisto aktivita SOD
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v davke 5 mg/kg (AA vs. 5 NHA; AA vs. 5 SHA; AA vs. 5 VHA, p <0,001) a v davke 0,5
mg/kg (AA vs. SHA; AA vs. VHA, p < 0,001) a aktivita GPx vo vyssej davke (AA vs. 5
NHA, p = 0,0366; AA vs. 5 SHA, p = 0,0167; AA vs. 5 VHA, p = 0,0004) a pri davke 0,5
mg/kg (AA vs. VHA, p = 0,0166) boli signifikantne zvySené vplyvom podania kyseliny
hyalurénovej. Naopak, aktivita CAT bola u vSetkych sledovanych skupin signifikantne nizsia
(AA vs. NHA, p = 0,0016; AA vs. 5 NHA, p = 0,0379; AA vs. SHA, p = 0,0106; AA vs. 5
SHA, p = 0,0014; AA vs. VHA, p = 0,0019; AA vs. 5 VHA, p = 0,003p). Parameter
oxida¢ného poskodenia lipidov (LPx) nepreukazal ziadnu Statisticky vyznamnu zmenu.

Parameter HC AA P
TEAC (mmol/l) 4,01 £0,07 4,04 + 0,09 n.s.
SOD (U/mg Hb) 422,65 + 15,93 546,48 + 14,25 0,0001
GPx (ukat/mg Hb) 45,01 +3,89 48,78 £ 428 n.s.
CAT (ukat/g Hb) 2,61 £0,18 3,06 % 0,09 0,044
LPx (nmol/ml) 20,76 + 3,55 53,34+ 5,83 0,003
Tab. 2 Vplyv adjuvantnej artritidy na markery oxidaéného stresu
Parameter| AA NHA | 5NHA | SHA | 5SHA VHA | 5VHA
TEAC 4,04 4,23 4,57** 4,07 4.80%* 4.19 4,73%*
(mmol/l) | £0,09 | +0,09 | +£003 | £010 | £024 | +010 | +0,06
*%* *% ** *%
SOD 546,48 | 615,26% | OL1S7T | gy ape | 94H TS| 71717 | 869,42
(U/mg Hb) | +14,25 | £23,00 | , 2845 | T34 | L4135 | 13001 | +3496
f’ft / 306 | 2.61% | 240%** | 281 | 206%%* | 202%%x | 22g%*
:b)a g +0,09 | £0,15 | +£0,08 | +0,12 | +010 | +0,05 + 0,09
?i" m 4878 | 51,97 | 7461%* | 69,74** | 8099** | 6126%* | 77.17**
I—Tb)a & | £428 | £527 +867 | £737 | £10,19 | +431 +5,50
LPx 5334 | 18,37** | 46,84* | 253** | 30,98 | 2513** | 24.49*
(nmol/ml) | +583 | 211 | +1147 | +467 | +845 +5,53 +2.67

*Statistickd vyznamnost’ oproti skupine AA: * p <0,05; ** p<0,01;***p<0,001
Tab. 3 Vplyv kyseliny hyalurénovej na markery oxida¢ného stresu u potkanov s adjuvantnou
artritidou

Diskusia

V predkladanej $tadii sme sledovali, ako sa menili markery oxida¢ného stresu a opuch
zadnych koncatin u potkanov s adjuvantnou artritidou vplyvom kyseliny hyalurénove;.
Indukovana adjuvantnd artritida sa u potkanov prejavila vyraznym opuchom zadnych
koncatin, ktory mal kontinudlne rastuci trend pocas celého experimentu. Skiimané latky vSak
tento parameter vyznamne neovplyvnili. K podobnym zaverom dospeli v stadii aj Slovak
akol. (12) pri monitorovani vplyvu ferulaldehydu, avSak v danej S$tudii kombinacia
ferulaldehydu s metotrexatom sposobila vyrazné zmenSenie opuchu. Analyza vysledkov
merania antioxidacnej kapacity preukazala, Ze kyselina hyalurénova signifikantne zvysuje
celkovll antioxida¢nu kapacitu plazmy pocas artritidy pri porovnani s nesuplementovanou
skupinou chorych potkanov. Podobne, Gardi a kol. (4) vo svojej $tadii dosiahli zvysenie
TEAC u artritickych potkanov uc¢inkom kvercetinu. Signifikantny narast aktivity SOD po
podavani HA sme pozorovali takmer vo vSetkych skupinach, okrem skupiny potkanov, ktora
bola suplementovana nizkomolekulovou HA v nizsej koncentracii. Rovnaky efekt na aktivitu
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SOD ma tiez napriklad polyfenolova frakcia panenského kokosového oleja (15) a kyselina
alginova v monoterapii alebo v kombinacii s indometacinom (11). Pozitivny vplyv podavania
HA sa prejavil aj v aktivite enzymu GPx, ktora bola Statisticky vyznamne vyssia po podavani
vSetkych molekulovych foriem HA vo vy$sej koncentracii. V $tadii Kalaiselven a Rasool (7)
tiez preukazali priaznivy G¢inok zmesi prirodnych latok — Triphala na aktivitu GPx v modeli
adjuvantnej artritidy. Na rozdiel od enzymov SOD a GPx, sa meranim enzymu CAT v nasej
stadii zistilo signifikantné znizenie jej aktivity po podani sledovanej latky — Kyseliny
hyalurénovej. Tieto zistenia sa zhoduji s vysledkami $tadii Akramas akol. (1) a
Sarithakumari a kol. (11).

Zo zistenych poznatkov mozeme konstatovat, ze kyselina hyaluronova pozitivne posobi na
znizovanie oxidac¢ného stresu pri adjuvantnej artritide.

Pod’akovavnie
Projekt MS SR APVV-15-0308.
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cord ischemia /reperfusion)
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Suhrn

Nasim cielom bolo posadit’ tucinky bradykininového alebo noradrenalinového
prekondicionovania na aktivitu ubikvitinu v gliovych bunkach bielej hmoty miechy kralikov
po ischémii/reperfuzii. Vyznamny narast (P <0,001) ubikvitin pozitivnych gliovych buniek
sme pozorovali v obidvoch prekondicionovanych skupinach (Br / 201 / 24hR a Nor / 201 /
24hR) zvierat v porovnani s kontrolnou skupinou. Vyznamné zvySenie (P <0,001) ubikvitin
pozitivnych gliovych buniek pretrvavalo aj po 48 hodinach reperfizie v obidvoch
prekondicionovanych skupinach (Br / 201 / 48hR a Nor / 201 / 48hR) v porovnani nielen s
kontrolnou skupinou , ale aj s ischemickou skupinou (201 / 48hR) zvierat. Po 24 hodinach
reperflizie sa pozoroval signifikantny narast (P <0,001) gliovych buniek pozitivnych na
ubikvitin v ischemickej skupine (201 / 24hR) oproti kontrolnej skupine. Naopak, v
ischemickej skupine po 48h reperfuzie (20I/48hR) bol pritomny vyznamny pokles (P <0,01)
ubikvitin pozitivnych gliovych buniek oproti kontrolnej skupine zvierat. Podl'a naSich zisteni
prekondicionovanie  bradykininom alebo noradrenalinom, po ktorom nasleduje
ischémia/reperfuzia, aktivuje ubikvitin sprostredkovant stresovi odpoved’, ktora pretrvava aj
48 hodin po ischémii.

Krucové slova
miecha, bicla hmota, kralik, gliové bunky, bradykinin, noradrenalin, prekondicionovanie,
ubikvitin

Summary

We aimed to assess the effects of bradykinin or noradrenaline preconditioning on ubiquitin
activity in ischemia/reperfusion model in the rabbit spinal cord. Significant increase
(P<0.001) of ubiquitin positive glial cells was observed in both preconditioned groups
(Br/201/24hR and Nor/201/24hR) of animals in comparison to the control group. Significant
increase (P<0.001) of ubiquitin positive glial cells persisted also after 48h of reperfusion in
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both preconditioned groups (Br/201/48hR a Nor/201/48hR) in comparison not only to control
group but also versus ischemic group (201/48hR) of animals. After 24h of reperfusion was
observed significant increase (P<0.001) of ubiquitin positive glial cells in the ischemic group
(201/24hR) versus control group observed. On the contrary, in the ischemic group after 48h of
reperfusion (201/48hR) the significant decrease (P<0.01) of ubiquitin positive glial cells
versus control group was present. According our findings bradykinin or noradrenaline
preconditioning followed by ischemia/reperfusion activates ubiquitin mediated stress response
which persist 48h after ischemia.

Keywords
spinal cord, white matter, rabbit, glial cells, bradykinin, noradrenaline, preconditioning,
ubiquitin

Uvod

Ubikvitin je protein vyskytujuci sa v eukaryotickych bunkidch aj za fyziologickych
podmienok. Je stcastou ubikvitin - proteazOmového systému, zameriava sa na znacenie
pocetnych bunkovych proteinov ureny na degradéaciu, a teda je nevyhnutny na kontrolu
Sirokého spektra zdkladnych bunkovych procesov a prezitia buniek. Predpoklada sa, Ze jeho
zvySena imunopozitivita v bunkach je pozorovana pri oxidacnom strese (2). Nasim cielom
V praci bolo posudit’ uc¢inky farmakologického prekondicionovania bradykininom (Br) alebo
noradrenalinom (Nor) na aktivitu ubikvitinu v gliovych bunkach bielej hmoty miechy
kralikov po ischémii (I) / reperfuzii (R).

Material a metody

Ischémia bola vyvolana 20 minitovym podvézom brusnej aorty pod 'avou renalnou artériou.
Novozélandské dospelé samce kralikov boli prekondicionované bradykininom alebo
noradrenalinom 2 dni pred 20 minitovou ischémiou miechy. Po 24 alebo 48 hodinach
reperflizie sme zvieratd transkardidlne preplachli 0,9 % fyziologickym roztokom a 4 %
paraformaldehydom v 0,1 M roztoku PBS (pH = 7,4). Cela miecha bola vypreparovana,
postfixovana v 4 % paraformaldehyde. Parafinové rezy z Ls segmentov miechy (5pm) boli
spracované¢ imunohistochemickou metédou na dokaz ubikvitinu. Funkcénost' panvovych
koncCatin sme sledovali pomocou skoére podla Tarlova (0-5). Vysledky experimentu boli
Statisticky vyhodnotené pomocou S§tatistického programu GraphPad InStad 3 (ANOVA test a
Tukey—Kramerov test). Udaje v grafe st uvadzané ako priemerné hodnoty a su vyjadrené ako
+ S.E.M. (Standardna odchylka). Zvieratd boli rozdelené do 7 skupin:

. kontrolna skupina - (n = 7)

. ischemicka skupina - 20 mintt ischémie / 24 hodin reperfuzie (n = 8)

. ischemicka skupina - 20 mintt ischémie / 48 hodin reperfazie (n = 8)

. experimentalna skupina — bradykinin + 20 minut ischémie / 24 hodin reperfuzie (n = 10)
. experimentalna skupina - bradykinin+ 20 mintt ischémie / 48 hodin reperfuzie (n = 11)

. experimentalna skupina - noradrenalin + 20 minut ischémie / 24 hodin reperfuzie (n = 9)
. experimentalna skupina - noradrenalin + 20 minut ischémie / 48 hodin reperfuzie (n = 9)

~NOoO OB~ WN -

Vysledky

Zaznamenali sme rozdiely v pocte ubikvitin pozitivnych gliovych buniek (graf ¢. 1).
Vyznamny narast (***P <0,001) ubikvitin pozitivnych gliovych buniek sa pozoroval v
obidvoch prekondicionovanych skupinach (Br/20I/24hR a Nor/201/24hR) po 24h reperfuzie v
porovnani s kontrolnou skupinou zvierat. V tychto prekondicionovanych skupinach
(Br/201/24hR a Nor/201/24hR) sme pozorovali v bielej hmote miechy difizne rozptylené
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gliové bunky s vysSou ubikvitinovou pozitivitou v jadre v porovnani s ich cytoplazmou.
Vyznamné zvySenie poctu ubikvitin pozitivnych gliovych buniek pretrvavalo aj po 48
hodindch reperfuzie v obidvoch prekondicionovanych skupinach (Br/20I/48hR a
Nor/201/48hR) v porovnani s kontrolnou skupinou (¥***P <0,001) aaj s ischemickou
skupinou (201/48hR) zvierat (+++P <0,001). Bradykininom prekondicionovand skupina
(Br/201/48hR) a noradrenalinom prekondicionovana skupina  (Nor/201/48hR) zvierat
preukazali mierne zmeny v ubikvitinovej pozitivite gliovych buniek. Niektoré z gliovych
buniek znizili jadrovu ubikvitin pozitivitu, na druhej strane sa zvysila ubikvitin pozitivita
vich cytoplazme v podobe jemnych ubikvitin pozitivnych zhlukov. Neuropil bol bez
vyraznych ubikvitinovych agregatov.

V ischemickej skupine (201/24hR) po 24 hodinach reperfizie doslo k vyznamnému zvySeniu
poctu (***P <0,001) gliovych buniek pozitivnych na ubikvitin oproti kontrolnej skupine
zvierat. V cytoplazme tychto gliovych buniek boli viditelné tmavohnedé ubikvitinové
agregaty. Vyznamny pokles (**P <0,01) ubikvitin pozitivnych gliovych buniek sa pozoroval
v ischemickej skupine (20I/48hR) po 48 hodindch reperfizie v porovnani s kontrolnou
skupinou zvierat. Biela hmota javila znamky poSkodenia, axény a véicSina gliovych buniek
boli poskodené. Vyskyt ubikvitinovej aktivity v tychto gliovych bunkéch sa vyrazne zmenil,
pozorovali sme zniZenie ubikvitin pozitivity v ich cytoplazme, ale na druhej strane boli
vV neuropile viditelné vyrazné tmavohnedé ubikvitinové agregaty. VacSina pritomnych
gliovych buniek nebola pozitivna na ubikvitin.

Tarlovo skore

O Control (1)
=201/24R (2)

= 201/48R (3)

Hi Br/201/24R (4)

Ef Br/201/48R (5)

@ Nor/201/24R (6)

O Nor/201/48R (7)

Graf 1 Pocet ubikvitin pozitivnych gliovych buniek v bielej hmote Ls segmentu miechy kralika.
Grafické hodnoty znazortiuju aritmeticky priemer + S.E.M. Statisticka vyznamnost’ rozdielov: (***P
< 0,001), (**P < 0,01) pri porovnani s kontrolnou skupinou; (+++P <0,001) pri porovnani s
ischemickou skupinou 201/48hR.

Na zhodnotenie funk¢énosti panvovych koncatin sme sa opierali o skore podl'a Tarlova (7).
Hodnoty st znazornené v grafe ¢. 2. Signifikantné rozdiely v Tarlovom skore boli
zaznamenané medzi kontrolnou skupinou zvierat a skupinami 201/48hR; Br/20I/48hR (***P
<0,001) a medzi kontrolnou skupinou v porovnani s noradrenalinom prekondicionovanou
skupinou Nor/20I/48hR (**P <0,01). Dalsie signifikantné rozdiely v Tarlovom skére sme
pozorovali pri porovnani ischemickej skupiny 20I/48hR s prekondicionovanymi skupinami
Br/201/24hR (++P <0,01), Nor/20I/24hR (+P<0,5). Signifikantny pokles (x P<0,5) Tarlovho
skore bol pozorovany po 48 hodinach reperfuzie v bradykininom prekondicionovanej skupine
(Br/201/48hR) v porovnani s bradykininom prekondicionovanou skupinou (Br/201/24hR)
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zvierat, ktoré prezivali 24 hodin. Podobny, ale Statisticky nesignifikantny pokles v Tarlovom
skére sme zaznamenali aj v noradrenalinom prekondicionovanych skupindch. V ischemicke;j
skupine zvierat (20I/48hR) sme po 20 minttovej ischémii a 48 hodinovej reperfuzii
pozorovali vyraznu paraplégiu panvovych koncatin a inkontinenciu mocu a stolice u takmer
vSetkych experimentalnych zvierat, na rozdiel od prekondicionovanych skupin (Br/20I/48hR
a Nor/201/48hR ), kde zvierata boli schopné Ciastoéného pohybu a inkontinencia pritomna
nebola.

25 T
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|
T

O Control (1)

% ok ok

B201/24hR (2)

[
(6]
|
T

= 201/48hR (3)

B Br/201/24hR (4)

=
o
|
T

M Br/201/48hR (5)

B Nor/201/24hR (6)

(6]
|
T

OINor/201/48hR (7)

Pocet ubikvitin pozitivnych gliovych
buniek/100 mm? bielej hmoty

Graf 2 Tarlovo skore. 0- paraplégia, 1- postrehnutelny pohyb panvovych koncatin, 2- aktivny pohyb,
bez schopnosti sedu, 3- schopnost’ sedu, bez schopnosti skoku, 4- chabé skakanie, 5- kompletna
normalna funkénost’ panvovych koncatin. Grafické hodnoty zndzornuju aritmeticky priemer + S.E.M.
Statisticka vyznamnost' rozdielov: (***P < 0,001), (**P < 0,01) pri porovnani s kontrolnou
skupinou; (++P <0,01), (+P<0,5) pri porovnani s ischemickou skupinou 20I/48hR a (x P<O0,5) pri
porovnani s bradykinino prekondicionovanou skupinou Br/201/24hR.

Diskusia a zaver

NaSe vysledky naznacuji, Ze farmakologické prekondicionovanie bradykininom alebo
noradrenalinom zaujimavo vplyva na ubikvitin pozitivitu v gliovych bunkach bielej hmoty
miechy krélika po ischémii a reperfuzii. VysSiu ubikvitinovll pozitivitu sme pozorovali v
jadrach gliovych buniek bielej hmoty miechy v skupinach Br/20I/24R a Nor/20I 24R. Téato
ubikvitinova pozitivita v jadrach gliovych buniek bola vysSia v porovnani s cytoplazmou.
Naopak, v ischemickej skupine 201/24R distribucia ubikvitinu bola odliSnd po 20 minutach
ischémie a24 hodinove] reperfuzii. Zaznamenali sme tu zniZenu jadrova ubikvitinova
pozitivitu a naopak, bola zvySena cytoplazmaticka ubikvitinova pozitivita v podobe tmavych
agregatov. Vo vSetkych prekondicionovanych skupindch sme pozorovali Statisticky
signifikantné zvySenie poCtu ubikvitin pozitivnych gliovych buniek v bielej hmote miechy
vzhl'adom ku kontrolnej skupine zvierat a v prekondicionovanych skupinach Br/20I/48R a
Nor/201 48R aj vzhl'adom k ischemickej skupine zvierat 201/48R.

V ischemickej skupine 20I/48R nervové tkanivo bielej hmoty miechy bolo po 20 minttach
ischémie a 48 hodin reperfuzie vakuolizované¢, na mnohych miestach, kde boli predtym
pritomné gliové bunky, sme pozorovali tmavé ubikvitin pozitivne agregaty alebo prazdne
priestory. Pritomnost ubikvitinovych agregatov predstavuje zndmky posSkodenych
degenerovanych buniek, ktoré stratili schopnost’ intraceluldrnej hydrolytickej degradécie
pozmenenych proteinov (4). Gliové bunky neschopné syntetizovat’ novy ubikvitin sa javia
ako tie, ktoré podliehaju degenerativnemu procesu, pretoze ubikvitin v jadrach méze zohravat
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ulohu pri oprave DNA pdsobiac na poSkodeny chromatin (1,5 a 6). Liu a kol. (3) pozorovali,
ze ischemické prekondicionovanie zmierfiuje agregaciu proteinov v neurdnoch.
Prekondicionovanie vedie pravdepodobne k vytvoreniu ischemickej tolerancie, ¢o ma za
nasledok produkciu stresovych proteinov, ktoré znizuju tvorbu proteinovych agregatov (3).
Podl'a naSich zisteni bradykininom alebo noradrenalinom realizované prekondicionovanie
pred ischémiou/reperfiziou vplyva na ubikvitinom sprostredkovanu stresovi odpoved’, ktora
pretrvava aj 48 hodin po realizovanej ischémii v podobe zvySeného poctu ubikvitin
pozitivnyh gliovych buniek.
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Suhrn

V poslednom obdobi st uz nanocastice beznou sucastou kazdodenného zivota.
Poly(etylén)glykol — blok — polylaktidmetyléterové (PEG — b — PLA) nanocastice, ktoré sa
pouzivaju pri cielenom transporte lieciv, zlepSuji rozpustnost’ lie¢iva a umozituju jeho dlhsiu
cirkulaciu v krvi. Potencialny vplyv dvoch dévok nanocastic [20 mg/kg telesnej hmotnosti
(PEG20), alebo 40 mg/kg telesnej hmotnosti (PEG40)] na aktivitu glutationperoxidazy (GPx)
bol Studovany na samiciach potkanov z rodu Wistar v dvoch §tadiach zZivota — u infantilnych
a dospelych jedincov. U infantilnych jedincov sme zistili signifikantny narast aktivity GPx po
podavani PEG40. V pripade dospelych potkanov, signifikantny vplyv na aktivitu GPx bol
zaznamenany uz v pripade PEG20, s eSte va¢$im narastom po podani PEG40. Aj napriek
preukazatenému pozitivnemu vplyvu nanocastic, ich zvySena incidencia v prostredi moze
mat’ na l'udsky Zivot aj negativny dosah. Potencialna toxicita by preto mala byt predmetom
d’alSieho Stidia nanocastic.

Kricové slova
PEG - b - PLA nanocastice, oxidac¢ny stres, glutationperoxidaza (GPx)

Summary

Recently, nanoparticles have become a regular part of everyday life. The poly (ethylene)
glycol - block - polylactide methyl ether (PEG - b - PLA) nanoparticles used in targeted drug
delivery improve the drug's solubility and allow it to circulate longer in the blood. The
potential impact of two doses of nanoparticles [20 mg/kg body weight (PEG20) or 40 mg/kg
body weight (PEG40)] on glutathione peroxidase activity (GPx) was studied in two different
life stages of female Wistar rats - infantile and adult individuals. In infantile individuals, we
found a significant increase in GPx activity after PEG40 administration. In the case of adult
rats, a significant effect on GPx activity was noted already with PEG20, with an even greater
increase after PEG40 administration. Despite the demonstrable positive impact of
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nanoparticles, their increased incidence in the environment may also have a negative impact
on human life. Potential toxicity should therefore be the subject of further study of
nanoparticles.

Keywords
oxidative stress, PEG - b - PLA nanoparticles, glutathione peroxidase (GPx)

Uvod

Vyvoj a vyuzivanie nanocastic nielen v biomedicine v poslednej dobe zaziva expanziu. Ich
velkost, tvar, rozpustnost’ a naboj, ale naymé schopnost’ biodegradacie a schopnost’ prenasat’
iné molekuly ich preduréuji na vyuzitie v biomedicine. Poly(etylén)glykol — blok —
polylaktidmetyléterové (PEG — b — PLA) nanocastice nam poskytujui moznost’ cieleného
transportu lie¢iv ato predovietkym zvySenim ich rozpustnosti vo vode a predizenim
cirkulacie v krvnom riecisti. Okrem toho st schopné kontrolovat’ uvolfiovanie lieku v presne
definovanych ¢asovych intervaloch (1-5) a tym zvySovat’ cytotoxické ucinky lieciv. Jednou
Z najzaujimavejSich aplikacii nanotechnolédgii je prave cieleny transport lieciv do tkaniv.
Cielena terapia vyvolava ziaduce terapeutické ucinky pri relativne malej davke. Navyse,
riadené uvolfiovanie lie¢iva zabraiiuje vedlaj§im ucinkom liecby a zniZuje negativny dosah
na zdravé tkanivo. Nanocastice, vratane nami pouzitych PEG - b — PLA nanocastic, st
schopné lieCivo enkapsulovat’, transportovat’ ho na miesto urcenia a na zaklade interakcie so
Specifickymi receptormi na povrchu buniek cielovych tkaniv ho do prostredia vypustit’.
Okrem pozitivnych ucinkov sa Coraz viac upriamuje pozornost na potencidlnu toxicitu
nanocastic, v neposlednom rade na vztah medzi fyzikdlno — chemickymi vlastnostami
nanocastic a ich vplyvom na oxida¢ny status organizmu. Preto cielom nasej Studie bolo zistit’
vplyv komeréne vyuzivanych PEG — b — PLA nanoCastic na aktivitu enzymu
glutationperoxidazy v homogenatoch pecene v podmienkach in vivo.

Nedostatok informacii o u¢inku PEG — b — PLA na redoxnu rovnovahu organizmu potkanov
nas viedol k sledovaniu vplyvu nanoCastic na aktivitu antioxidacného enzymu,
glutationperoxidazy, v pe¢eni potkanov v podmienkach in vivo.

Material a metody

Micely PEG — b — PLA boli pripravené podl'a Du a kol. (2009) (6) a Shin a kol. (2009) (7)
a ocharakterizované transmisnou elektronovou mikrografiou (TEM), metodou
elektroforetického rozptylu svetla (ELS) a dynamického rozptylu svetla (DLS) (7). Detailny
postup pripravy nanocastic bol popisany v praci Rollerova a kol. (2015) (8).

Do studie bolo zahrnutych 64 samic potkanov z rodu Wistar. V postnatalne dni (PND) 4 — 7,
bolo denne potkanom intraperitonealne podavané PEG-b-PLA v dvoch rozdielnych davkach:
20 mg/kg telesnej hmotnosti (PEG20) (infantilné potkany, n = 10, dospelé jedince, n = 12) ,
alebo 40 mg/kg telesnej hmotnosti (PEG40) (infantilné potkany, n = 10, dospelé jedince, n =
12). V pripade kontrolnych skupin bola potkanom intraperitonedlne podavana
ultrapurifikovana voda po odpareni tetrahydrofuranu (nosi¢ pouzity pri priprave nanocastice)
(infantilné potkany, n = 10, dospelé jedince, n = 10).

Samice potkanov boli usmrtené dekapitaciou po ketamin/xylazinovej anestézii (60/10 mg/kg
telesnej hmotnosti) ato v dvoch Stadiach zivota: infantilné potkany v PND17 a dospelé
jedince v den prvého estra po PND 176.

Pecen potkanov bola po usmrteni odobratd do skimaviek oSetrenych argénom a uskladnena
do d’al$ej analyzy pri teplote -75°C.

Vzorka pecene bola homogenizovana v homogenizacnom roztoku (0,01M Na;HPO,4.12H,0,
0,14M NaCl, 0,01M NaH,P04.2H,0), scentrifugovana (20 min, 2000g, 4°C) a rozdelena na
alikvoty na stanovenie koncentracie karbonylov proteinov a celkovej antioxidacnej kapacity.
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Pelet so zvySnym supernatantom bol opéatovne rozsuspendovany a scentrifugovany (60 min,
10 000g, 4°C). Supernatant bol pouzity na stanovenie aktivit antioxida¢nych enzymov.

Na stanovenie aktivity glutationperoxidazy bol pouzity kit Glutathione Peroxidase Assay Kit
(CaymanChemical, USA).

Aktivita enzymu GPx je vyjadrena ako nU/ml/mg Hb.

Vysledky boli Statisticky vyhodnotené pomocou programu StatsDirect3 Statistical Software,
verzia 2.3.7. (StatsDirect®Ltd., UK). Hladina signifikancie bola nastavena ako p < 0,05. Kvoli
nerovnomerne rozdelenym datam, hodnoty st vyjadrené ako median s interkvartilovym
rozmedzim (Q1-Q3, 25-75%). Grafické znazornenie bolo urobené pomocou Box - and —
Whisker Plot.

Vysledky

Trend narastu aktivity GPX u infantilnych jedincov v porovnani s kontrolnou skupinou
[870,197 (688,274-1067,279) nU/ml] sme pozorovali po podani PEG20 [933,870 (845,94
(1073-344) nU/ml/mg Hb, (p > 0,05)]. Tento trend sa vSak ukazal vyznamny az v pripade
podavania PEG40 [1062,731 (924,773-1212,818) nU/ml, p < 0,05) (Obr. 1).
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Obr. 1 Aktivita glutationperoxiddzy v peceni infantilnych samic potkanov po neonatalnej
administracii PEG-b-PLA (PEG20 - davka 20 mg/kg telesnej hmotnosti, alebo PEG40 - 40 mg/kg
telesnej hmotnosti). Hodnoty s vyjadrené ako median s interkvartilovym rozmedzim (Q1-Q3, 25-
75%).

* p< 0,05- kontroly vs. PEG40

V porovnani s kontrolnou skupinou [477,547 (424,486-553,348) nU/ml] sme u dospelych
jedincov zistili signifikantne zvySenu aktivitu GPX v peceni po podani oboch davok
nanocastic PEG — b — PLA [PEG20 - 632,181 (566,992-651,889) nU/ml, p<0,05 vs. PEG40 -
1133,984 (1061,215-1197,657) nU/ml, p<0,01)] (Obr. 2).
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Obr. 2 Aktivita glutationperoxidazy v peceni dospelych samic potkanov po neonatalnej administracii
PEG-b-PLA (PEG20 - davka 20 mg/kg telesnej hmotnosti, alebo PEG40 - 40 mg/kg telesnej
hmotnosti). Hodnoty st vyjadrené ako median s interkvartilovym rozmedzim (Q1-Q3, 25-75%).

* p< 0,05- kontroly vs. PEG20

** p< 0,01- kontroly vs. PEG40

Diskusia a zaver

Cielom naSej Stidie bolo usamic potkanov zrodu Wistar zistit' vplyv neonatdlneho
podavania dvoch rozliénych koncentracii PEG—b-PLA nanocastic (PEG20 - davka 20 mg/kg
telesnej hmotnosti, alebo PEG40 - 40 mg/kg telesnej hmotnosti) na aktivitu
glutatidnperoxidazy peceni cicavcov, ktora patri medzi organy s najvySSou metabolickou
aktivitou.

Zvysend hladina reaktivnych metabolitov s ndslednou zmenou v hladinach antioxida¢nych
enzymov su spajané s procesom starnutia (9). Tuto hypotézu potvrdzuje aj naSe zistenie
zvySenej aktivity glutationperoxiddzy (GPx) u kontrolnej skupiny dospelych jedincov
Vv porovnani s kontrolnou skupinou infantilnych potkanov. Zaroven, podobne ako Tungsoy
akol. (10), ktori namerali zvySent aktivitu GPx v peceni ryb Oreochromis niloticus po
podavani CuO nanocastic, sme aj my potvrdili predpokladany vplyv PEG-b—PLA na aktivitu
GPx ato u infantilnych aj dospelych potkanov.

Podobne ako v plazme (11), aj v peceni, ktora sa povazuje za cielovy organ akumulacie
nanocastic, sme po podavani PEG-b-PLA nanocastic zistili zvySenie aktivity GPx
Vv zavislosti od podavanej davky. U infantilnych jedincov sme pozorovali trend zvySovania
aktivity GPx v pripade PEG20, so signifikanciou pri PEG40. U dospelych jedincov bola
aktivita GPx zvySena uz po podani PEG20, ¢o mdze suvisiet’ aj s uz spominanou akumulaciou
oxida¢ného stresu v dosledku vyssieho veku potkanov. Tieto vysledky podporuje aj tedria
Haser a Furll (2015), ktori potvrdili znizent antioxida¢nt kapacitu a teda aj zvySené nasledky
redoxnej nerovnovahy aj na aktivity antioxidacnych enzymov.

Vysledky nasej Studie poukazuju na mozny vztah medzi oxidaénym stresom a neonatalnym
podavanim PEG-b-PLA. Vysledky by mohli mat’ vplyv na lepSie pochopenie a rozsirenie
poznatkov 0 PEG—b—PLA nanocasticiach.
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Suhrn

Ischémia a néaslednd reperfuzia zapriciiiuje vznik oxida¢ného stresu v nervovych bunkach.
Sucastou hlavného obranného mechanizmu zneskodnujuceho vol'né radikaly su antioxidacné
enzymy superoxid dismutdza a kataldza. V naSej praci sme Studovali neuroprotektivny u¢inok
bradykininového postkondicionovania v réznych ¢asovych intervaloch na miechu kralika po
20 minutovej ischémii a 3 dnovej reperfuzii. Bradykinin bol aplikovany i.p. 1, 6, 12 alebo 24
hodin po ischémii. Zamerali sme sa na sledovanie zmien imunoreaktivity endogénnych
antioxidac¢nych enzymov (SOD1, SOD?2 a kataldzy) v motorickych neurénoch prednych rohov
miechy kralika.

Kricové slova
antioxidac¢né enzymy, ischémia, postkondicionovanie, bradykinin, miecha

Summary

Ischemia and subsequent reperfusion cause oxidative stress in nerve cells. Antioxidant
enzymes, superoxide dismutase and catalase, are major agents involved in the main protective
mechanism for scavenging of free radicals. The aim of our study was to investigate
neuroprotective effect of bradykinin postconditioning in different time periods on the rabbit
spinal cord after 20 min of ischemia and 3 days of reperfusion. Bradykinin was administered
by a single i.p. application at 1, 6, 12 or 24 hours after ischemia. In the present study we
described changes of endogenous antioxidant enzymes (SOD1, SOD2 and catalase)
immunoreactivity in motor neurons in anterior horns of the rabbit spinal cord.

Keywords
antioxidant enzymes, ischemia, postconditioning, bradykinin, spinal cord

Uvod

Oxidacny stres je jednym z hlavnych faktorov podielajiicich sa na ischemicko-reperfuznom
poSkodeni nervového tkaniva (1). Nadmernd produkcia volnych radikalov a postupné
vyCerpavanie kapacity endogénnych antioxidaénych enzymov spdsobuje poskodenie

133



biomakromolekul a vedie ku smrti bunky (2,3,4). Najvyznamnej$imi volnymi kyslikovymi
radikdlmi vznikajucimi pri oxida¢nom strese su superoxidové a reaktivnejSie hydroxylové
aniony, ktoré su najcastejSie produktom reakcie peroxidu vodika a superoxidovych aniénov
(4). V bunkach sa vyvinulo viacero mechanizmov zabezpecujucich ochranu proti oxida¢nému
stresu (3,5). Hlavnymi antioxidacnymi enzymami v bunkéch st superoxid dismutdzy (SODI a
SOD?2) akatalaza (6). Endogénne antioxida¢né enzymy sa vyznamne podiel’aju na ochrane
nervovych buniek pred ischemicko-reperfuznym poskodenim. Narast ich aktivity
a neuroprotektivny uc¢inok boli zistené pri viacerych modeloch kondicionovania aplikovaného
na organy centralneho nervového systému (7,8,9,10).

Material a metody

V praci bolo pouzitych 48 samcov novozélandského kralika. Zvierata boli rozdelené¢ do
skupin: (I) kontrolna skupina (n=6), (II) ischemicka skupina: 20 minutova ischémia a 3 diova
reperfuzia (n=6) a (III-VI) Styri skupiny s 20 minutovou ischémiou a bradykininovym
postkondicionovanim v réznych ¢asovych intervaloch po 1, 6, 12 alebo 24 hodinach (kazda
skupina n=9, dizka reperfiizie: 3 dni). Bradykinin bol podany jednorazovo po ischémii
v urcenych casovych intervaloch (150 pg/kg, i.p., Bradykinin, Sigma). Po navodeni celkovej
anestézie (zolazepam 20 mg/kg, i.m. + tiletamin 20 mg/kg, i.m., Virbac; xylazin 3 mg/kg, i.m.
ECUPHAR N.V.) bola vykonand 20 minutova ischémia lumbélnej miechy podvdzom
abdominalnej aorty pod odstupom a. renalis sinistra podl'a Zivina a De Girolamiho (11). Po
uplynuti doby reperfizie bola zvieratdim navodena hlboka anestézia, vykonana transkardialna
perfuzia 0,9% fyziologickym roztokom a nasledne 4% paraformaldehydom vo fosfatovom
pufri (pH 7,4). Z odobratych miech boli do parafinu zaliate miechové segmenty L. Ziskany
material bol spracovany imunohistochemicky na dokaz hlavnych antioxidacnych enzymov
superoxid dismutazy (CuZn-SOD/SOD 1, Mn-SOD/SOD 2) a katalazy (CAT). Rezy hrubé 5-
6 um boli inkubované s primarnou protilatkou (polyclonal rabbit antibody to superoxide-
dismutase 1, superoxide-dismutase 2, catalase; Abcam, 1:500) a nasledne bol na spracovanie
pouzity UltraVision LP (HRP DAB) kit (Thermo Scientific). Rezy boli dofarbené
Mayerovym hematoxylinom a kvalitativne hodnotené (v Skale: slaba — strednd — vyrazna
imunoreaktivita) pomocou svetelného mikroskopu OLYMPUS BX50 s digitalnou kamerou
OLYMPUS SP350 (Olympus, Tokyo, Japonsko).

Vysledky

Vyhodnotenie imunohistochemického dokazu superoxid dismutazy 1 (SOD 1)

V kontrolnej skupine (I) sa v prednych rohoch miechy vyskytovali zachované neurény so
slabou SOD1-imunoreaktivitou v cytoplazme. Jadro, jadierko a Nisslova substancia boli
SOD1-negativne. V ischemickej skupine (II) boli pozorované poskodené scvrknuté neurény
s tmavym pyknotickym jadrom a vyraznou SODI-pozitivitou v cytoplazme. V prednych
rohoch sa nachadzali aj svetlé neurény (chromatolyza v cytoplazme atmavé pyknotické
jadro). Niektoré poSkodené vyrazne SOD1-pozitivne neurdény boli vtiahnuté do bielej hmoty.
V skupine s bradykininovym postkondicionovanim 1 hodinu po ischémii (III) boli pozorované
najmé prezivajice neurony so slabou az stredne intenzivnou SOD1-pozitivitou v cytoplazme.
Zriedkavo sa vyskytovali mierne scvrknuté neurdény s vyraznou SODI-imunoreaktivitou
atmavym jadrom. V skupine s bradykininovym postkondicionovanim 6 hodin po ischémii
(IV) sa v prednych rohoch nachadzali neurdény so slabou alebo stredne intenzivnou SODI1-
imunoreaktivitou. Pocetné boli poskodené svetlé neurdony a ojedinelo boli pozorované aj
scvrknuté motorické neurény so slabou SODI-pozitivitou v cytoplazme. V skupine
s postkondicionovanim bradykininom 12 hodin po ischémii (V) sa nachddzalo malé mnozstvo
prezivajicich neurénov so slabou alebo stredne intenzivnou SODI-imunoreaktivitou
v cytoplazme. V prednych rohoch miechy prevladali poskodené svetlé a tmavé scvrknuté
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vyrazne SODI1-pozitivne neurény. Podl'a naSich zisteni najicinnejSia neuroprotekcia bola
zaznamenana pri postkondicionovani bradykininom 24 hodin po 20 minutovej ischémii (VI).
Neurony prednych miechovych rohov mali slabo SOD1-pozitivhu cytoplazmu, podobne ako
v kontrolnej skupine.

Vyhodnotenie imunohistochemického dokazu superoxid dismutazy 2 (SOD 2)

V kontrolnej skupine (I) boli pozorované slabo alebo stredne SOD2-pozitivne neurdny
s vyraznymi SOD2-pozitivnymi granulami v cytoplazme. V ischemickej skupine (Il) sa
vyskytovali najmid poskodené scvrknuté neurény stmavym jadrom a vyraznou SOD2-
pozitivitou cytoplazmy a grantl. Svetlé neurény stmavym jadrom a chromatolyzou
obsahovali slabo SOD2-pozitivne granuly. V skupine s postkondicionovanim bradykininom 1
hodinu po ischémii (III) boli sledované zachované neurdny so slabo SOD2-pozitivnou
cytoplazmou s granulami. Ojedinelo sa vyskytovali mierne scvrknuté neurdny. V skupine
s bradykininovym postkondicionovanim 6 hodin po ischémii (IV) sa vyskytovali tmavé
scvrknuté neuroény a prezivajuce neurény so slabou SOD2-imunoreaktivitou cytoplazmy a
slabymi alebo vyraznymi SOD2-pozitivnymi granulami. V skupine s postkondicionovanim
bradykininom 12 hodin po ischémii (V) bolo sledované malé mnozstvo zachovanych
neurénov. NajpocetnejSie boli neurony s morfologiou ako v ischemickej skupine. V skupine
s postkondicionovanim bradykininom 24 hodin po ischémii (VI) sa vyskytovali najmi
zachované neurény ako v kontrolnej skupine. Zriedkavo bolo moZzné pozorovat mierne
scvrknuté¢ stredne SOD2-pozitivne neurdny. Vo vsetkych skupindch sa granuly casto
vyskytovali aj v neuropile.

Vyhodnotenie imunohistochemického dokazu kataldzy (CAT)

V kontrolnej skupine (1) sa v prednych rohoch nachadzali neurény s negativhou CAT-
imunoreaktivitou. V ischemickej skupine (II) sa vyskytovali scvrknuté vyrazne CAT-
pozitivne neurdny stmavymi jadrami. Zriedkavo boli pozorované aj poskodené svetlé
neurény s chromatolyzou v cytoplazme. Niektoré poskodené CAT-pozitivne neurény boli
vtiahnuté do bielej hmoty. V skupine s bradykininovym postkondicionovanim 1 hodinu po
ischémii (IIT) sa v prednych rohoch miechy nachéddzali prezivajice CAT-negativne neurdny.
V skupine s bradykininovym postkondicionovanim 6 hodin po ischémii (IV) sa vyskytovalo
malé mnozstvo prezivajucich neurénov so slabou CAT-pozitivitou, svetlych poskodenych
neurénov a scvrknutych vyrazne CAT-pozitivnych neurdénov. V skupine s bradykininovym
postkondicionovanim 12 hodin po ischémii (V) boli pozorované najméd poskodené svetlé
neur6ny. Prezivajuce neurony boli CAT-negativne alebo mali slabi CAT-imunoreaktivitu.
V skupine s bradykininovym postkondicionovanim 24 hodin po ischémii (VI) boli sledované
prezivajuce neurony bez CAT-imunoreaktivity, podobne ako v kontrolnej skupine. Ojedinelo
boli pritomné neurdny so slabou alebo strednou CAT-pozitivitou v cytoplazme.

Diskusia

Aktivita antioxida¢nych enzymov sa prejavuje najmé v obdobi reperfuzie, kedy dochadza ku
zvySenej tvorbe volnych radikdlov (7). Zmiernenie oxida¢ného posSkodenia zabezpecuje
najmi narast aktivity antioxidacnych enzymov (12). Vo viacerych vyskumoch bolo dokézané,
ze na vzniku ischemickej tolerancie pomocou kondicionovania sa podielali aj antioxida¢né
enzymy. Aktivita antioxidaénych enzymov bola zvySena pri ischemickom postkondicionovani
vV mieche kralika, ¢o malo pravdepodobne vplyv na ochranu a prezivanie nervovych buniek
(7). Zvysena aktivita superoxid dismutazy a kataldzy v mieche kralika bola pozorovana aj pri
farmakologickom postkondicionovani sevofluranom (8). Protektivny u¢inok bol zaznamenany
aj pri kombinacii prekondicionovania a postkondicionovania propofolom, ktoré zvysilo
aktivitu SOD1 v mieche kralika (9). Prekondicionovanie alebo postkondicionovanie
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bradykininom ovplyviiuje aktivitu endogénnych antioxidacnych enzymov pri fokélnej aj
globalnej ischémii mozgu potkana (10,13,14). Podobne, aj pri ischémii a bradykininovom
prekondicionovani miechy kralika boli pozorované zmeny v aktivite superoxid dismutazy
a katalazy (15). Pri kvalitativnom hodnoteni katalazovej imunoreaktivity v neurénoch
prednych rohov miechy kralika sme zistili, ze reaktivita kataldzy sa vyrazne zvySuje
V poskodenych neurénoch po 20 minttovej ischémii a 3 dilovej reperfuzii.

Zaver

Vysledky nasej prace dokézali vplyv bradykininového postkondicionovania na prezivanie
neuréonov a imunoreaktivitu endogénnych antioxidacnych enzymov, superoxid dismutazy
a kataldzy, v neurénoch prednych rohov miechy kralika po 20 minutovej ischémii a 3 diiove;j
reperfuzii. Pozitivny ucinok bradykininového postkondicionovania sa prejavil aj na
vysledkoch hodnotenia funkéného stavu panvovych koncatin podla Tarlova. Na zaklade
naSich vysledkov je mozné zhodnotit, Zze najvhodnejsi ¢as aplikédcie postkondicionovania
bradykininom je 24 hodin po ischémii.

Pod’akovanie
Praca bola podporend grantmi: VEGA 1/0815/14, 1/0439/17.

Literatara

1. Saito A, Maier CM, Narasimhan P et al. Oxidative stress and neuronal death/survival
signaling in cerebral ischemia. Molecular Neurobiology 2005; 31: 105-116.

2. Chan PH. Reactive oxygen radicals in signaling and damage in ischemic brain. J. Cereb.
Blood Flow Metab. 2001; 21: 2-14.

3. Wong CHY, Crack PJ. Modulation of neuro-inflammation and vascular response by
oxidative stress following cerebral ischemia-reperfusion injury. Curr. Med.l Chem. 2008; 15:
1-14.

4. Nita DA, Nita V, Spulber Set al. Oxidative damage following cerebral ischemia
depends on reperfusion - a biochemical study in rat. J. Cell. Mol. Med. 2001; 5: 163-170.

5. Genovese T, Cuzzocrea S. Role of free radicals and poly(ADP-ribose) polymerase-1 in
the development of spinal cord injury: new potentional therapeutic targets. Curr. Med. Chem.
2008; 15: 477-487.

6. Homi HM, Freitas JJS, Curi R et al. Changes in superoxide dismutase and catalase
activities of the rat brain regions during early global transient ischemia/reperfusion.
Neuroscience Letters 2002; 333: 37-40.

7. Song W, Sun J, Su B et al. Ischemic postconditioning protects the spinal cord from
ischemia-reperfusion injury via modulation of redox signaling. The Journal of Thoracic and
Cardiovascular Surgery 2013; 146: 688- 695.

8. Wang Q, Chen Q, Ding Q et al. Sevoflurane attenuates spinal cord reperfusion injury
through free radicals-mediated up-regulation of antioxidant enzymes in rabbits. Journal of
Surgical Research 2011; 169: 292-300.

9. Yu QJ, Yang Y. Function of SOD1, SOD2, and PI3K/AKT signaling pathways in the
protection of propofol on spinal cord ischemic reperfusion injury in arabbit model. Life
Sciences 2016; 148: 86-92.

10. Danielisova V, Gottliecb M, Bonova P et al. Bradykinin postconditioning ameliorates
focal cerebral ischemia in the rat. Neurochemistry International 2014; 72: 22-29.

11. Zivin JA, De Girolami U. Spinal cord infarction: a highly reproducible stroke model.
Stroke 1980; 11: 200-202.

12. Ji X, Liu W, Xie et al. Beneficial effects of hydrogen gas in a rat model of traumatic
brain injury via reducing oxidative stress. Brain Research 2010; 1354: 196-205.

136



13. Danielisova V, Gottlieb M, Némethova M et al. Effects of bradykinin postconditioning
on endogenous antioxidant enzyme activity after transient forebrain ischemia in rat.
Neurochem. Res. 2008; 33: 1057-1064.

14. Ping A, Chun ZX, Xue XY. Bradykinin preconditioning induces protective effects
against focal cerebral ischemia in rats. Brain Research 2005; 1059: 105-112.

15. Mechirova E, Danielisova V, Domorakova I. Bradykinin preconditioning affects the
number of degenerated neurons and the level of antioxidant enzymes in spinal cord ischemia
in rabbits. Acta Histochemica 2014; 116: 252-257.

137



EIKOZANOIDY A ICH ULOHA V P@TOGENEZE
ATEROSKLEROZY U DIABETICKYCH
PACIENTOV

(Eicosanoids and their role in the pathogenesis of atherosclerosis
in diabetic patients)

Martina Horvathova

Ustav lekdrskej chémie, biochémie a klinickej biochémie, Lekdrska fakulta UK, Sasinkova 2,
811 08 Bratislava; martina.horvathova@fmed.uniba.sk

Suhrn

Diabetes mellitus (DM) je nevylieCiteI'né ochorenie Casto sprevadzané roznymi diabetickymi
komplikaciami, ktoré su pric¢inou zvySenej chorobnosti a imrtnosti diabetickych pacientov.
Kardiovaskularne ochorenia (KVO) sa povazuji za najcastejSiu pri¢inu smrti diabetikov.
Riziko vzniku KVO je u diabetikov 2x az 4x vysSie ako u beznej populacie. Hlavnou pric¢inou
KVO je endotelova dysfunkcia, ktord sa nasledne vyvija do ateroskler6zy. Diabetes mellitus
je ochorenie, ktoré sa spaja nielen so zvySenym oxidaénym stresom, ale aj s aktivaciou
zépalovych procesov, a spolo¢ne sa uplatiiuju v patogenéze aterosklerdzy. Vyznamnti ulohu
Vv zépalovych procesoch zohravaju eikozanoidy.

Kricové slova
aterosklerdza, zapal, eikozanoidy, prostanoidy, diabetes mellitus

Summary

Diabetes mellitus (DM) is an unhealthy disease often accompanied by various diabetic
complications that are the cause of increased morbidity and mortality in diabetic patients.
Cardiovascular diseases (CVD) are considered the most common cause of death in diabetic
patients. The risk of CVD is 2 to 4 times higher in diabetic patients than in the normal
population. The main cause of CVD is endothelial dysfunction, which subsequently develops
into atherosclerosis. Diabetes mellitus is a disease that is associated not only with increased
oxidative stress but also with the activation of inflammatory processes, and they are together
applied in the pathogenesis of atherosclerosis. Eicosanoids play an important role in
inflammatory processes.

Keywords
atherosclerosis, inflammation, eicosanoids, prostanoids, diabetes mellitus

Uvod

Diabetes mellitus (DM) je nevylieCiteI'né ochorenie Casto sprevadzané roznymi diabetickymi
komplikaciami, ktoré su pri¢inou zvySenej chorobnosti a umrtnosti diabetikov.
Kardiovaskuldrne ochorenia (KVO) sa povazuju za najcastejSiu pri¢inu smrti diabetikov.
Riziko vzniku KVO je u diabetikov 2x az 4x vysSie ako u beznej populacie (1). Hlavnou
pricinou KVO je endotelovéa dysfunkcia, ktord sa nasledne vyvija do aterosklerdzy. Diabetes
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mellitus je ochorenie, ktoré sa spaja nielen so zvySenym oxidacnym stresom, ale aj
s aktivaciou zapalovych procesov, a spolocne sa uplatiiuju v patogenéze aterosklerozy (2).
Zapal je odpoved imunitného systému na infekciu alebo poskodenie a zohrava vyznamnu
ulohu v patogenéze viacerych chronickych ochoreni, ako st artritida, neurodegenerativne
aKVO. Zapal je prospesna reakcia, ktora vedie k odstraneniu Skodlivych faktorov
a zabezpecuje obnovenie tkanivovej Struktiry a fyziologickych funkcii. Ak zapal pretrvava,
prechadza do chronického zapalu a sposobuje nadmerné poskodenie tkaniva (3). Vyznamnua
ulohu v zapalovych procesoch zohravaju eikozanoidy.

Eikozanoidy

Eikozanoidy st komplexnd rodina lipidovych signalnych molekul, ktoré regulujii viaceré
fyziologické a patologické procesy. Su tvorené roznymi typmi buniek a na cielové bunky
pOsobia prevazne lokalne prostrednictvom receptorov spriahnutych s G-proteinmi.
Eikozanoidy sa uplatiiuji vo viacerych fyziologickych procesoch ako regulacia zapalu,
rendlnych funkcii, kontrakcie hladkého svalstva, cievnej permeability a agregacie
trombocytov. V ramci modulacie zapalového procesu reguluju viaceré zlozky imunitnej
odpovede (produkcia cytokinov, syntéza protilatok, diferenciacia a proliferacia buniek,
migracia) a spolupracuju s d’al$imi signalnymi molekulami, ako su cytokiny a chemokiny.
Pocas zapalu je produkcia eikozanoidov podstatne zvySena a zohravaju vyznamnu ulohu
V patogenéze viacerych ochoreni, ktoré su spajané s chronickym zépalovym procesom.
Eikozanoidy su syntetizované prevazne z kyseliny arachidénovej (AA), ale ako substrat tiez
moze poslazit kyselina eikozapentaénova (EPA) a kyselina dihomo-y-linolénova. Ako
odpoved’ na rozne aktivacné signdly (ako napr. cytokiny, hormony, stres) dochadza ku
aktivacii cytosolovej fosfolipazy A, (CPLA;), ktord z membranovych fosfolipidov uvoliuje
AA a td moze byt enzymovo metabolizovana cez tri rézne biochemické drahy (4, 5):

a) enzymy lipoxygendazy (LO) katalyzuju tvorbu leukotriénov (LT), lipoxinov (LX) a 12-
hydroperoxyeikozatetraénovej kyseliny (12-HPETE)

b) cytochrom P-450 (CYP) katalyzuje tvorbu kyseliny hydroxyeikozatriénovej (HETE)
a kyseliny epoxyeikozatriénovej (EET, epoxidy)

¢) engymy cyklooxygendzy (COX) katalyzuju tvorbu prostaglandinov (PG), prostacyklinu
(PGI,) a tromboxanov (TXA»)

Lipoxygendzy a ich produkty

Lipoxygendzy (LO) su dioxygenazy, ktoré oxiduji AA na ur¢itom uhliku za vzniku
hydroxyderivatov vyssich karboxylovych kyselin s konjugovanymi dvojitymi vizbami. Podl'a
toho, ktory uhlik v molekule AA oxiduju, rozliSujeme 4 typy LO: 5-LO, 8-LO, 12-LO a 15-
LO (6, 7).

V reakcii katalyzovanej 5-LO vznikaju LTA4, ktoré st nestabilné a rychlo su hydrolyzované
za vzniku LTB4. LTA; sa mdézu pomocou enzymu glutation-S-transferazy konjugovat
S glutationom a tvorit’ leukotriény obsahujuce cystein (cysLT) — cysLTCa, ktoré su rychlo
metabolizované na cysLTDs acysLTEs. LTA4 st tiez prekurzorom pre vznik lipoxinov
(LXA; aLXBy), ktoré mdézu vznikat' aj uc¢inkom 15-LO. Lipoxiny st zname svojimi
protizéapalovymi G€¢inkami.

Leukotriény (LTB4) acysLT (LTC,4 LTD4 a LTEs) su prozapalové mediatory, ktoré sa
uplatiiuju pri réznych zapalovych ochoreniach. St syntetizované prevazne v leukocytoch
a endotelovych bunkéch, a plnia dolezitti funkciu pri vrodenej aj ziskanej imunite. Dost
vyznamna je UCast’ LT v patogenéze aterosklerozy, kde sa zucCastiiuji na viacerych procesoch:
vazokonstrikcia, chemotaxia, akumulécia lipidov a tvorba penovych buniek, prestavba cievne;j
steny, tvorba a ruptura aterosklerotického plaku (4, 8-11).
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Cytochrom P-450 a jeho produkty

Cytochrom P-450 (CYP) epoxygenazy (2C a2J] rodiny) katalyzuju tvorbu
epoxyeikozatriénovych kyselin (EET), CYP ®-hydroxyldzy naopak katalyzuji tvorbu
hydroxyeikozatriénovych kyselin (HETE). EET a HETE sa liSia nielen spdsobom syntézy, ale
predovSetkym svojimi Gfinkami na kardiovaskularny systétm. HETE spoOsobuju
vazokonstrikciu, EET maju naopak vazodilataéné, protizapalové a anti-aterogénne ucinky (5).

Cyklooxygendzy a ich produkty

COX su bifunkéné enzymy, ktoré maju cyklooxygenazovu (COX) aj peroxidazovu aktivitu,
a existuji vdvoch izoformach - COX-1 a COX-2. Napriek tomu, Ze su to Struktirne
homolégy, st koddované odlisnymi génmi a dost’ odliSnym spdsobom st aj regulované.

COX-1 je konstitutivny enzym ajeho produkty zabezpeCuju fyziologicki odpoved na
hormony, ktoré vyzaduju trvala a rychlu odpoved’. Zabezpecuju tzv. ,,housekeeping* funkcie.
COX-1 je vysoko exprimovand v tych bunkach a tkanivach, kde prostanoidy maju
Specializované signalne funkcie, ako napr. zaludok, oblicky, cievy. COX-1 ma dolezita
funkciu predovsetkym v trombocytoch, kde sa prednostne podiel’a na syntéze TXA,.

COX-2 je indukovatelny enzym, ktory za fyziologickych podmienok nie je velmi
exprimovany. Jeho expresia sa zvySuje ako odpoved’ na rozne extraceluldrne a intracelularne
signadly ako su rastové faktory alebo cytokiny. COX-2 sa exprimuje predovsetkym
Vv leukocytoch, ktoré sa zacastiiuju zapalu. Zabezpecuje syntézu prostanoidov, ktoré sa
uplatiiuji prevazne v patologickych procesoch, pocas akutneho a chronického zapalu. Zatial
¢o lipopolysacharid (LPS), prozapalové cytokiny (IL-1B, TNF-a) a rastové faktory zvySuju
expresiu COX-2, glukokortikoidy a protizapalové cytokiny (IL-4, IL-10 a IL-13) potlacaju
expresiu COX-2. Délezita ulohu v regulacii exprexie COX-2 ma transkripény faktor NF-«B,
ktory stimuluje jeho syntézu. Vyskumy v poslednych rokoch ukazujti, Ze COX-2 ma dolezitu
ulohu v endotelovych bunkach, kde sa podiela na syntéze PGI; (3, 12, 13).

Cyklooxygenazy, tiez zname ako prostaglandin endoperoxid H syntdzy (PGHS), naviazanim
dvoch molekul kyslika premienaji AA na vysoko reaktivny a nestabilny endoperoxid PGGy,
ktory sa rychlo meni na stabilny endoperoxid PGH,. PGH; Vv zavislosti od pritomnosti
Specifickych enzymov vstupuje do réznych biochemickych reakcii az vznikaju jednotlivé
skupiny prostaglandinov (PGE,, PGD;, PGF,,), prostacykliny (PGI,) a tromboxany (TXA,),
ktoré sa suhrnne nazyvaju prostanoidy (14).

Prostaglandiny

Prostaglandiny zohravaju vyznamnu tlohu pri tvorbe zapalovej odpovede. Ich syntéza je
vyznamne zvySena v zapalovom loZisku, kde sa podielaju nielen na rozvoji akutneho zapalu,
ale aj na jeho utlmeni, rozklade zapalovych zloziek a obnove posSkodeného tkaniva.
Prostaglandiny nie st len mediatory akttneho zéapalu, ale zd4 sa, Ze maj dolezitt ulohu aj pri
jeho prechode do chronického zapalu, ako aj na jeho pretrvavani (3, 15). Vyskumy
Vv poslednych rokoch ukazuju, Ze PGE; sa vyznacujl viacerymi rozmanitymi a protichodnymi
uc¢inkami. Tato rozmanitost’ je sposobend rdéznymi typmi receptorov pre PGE;, ktoré po
naviazani ligandu aktivuji rozne intraceluldrne signalne drahy a vysledkom je expresia génov
S protichodnymi u¢inkami. PGE; mo6zu v zavislosti od typu receptoru, bunkového typu
a sposobu aktivacie uplatiovat prozapalové aj protizapalové ucinky. PGD; st aktivne
produkované v roznych tkanivach ako hlavné prostaglandiny, predovSetkym su vSak tvorené
v mastocytoch, endotelovych bunkach a centralnom nervovom systéme. Su zahrnuté vo
viacerych fyziologickych a patologickych procesoch.

PGl si jednym znajdolezitejSich prostanoidov, ktoré zabezpecuji homeostazu
kardiovaskularneho systému. Hlavnym zdrojom PGI, st endotelové bunky, hladké svalové
bunky ciev aendotelové progenitorové bunky. Prostacykliny sa kvoli svojim anti-
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aterogénnym ucinkom povazuju za doélezity ochranny faktor v prevencii aterosklerdzy.
Spdsobujii vazodilataciu ciev, inhibuji agregaciu trombocytov a adhéziu leukocytov na
povrch endotelovych buniek, inhibuju proliferaciu a migraciu hladkych svalovych buniek
clev.

TXA; su nestabilné metabolity s pol¢asom rozpadu okolo 30 sekiind. TXA, su tvorené
predovsetkym v trombocytoch uc¢inkom COX-1, ale mo6zu byt’ produkované aj inymi bunkami
ako napr. v makrofagoch, kde sa na ich tvorbe podiel'a COX-2. TXA; st vel'mi nestabilné
a rychlo sa hydrolyzuja na stabilné, ale neaktivne TXB,. Receptory pre TXA; sa oznacuju ako
TP receptory aich aktivacia spdsobuje adhéziu a agregaciu trombocytov, proliferaciu
a migraciu hladkych svalovych buniek ciev, a aktivaciu zapalovych reakcii v endotelovych
bunkach. Prostacykliny a tromboxany maju protichodné ucinky na kardiovaskularny systém a
rovnovaha medzi tymito medidtormi je dolezitd za fyziologickych aj patologickych
podmienok. V pripade naruSenia tejto rovnovahy v prospech TXA, dochadza k endotelovej
dysfunkcii a rozvoju aterosklerézy (3, 12, 13).

Uloha COX-2 v patogenéze aterosklerozy u diabetickych pacientov

Na vzniku arozvoji aterosklerozy v patogenéze DM sa vyznamnou mierou podiel'aju aj
prostanoidy, ktoré vznikaju z AA u¢inkom enzymu COX-2. Hyperglykémia a koncové
produkty pokrocilej glykicie (AGEs) prostrednictvom aktivacie transkripcného faktoru NF-xB
selektivne zvySuji expresiu a syntézu COX-2, ¢o vedie k zvySenej tvorbe a uvolfiovaniu
prozapalovych a vazokonstrikénych prostanoidov. Hyperglykémia a AGEs sa podielaja
nielen na zvySenej expresii COX-2, ale prostrednictvom proteinkindzy C zavislej aktivacie
CPLA; sucasne zvysuju koncentraciu volnej AA, ktora méze vstupovat do reakcie s COX-2
a zvySovat hladinu prostanoidov (16-19).

Stadie dokazuju, Ze expresia COX-2 makrofigmi, endotelovymi bunkami a hladkymi
svalovymi bunkami ciev podporuje priebeh zapalovych procesov v stene ciev pri progresii
aterosklerdzy. V priebehu diferencidcie monocytov na makrofagy dochadza iicinkom NADPH
oxidazy k zvysenej tvorbe reaktivnych metabolitov kyslika a aktivacii NF-kB, ktory sa viaZe
VvV promotorovej oblasti génu pre COX-2 a stimuluje jeho expresiu a syntézu. COX-2 nasledne
sprostredktiva tvorbu prozapalovych prostaglandinov a dochadza k prehlbovaniu zépalového
procesu. Prostaglandiny syntetizované aktivovanymi makrofagmi mézu podporovat’ priebeh
aterosklerdzy viacerymi mechanizmami:

a) aktivacia chemotaxie

b) indukcia cievnej permeability

¢) syntéza zapalovych cytokinov

d) migrécia hladkych svalovych buniek ciev

Niektoré z tychto mechanizmov rychlo spitne indukuju COX-2, ¢im vytvaraju pozitivnu
spitnil vizbu a dochadza k zosilneniu zapalovych procesov zavislych od COX-2. Uloha
COX-2 v ateroskleroze je zlozitd aje spdsobend tym, ze COX-2 moze byt spriahnuta
Sroznymi syntdazami a ma za nasledok tvorbu prostaglandinov s protichodnymi ucinkami,
ktorych rovnovaha ovplyviiuje viacero patologickych procesov.

Expresia COX-2 v makrofagoch ma prozapalové ucinky, pretoze jej expresia je spriahnuta
predovsetkym so syntézou PGE, - prostaglandinov prevazne s prozapalovymi
a proaterogénnymi uU¢inkami. PGE, tvorené v aterosklerotickom plaku sa podielaji na
zvysenej syntéze prozapalovych cytokinov — IL-1, IL-6 a TNF-a. Popri inych tc¢inkoch sa
vSak PGE; dost’ vyznamnou mierou zucastituji tvorby nestabilného aterosklerotického plaku.
PGE, totiz zvySuji expresiu a aktivitu proteolytickych enzymov — matrixovych
metaloproteinaz, ktoré zapricinuji vznik nestabilného aterosklerotického plaku a jeho rupturu
(12, 20).
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DIABETES MELLITUS INDUKUJE ZMENY
V REGULACII CYTOCHROM C OXIDAZY
V MOZGOVOM KORTEXE POTKANA

(Diabetes mellitus induces alterations in regulation of cytochrom c
oxidase in the cortex of the rat brain)
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Suhrn

Terminalny multijednotkovy respiracny komplex cytochrom c oxidaza (CIV, COX) je
povazovany za kI'i¢ové regula¢né miesto oxidacnej fosforylacie a tvorby ROS v respiraénom
retazci (RR). Preto dysfunkcia enzymu vyrazne ovplyviiuje bunkovua signalizaciu a prezitie
bunky. Ciel'om S$tadie bolo a) analyzovat funkciu CIV a tcast’ jeho podjednotky COX4 v
regulacii RR v mozgovom diabetickom kortexe ab) potencidl diétnych n-3 mastnych
kyselinami (n-3MK) emulzie rybicho oleja (FOE) modulovat’ funkciu RR. Vysledky ukazali,
ze diabetes viedol k hyperfunkcii CIV a sucasne inhibicii mitochondrialneho komplexu I (CI).
Podéavanie n-3MK diabetickym zvieratam viedlo k d’alSej stimulacii CIV-aktivity a ¢iasto¢ne
aktivovalo Cl. V mechanizme stimulacie CIV je pravdepodobne zapojena podjednotka
COX4, pretoze sme pozorovali zmeny jej fosforylaéného stavu. Okrem toho, sme pozorovali
diabetom indukované poruchy v StruktGrnych asociaciach tejto podjednotky do
nadmolekulovych Struktir (suprekomplexov) s d’alSimi ¢lenmi respiracného retazca, ktoré
reagovali na suplementiciu n-3MK. Ziskané vysledky naznacujii diabetom-indukovanu
mitochondridlnu dysfunkciu a mozna ucast’ n-3MK v regulacii funkcie RR v diabetickom
kortexe.

KPicové slova
diabetes mellitus, cytochrom c oxiddza, COX4, kortex, n-3 mastné kyseliny

Summary

A central site in the regulation of oxidative phosphorylation and the ROS formation in the
respiratory chain (RC) is the terminal multi-unit enzyme complex cytochrome ¢ oxidase
(CIV). Enzyme dysfunction significantly affects cell signaling and survival. The aim of the
study was a) to analyze the function of CIV and its COX4 subunit in the regulation of RC
function in the brain diabetic cortex and b) the potential of n-3 FA (n-3FA) of fish oil
emulsion (FOE) to modulate the RC. We have found that diabetes led to CIV hyperfunction
and inhibition of mitochondrial complex | (CI). Administration of n-3FA to diabetic animals
partially restore CI activity, presumably due to further stimulation of CIV enzyme activity.
The mechanism of CIV stimulation probably involves the COX4 subunit of the enzyme
because we have observed the alterations in the phosphorylation state of the subunit. In
addition, we have observed diabetes-induced disturbances in structural associations of the
subunit to supramolecular structures (supercomplexes) with other members of the RC that
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responded to n-3FA supplementation. The results of the study suggest diabetes-induced
mitochondrial dysfunction and probably the n-3FA participation in the regulation of the RC
function in the cortex of the brain.

Keywords
diabetes mellitus, brain, cytochrom c oxidase, cortex, n-3 fatty acids

Uvod

Kauzalnou pri¢inou DM-indukovanej neurodegeneracie mozgovych Struktur je vzdjomné
posobenie metabolickych, vaskularnych, endokrinnych ¢i genetickych faktorov, odlisna
senzitivita jednotlivych mozgovych regionov na patologické podnety a porusend schopnost’
mozgu cez neurondlne obvody na dennom podklade kontrolovat’, koordinovat’ a regulovat
periférne odpovede. V konecnom doésledku, kumulativny efekt pdsobenia tychto faktorov
moze viest’ k fenotypovej zmene v mitochondrialnej biologii. Kvoli limitovanej glykolytickej
kapacite avysokej poziadavke na ATP st neurény zvlast citlivé na zmeny
V mitochondrialnej Struktare a funkcii, preto mitochondridlna dysfunkcia ma vzdy vazne
dosledky pre nervovil bunku. Cytochrom c oxiddza (COX, CIV) je termindlny enzym
respiraéného retazca, ktory sa skladd sa z 3 mitochondridlne koédovanych podjednotiek
(COX1, 2, 3) al0 podjednotick kodovanych jadrovou DNA. Enzym je povazovany za
centralne miesto regulacie oxidacnej fosforylacie a ROS v respiratnom retazci, ktoré
nasledne moézu ovplyvnit' bunkovu signalizaciu ajej prezitie (3). Okrem bigenomickej
regulacie, enzym vykazuje unikatne regulacné vlastnosti, ktoré zahfiiaj alostericka regulaciu,
expresiu izoforiem a regulaciu cez signalne cesty (15). Regulacia cez signalne cesty vyuziva
aktivaciu niekol’kych kinaz, ktoré fosforyluju pocetné Ser a Thr zvySky v podjednotkach 1, 2,
3, 4 a 5b v zavislosti na type tkaniva, bunky a patologického podnetu. Vyslednym efektom
moze byt aktivacia (13) alebo inhibicia enzymatickej aktivity CIV (12). V mozgu, neuronélna
aktivita urcuje aktivitu CIV, ktord zavisi od mnoZstva proteinu, ktoré je regulované
transkripéne (15). Pretoze patologicky podnet médZe ovplyvilovat’ expresiu proteinu a tym
jeho aktivitu a funkénost’ danej metabolickej drahy, v nasej praci sme Studovali vplyv diabetu
na funkciu CIV v cerebralnom kortexe diabetickych potkanov. Zaroven sme testovali
potencial n-3 esencidlnych mastnych kyselin emulzie rybieho oleja modulovat’ funkciu tohto
enzymu a tym aj mitochondrialnu funkciu.

Material a metody

Experimentalny design

V experimente boli pouzité samce laboratérneho potkana kmeiia Wistar (Dobra Voda, SAV),
ktoré boli nahodne rozdelené do kontrolnej (n = 24) a diabetickej skupiny (n = 36). DM bol
indukovany jednou davkou streptozotocinu (STZ, 45 mg/kg v citritovom roztoku) do
chvostovej vény. Kontrolnym potkanom bol aplikovany rovnaky objem citratového pufru.
Zvierata boli povazované za diabetické, ked’ hladina glukdzy bola >16 mmol/l. Diabetické
zvierata boli rozdelené do i) neovplyvnenej diabetickej podskupiny (D, n = 12), ii) diabetickej
podskupiny (DOC1, n = 12) suplementovanej FOE snizkou koncentraciou n-3 MK
(160mg/kg/den) a iii) diabetickej podskupiny (DOC2, n = 12) ovplyvnenej FOE s vysokou
koncentraciou n-3 MK (800mg/kg/den). Nediabetické kontrolné potkany boli rovnako
rozdelené do neovplyvnenej kontrolnej podskupiny (C, n = 8) a kontrolnych podskupin
(COCl1, COC2, po n = 8) suplementovanych s nizkym a vysokym obsahom n-3 MK. 45%
FOE (Cultech Limited, UK) obsahovala 8,1% eikozapenténovej (EPA, C20:5, n-3) a 5,9%
dokozahexénovej (DHA C22:6, n-3) nenasytenej MK. FOE suplementacia gastrickou sondou
zacala na 7 den po indukcii DM a trvala 8 tyZdnov. Po tomto obdobi boli zvieratd usmrtené,
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Z mozgu boli ihned’ izolované kortikalne mitochondrie a stanovend koncentracia proteinov
(DC assay kit, BioRad). Mitochondrie boli alikvotované a uskladnené pri -80°C.

Stanovenie aktivity cytochrom c oxidazy (COX, CIV) a aktivity komplexu I (CI)

Aktivita enzymu bola stanovena spektrofotometricky vo vzorkach kortikalnych mitochondrii
(50pg/ml proteinu) monitorovanim poklesu absorbancie redukovaného cytochromu c
(50uM/50 mM Tris/HCI pufri, pH 8,0) pri 550 nm. Aktivita CIV bola vypocitana od¢itanim
rychlosti oxidéacie cytochromu c¢ v pritomnosti 7,5 mM azidu sodného od oxidacie cyt ¢ bez
pritomnosti azidu a vyjadrena v nmol/min/mg (7). Aktivita CI bola stanovena podl'a (11)
s modifikaciami ako rychlost oxiddcie NADH v reakénej zmesi obsahujicej 50 pg
mitochondridlneho proteinu v pritomnosti alebo absencii rotenonu. Aktivity boli vypocitané
a udané v nmol/min/mg.

Elektroforetické a Westernblot analyzy

Vzorky (20-25 pg proteinu) boli separované modifikovanou Tricin alebo SDS PAGE podl'a
(7). Po ELFO deleni a transfere proteinov na PVDF membranu boli membrany inkubované 1
hod. pri izbovej teplote v 4% blokovacom roztoku a po premyti v primarnych protilatkach
(mySia monoklonalna protilatka proti podjednotke 4 cytochrém c oxidazy, COX4, 1:500,
Santa Cruz, mySia monoklonélna protilatka proti podjednotke 1 cytochrom ¢ oxidazy, COX1,
1:2000, Abcam) a v sekundarnej HRP-konjugovanej protilatke (1:5000, Santa Cruz).
Alkalickd fosfatdza (CIP, calf intestine, Sigma-Aldrich) bola pouzitd na monitorovanie
fosforylaéného stavu proteinu. Membrany boli rozdelené na dve polovice a inkubované (1hod,
25°C) v defosforyla¢nom pufri (L00mM NaCl, 50 mM Tris/HCI, pH 8,5, 10 nM MgCI2, 1
mM ditiotreitol) za absencie alebo v pritomnosti CIP (25 U/ml). Membrany boli nasledne
inkubované s COX4 primarnymi a sekundarnymi protilaitkami podla Standardnej
imunoblotovacej procedury. Imunoreaktivne proteiny boli vizualizované chemiluminiscen¢ne
(Clarity Western ECL Substrate, BioRad) a detekované s ChemiDocTM MP zobrazovacim
systétmom (BioRad). Data boli kvantifikované za pouzitia normalizacie na celkovy protein a
vyjadrené relativne ku kontrole. V experimentoch vyuZzivajucich nativnu vysoko rozliSovaciu
elektroforézu (hrCNE) bol pouzity protokol podla (14). Permeabilizované (2,5 g/g protein)
mitochondridlne vzorky (300 pg proteinu) boli v I. dimenzii separované v nativnych
podmienkach s cielom rozdelit jednotlivé respirané komplexy. V Il. dimenzii bola
uskutocnend SDS PAGE za tucelom rozdelenia respiratnych komplexov na jednotlivé
podjednotky. Po separdcii a transfere proteinov na PVDF mebranu bola uskutocnena
Standardnd imunoblotovacia procedura za pouZitia primarnej protilaitke proti COX4
podjednotke CIV.

Statisticka analyza vysledkov vyuzila ANOVU s Tukey post hoc testom. Data st
prezentované ako priemer = SD, P < 0,05 bola pouzita ako ,,cutoff* hodnota Statistickej
vyznamnosti.

Vysledky

Meranie enzymatickych aktivit CIV (Obr.1b) ukazalo, ze diabetes (D) zvysil aktivitu CIV o
8,7% (1720,1+48,9 nmol/min/mg, P < 0,001 vs. C). Suplementacia diabetickych zvierat s
FOE viedla k d’alSiemu zvySeniu aktivit enzymu o 19,6% (1864,1+40,5 nmol/min/mg, P <
0,001 vs.C) v podskupine DOCI1 a o 16,9% (1850,5+£65,5 nmol/min/mg, P < 0,001 vs. C) v
podskupine DOC2. U nediabetickych kontrolnych podskupin COC1 a COC2 bol tiez
pozorovany efekt zvySenia aktivit CIV po suplementicii FOE o 7,7% (1704,5+48.,9
nmol/min/mg, P < 0,01 vs. C) a o 15,5% (1828,5+32,3 nmol/min/mg, P < 0,001 vs. C).
Naopak, perzistentna hyperglykémie viedla k signifikantnému poklesu CI aktivity o 32,1% (P
< 0,001 vs C). V diabetickych podskupinach DOC1 a DOC2, ktor¢ boli suplementované FOE,
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aktivita Cl bola zachovana na 84,6% (P < 0,05) a 80,5% (P < 0,01) kontrolnej hodnoty. FOE
suplementacie nemala ziaden efekt na enzymatické aktivity v kontrolnych vzorkach (Obr. 1a).

'y
a b 2500 . )
. 1 = * 1
=% 2 2000 S ety :
g Y 1 ' €
§ 60 ] — i§ 1500
< 40 £ 1000
2 8
[
g 20 5 500
0 S R 0
C COC1COC2 D DOCI DOC2 | C COC1COC2 D DOC1 DOC2

Obr. 1 Vplyv STZ-indukovaného diabetu a FOE suplementacie na enzymatické aktivity CI a CIV
Enzymatické aktivity boli merané v kortikdlnych mitochondriach izolovanych z kontrolnych (n=24)
a diabetickych (n=36) zvierat. Data st vyjadrené ako priemer = SD. * P < 0.05, ** P <0.01, *** P <
0.001vs. C, »» P <0.01vs. COC1, == P <0.01 vs. D, === P <0.001 vs. D.

C - kontrola, COC1 - kontrola s nizkym prijmom FOE, COC?2 - kontrola s vysokym prijmom FOE, D -
neoSetrena diabetickd podskupina, DOC1, DOC2 - diabetické podskupiny s nizkym resp. vysokym
prijmom FOE. CI - komplex I, CIV - cytochréom c oxidaza

V dalSich experimentoch sme vykonali elektroforetické a Westernblot analyzy s cielom
identifikovat’ mozny mechanizmus veduci k zvysSenej aktivite CIV. Analyza podjednotky
COX1, ktora je sucastou katalytického jadra enzymu neodhalila signifikantnd zmenu
Vv expresii tejto podjednotky (Obr.2d). Analyza COX4 podjednotky povazovanej za kl'aicova
regulacn jednotku CIV odhalila jej signifikantny pokles v neovplyvnenej diabetickej
podskupine, suplementovanych  diabetickych  podskupinach, ale necakane aj
Vv suplementovanych kontrolnych vzorkéch (Obr. 2a,b). Vzhl'adom na aerdbny energeticky
metabolizmus mozgu je nepravdepodobné, Ze v kontrolnych vzorkdch by samotnd diéta
mohla mat takyto vplyv. Preto sme vykonali defosforylacné experimenty s cielom
identifikovat’ moznu posttranslacnit modifikaciu-fosforylaciu COX4 podjednotky, ktora by
mohla branit' vizbe protilatky na rozpoznavany epitop, atak prispievat k pozorovanej
redukcii proteinovej expresie. Inkubacia blotov v CIP (Obr. 2c¢) andasledna COX4
imunodetekcia produkovala silnej$i chemiluminiscenény signal s krat§im saturacnym ¢asom
vo FOE suplementovanych vzorkach. Toto pozorovanie naznacuje, ze diabetes a n-3MK vo
FOE by mohli aktivovat’ cesty vedlice k fosforylacii COX4 podjednotky, avSak aktivované
kinazy a konkrétne fosforylované miesta su nezname a vyzaduju d’alSie experimenty.
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Obr. 2 Streptozotocinom indukovany diabetes, FOE suplementacia a ich vplyv na proteinovi expresiu
COX1 a COX4 podjednotky cytochrom c oxidazy

Mitochondrie z mozgového kortexu boli separované s Tricin SDS PAGE a imunoblotované s anti-
COX4 protilatkou.

a) reprezentativny blot COX4 hladin a celkového mnozZstva proteinov ako kontroly nanaSky proteinu,
b) semikvantitativne hodnotenie COX4 hladin je udané ako priemer = SD (n=5), data boli
normalizované na celkovy protein a vyjadrené relativne ku kontrole, ¢) reprezentativny blot COX4
hladin, ktory bol inkubovany v pritomnosti (+CIP) aV nepritomnosti (-CIP) fosfatazy, d)
reprezentativny blot a semikvantitativne vyhodnotenie COX1 hladin CIV, data st udané ako priemer +
SD (n=5), normalizované na celkovy protein a vyjadrené relativne ku kontrole. ** P < 0.01, *** P <
0.001 vs. C. M - marker, C - kontrola, COCL1 - kontrola s nizkym prijmom FOE, COC2 - kontrola
s vysokym prijmom FOE, D - neoSetrena diabeticka podskupina, DOC1, DOC2 - diabetické
podskupiny s nizkym a vysokym prijmom FOE

Nasledne sme analyzovali tcast COX4 podjednotky v respiracnych superkomplexoch.
Respiraéné superkomplexy predstavuji nadmolekulové asociacie jednotlivych enzymov
respiratného retazca, ktorych cielom je zabezpeCit efektivny elektronovy transfer
aredukovanu tvorbu ROS. Pomocou hrCN/SDS PAGE (Obr. 3) sme detekovali COX4
imunoreaktivne spoty v migraénych drdhach Cl a CIIl, ¢o poukazuje na asocidciu tejto
podjednotky s uvedenymi ¢lenmi respiracného ret'azca. Asociacia COX4/CI klesala postupne
V kontrolnych COC1 a COC2 podskupinach a Gplne vymizla v diabetickych podskupinach.
Naopak, COX4 monomerické formy boli zvySené vo vSetkych diabetickych podskupindch.
Ziskané vysledky naznacuju, ze zmeny vo fosforylatnom stave a ti€asti COX4 podjednotky v

superkomplexoch by mohli byt zapojené v regulacnom mechanizme kontrolujucom aktivitu
ClIv.
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Obr. 3 Ugast COX4 podjednotky cytochrom ¢ oxidazy v nadmolekulovej organizacii respiraéného
retazca

Mitochondrie boli separované a) nativhou hrCN elektroforézou do jednotlivych respira¢nych
komplexov ab) SDS PAGE do jednotlivych podjednotick s naslednou imunodetekciou COX4
podjednotky CIV. Zobrazené su reprezentativne bloty. M - marker, C - kontrola, COC1 - kontrola
s nizkym prijmom FOE, COC2 - kontrola s vysokym prijmom FOE, D - neoSetrena diabeticka
podskupina, DOC1, DOC2 - diabetické podskupiny s nizkym a vysokym prijmom FOE, CI - komplex
I, Cll -komplex 11, CllI - komplex 111, CIV - komplex IV respiraéného retazca

Diskusia

Pozorované zmeny v aktivitach CI a CIV v diabetickom kortexe ukazuj, ze DM dereguluje
funkciu respiracného ret'azca (RR). Hyperaktivita CIV naznacuje adaptacni odpoved’ tejto
metabolickej cesty na redukovany tok elektronov cez CI, snahu stimulovat’ ho a tym branit
zotrvavaniu CI v redukovanom stave. Dovodom tejto odpovede moZe byt nielen nutnost’
zabezpecCit’ vysoké energetické poziadavky neurdnov, ale zarovenl aj snaha regulovat’ tvorbu
ROS. Zda sa, Ze v diabetickom prostredi n-3MK amplifikuji tento efekt, pretoze CIV-
stimulujuci efekt na CI aktivitu bol pozorovany len vo FOE suplementovanych diabetickych
zvieratach. Pozorovana dysfunkcia CI v diabetickej kortikalnej mitochondrii je konzistentna
S inymi Stadiami, ktoré tiez popisuju pokles aktivity prvého ¢lena RR v mozgu i periférnych
diabetickych tkanivach (9). Kym tdaje vo vztahu ku CI su konzistentné, znacna variabilita
existuje vo vztahu k aktivitim CIV. T4, okrem zmien v experimentdlnom dizajne, moze
odrazat’ aj dynamické zmeny mitochondrialnej funkcie pocas DM, pretoze CIV hyperaktivita
bola pozorovana v pociatocnom a hypoaktivita v neskorSom S$tadiu ochorenia (10). Navyse,
kratkodoba konzumacia rybieho oleja zvysila, kym dlhodoba konzumadcia zniZila fyziologické
aktivity CIV v peceni, srdci a mozgu potkana (4). ZvySené aktivity CIV boli pozorované aj
vo fat-1 mysiach, transgenickom modeli zvySenej produkcie n-3MK (6). K variabilite aktivit
CIV prispieva aj to, ze enzym je povazovany za jedno z hlavnych regula¢nych miest
oxidac¢nej fosforylacie (8), a je teda aktivnym ucastnikom a cielom réznych signalnych drah.
Pri hl'adani odpovede, aké molekularne cesty by mohli byt’ zapojené v diabetom-indukovanej
hyperaktivite CIV v naSej stadii, sme najprv analyzovali proteinovi expresiu COXI
katalytickej podjednotky enzymu, vychadzajuc z predpokladu, ze aktivita enzymu je imerna
mnozstvu proteinu. Analyzy vSak neidentifikovali signifikantni zmenu expresie tejto
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podjednotky, atak je nepravdepodobné, ze zvySena expresia Kkatalytickej podjednotky je
zodpovedna za diabetom-indukovant stimulaciu CIV. V d’alSich experimentoch sme preto
pozornost’ upriamili na mechanizmy regulacie, ktorymi je kontrolovanad aktivita tohto
enzymu. Zamerali sme sa na COX4 podjednotku, najvacsiu jadrom koédovanu podjednotku
CIV, ktora sa zucastiiuje na alosterickej regulacii enzymu. Pozorovali sme vyrazny pokles
proteinovych hladin tejto podjednotky v neovplyvnenej diabetickej skupine, o modze oslabit’
regula¢nu funkciu tejto podjednotky v alosterickej kontrole aktivity enzymu a viest’ nasledne
k hyperaktivite enzymu. Rovnako, analyza asocidcii COX4 podjednotky s ostatnymi ¢lenmi
RR do superkomplexov odhalila vyraznu stratu tejto podjednotky v superkomplexe CI/CIV
a zoslabenie interakcii s ostatnymi ¢lenmi RR. Superkomplexy ako nadmolekulové Struktary
asociovanych respiracnych komplexov zabezpeCuju a reguluji efektivnost’ elektronového
transferu medzi komplexami RR a zaroven kontroluji produkciu ROS. Tieto vysledky
naznacuju, ze DM ovplyviiuyje nielen proteinova expresiu regulacnej podjednotky COX4, ale
zaroven aj jej asociacie s jednotlivymi ¢lenmi RR, tvorbu superkomplexov a tym aj funk¢énost’
celého RR. Znizena proteinova expresia COX4 a zvySena enzymaticka aktivita bola vSak
pozorovana aj vo FOE-suplementovanych kontrolnych podskupinach. Pretoze mozog zavisi
na aerobnom energetickom metabolizme ajked dochddza kzmene diéty, je
nepravdepodobné, Ze samotna suplementacia s FOE by mala takyto efekt. Je vSak mozné, ze
pozorovana COX4 redukcia v kontrolnych podskupinach by mohla pochadzat’ z maskovania
epitopu protilatky v dosledku posttranslaénej modifikacie proteinu, akou je napr. fosforylacia.
V literature je dokumentovana fosforylacia viacerych podjednotiek CIV, vratane fosforylacie
COX4>"™8 ktora inhibovala alostericka regulaciu s ATP a viedla k zvyseniu aktivity enzymu
(1). Aby sme odhalili moznu posttranslaéni modifikdciu, vykonali sme defosforylacné
experimenty s neSpecifickou CIP fosfatdzou. ZvySeny signal v defosforylaénych
experimentoch sice naznacil, ze diabetes a n-3MK by mohli indukovat’ zmenu fosforyla¢ného
stavu COX4 podjednotky, zatial vSak nedisponujeme presved¢ivym a jasnym dokazom
existencie tejto modifikacie, vratane identifikdcie fosforylaéného miesta a kinaz
zodpovednych za tito modifikaciu. Bliz$ia identifikécia by vSak pomohla pochopit, akymi
cestami je regulovana aktivita CIV, oxida¢na fosforylacia atvorba ATP v diabetickom
kortexe. Vysledky naSej S$tadie koreluji s pozorovaniami inych Stadii v periférnych
diabetickych tkanivach, ktoré rovnako pozorovali redukciu COX4 podjednotky (5; 2).
Zaroven naznauji, ze zmeny v mitochondridlnom proteéme st v zhode so zmenenou
mitochondrialnou funkciu v diabetickom kortexe.

Zaver

Nasa Studia ukazuje, ze DM okrem nepriaznivého dopadu na periférne organy, ovplyviiuje
funkciu mozgového kortexu. Zacinajic na metabolickej trovni, deregulacia RR vedie
Kk struktirnym zmenam reprezentovanych potlacenim proteinovej expresie regulacnej
podjednotky COX4 cytochrom ¢ oxidazy. Primarne poruchy st prenasané do sekundarnej
urovne prejavujicej sa porusenou tvorbou superkomplexov a nadmolekulovej organizacie
RR. Tieto defekty dalej znizuji schopnost’ bunky udrziavat' energeticky plne funként
mitochondriu za diabetickych podmienok. Iked FOE suplementacia ciastocne zlepsila
funk¢énost’ RR, nebola schopnéd vyrazne ovplyvnit' diabetom indukované Struktirne zmeny.
Vzhladom na zlozité nutricné efekty n-3 MK ako aj samotné diabetické prostredie, je
potrebné uskutocnit’ d’alSie experimenty, aby bolo mozné jednoznacne hodnotit’ terapeuticky
potencial n-3 MK.
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SKORE OBDOBIE DIABETES MELLITUS
OVPLYVNUJE FUNKCIU MITOCHONDRIE
V KORTEXE A HIPOKAMPE POTKANA

(The early period of diabetes mellitus affects the function
of mitochondria in the cortex and hippocampus of rat brain)
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Suhrn

Diabeticka encefalopatia je v stiCasnosti akceptovana komplikacia diabetes mellitus (DM)
charakterizovand neurofyziologickymi a S§truktirnymi zmenami v mozgu, poruchou
kognitivnych funkcii, zvySenym rizikom vzniku mozgovej prihody alebo Alzheimerovej
choroby. V nasej 8-tyzdnovej Studii sme 1) analyzovali mitochondridlnu funkciu v kortexe a
hipokampe diabetického potkana a i) u¢inok diétneho podavania poddvania n-3 nenasytenych
mastnych kyselin (n-3MK). Vysledky odhalili deregulovant funkciu respira¢ného retazca
(RR) ako dosledok inhibicie aktivity komplexu I (CI) v oboch mozgovych regiénoch
a hyperfunkcie cytochrém c oxidazy (CIV) v diabetickom kortexe. Diétne podavanie n-3 MK
stimulovalo aktivitu CIV nielen v diabetickych skupinach, ale aj v kontrolnych skupinach
Vv oboch mozgovych regionoch. Kym zvySena aktivita CIV v diabetickom kortexe ¢iastocne
stimulovala CI, v hipokampe n-3MK neboli schopné remodelovat aktivity CI. Dysfunkcia RR
naruSila mitochondridlnu redoxni rovnovahu, ktord sa prezentovala stratou aktivity
superoxiddismutazy v kortexe a redukovanych mitochondrialnych tiolov Vv obidvoch
mozgovych regionoch. Signifikantny narast hladin dityrozinov a protein-lipoperoxidovych
konjugatov pozorovany v kortexe, ale nie v hipokampe, indikoval prooxidaéné prostredie v
diabetickej kortikalnej mitochondrii, ktoré nebolo ovplyvnené podavanim n-3 MK. Ziskané
vysledky naznacuju odliSntt  senzitivitu a patofyziologicki odpoved” kortikalne;
a hipokampalnej mitochondrie v skorom §tadiu DM. Suplementacia diabetickych potkanov
sn-3 MK emulzie rybieho oleja (FOE) neviedla k pozitivnej modulacii mitochondrialne;
funkcie v kortexe a hipokampe.

Krucové slova
diabeticka encefalopatia, mitochondria, kortex, hipokampus, oxida¢ny stres

Summary

Diabetic encephalopathy has recently been proven to be a common complication of diabetes
mellitus (DM). It is associated with neurophysiological and structural changes in the brain,
moderate cognitive dysfunction and dementia, the increased risk of stroke or Alzheimer's
disease. In our 8 week-long study we focused on i) the analysis of mitochondrial function in
the cortex and hippocampus of rats with DM and ii) the effect of dietary administration of n-3
unsaturated fatty acids (n-3FA) on diabetic mitochondrial function. We observed deregulated
respiratory chain function (RC) as result of inhibition of complex I activity (ClI) in both brain
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regions, as well as the hyperfunction of cytochrome ¢ oxidase (CIV) in the diabetic cortex.
Dietary administration of n-3 FA resulted in additional CIV stimulation not only in diabetic
groups but also in control groups in both brain regions. While CIV stimulation in the diabetic
cortex led to incomplete ClI activation, n-3 FA supplementation was not able to remodulate
Cl activities in hippocampus. RC deregulation has led to a breakdown of redox balance in the
mitochondria presented by the loss of superoxide dismutase activity in the cortex and
mitochondrial thiols in both brain regions. Significant increase in the levels of dityrosines and
protein-lipoperoxide conjugates observed in the cortex, but not in the hippocampus, indicated
the pro-oxidant environment in diabetic cortical mitochondria that has not been mitigated by
administration of n-3 FA. The results suggest a different sensitivity and pathophysiological
response of cortical and hippocampal mitochondria to an early period of DM. n-3 FA
supplementation to diabetic rats did not lead to positive modulation of mitochondrial function
in the brain cortex and hippocampus.

Keywords
diabetic encephalopathy, mitochondria, cortex, hippocampus, oxidative stress

Uvod

Diabetes mellitus (DM) vedie k rozvoju sekundarnych komplikacii postihujucich okrem
periférnych organov aj CNS. Pocetné zobrazovacie, post-mortem a psychologické Studie
ukazuji, ze DM prispieva k anatomicko-morfologickym zmendm mozgovych Struktar
(hipokampus, kortex, amygdala), ktorych poskodenie je asociované s poruchami v
pamitovych a behavioralnych charakteristikach (2; 3). Studie zaroven poukazuju na znaén@
podobnost’ diabetom-indukovanych neurodegenerativnych zmien s néalezmi v mozgoch
pacientov s Alzheimerovou chorobou (11), pri¢om tieto zmeny st klinicky relevantné najma u
starSich pacientov s DM 2 typu (10). Diabetickd encefalopatia méze vznikat' v prvych 5-7
rokoch Zivota pocas vyvinu mozgu (T1IDM) alebo v obdobi, ked mozog podlicha
neurodegenerativnym zmenam v dosledku starnutia (2TDM). Prebiehajuce molekularne
mechanizmy st vSak nejasné kvoli synergickému efektu pocetnych ciest ovplyviiujucich
cerebralnu energetickl a hormonalnu regulaciu, inzulinovl signalizaciu, redoxnll rovhovahu
alebo schopnost’ mozgu cez neuronalne obvody kontrolovat’ a regulovat’ periférne odpovede.
Na rozdiel od inzulin-senzitivnych tkaniv, vstup gluk6zy do neurénov sa uskutociiuje najmi
ulah¢enou diftiziou cez inzulin-insenzitivne gluk6zové transportéry. Nadmerny tok glukdzy
cez metabolické cesty a poruSend inzulinova signalizacia vedu k indukcii pasivnych a
aktivnych odoziev bunky. Kym pasivne odpovede na chronicku hyperglykémiu st spojené s
oxida¢nym stresom a vaskularnym poskodenim, aktivne odozvy vedi k zmendm v génovej
expresii, funkcii, plasticite a mézu spustat’ fenotypovi zmenu mitochondrii. Neurdny su
zvlast citlivé na zmeny v mitochondridlnej funkcii kvoli limitovanej glykolytickej kapacite a
vysokej poziadavke na ATP. Preto mitochondridlna dysfunkcia ma vzdy vazne dosledky pre
nervovu bunku. Kym odozvy diabetickej mitochondrie v inzulin-senzitivnych tkanivach st
dlhodobo Studované, odpovede mozgovej mitochondrie na DM nie su jasné. Ciel'om tejto
prace bolo sledovat odpoved’ kortikdlnej a hipokampalnej mitochondrie na poruSent
glukozovi/inzulinovi homeostazu a zaroven analyzovat’ potencial n-3 MK emulzie rybieho
oleja benefi¢ne ovplyvnit' oxida¢ny stres a mitochondridlnu funkciu v mozgu laboratérneho
potkana.

Material a metody

Experimentalny design

V experimente boli pouzité samce laboratérneho potkana kmena Wistar (Dobra Voda, SAV),
ktoré boli rozdelené do kontrolnej (n = 24) a diabetickej skupiny (n = 36). DM bol
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indukovany jednou davkou streptozotocinu (45 mg/kg v citratovom roztoku) do chvostovej
vény. Kontrolnym potkanom bol aplikovany rovnaky objem citratového pufru. Zvieratd boli
povazované za diabetické, ked’ hladina glukézy bola >16 mmol/l. Diabetické zvieratd boli
rozdelené do i) neovplyyvnenej diabetickej podskupiny (D, n = 12), ii) diabetickej
podskupiny (DOC1, n = 12) suplementovanej FOE s nizkou koncentraciou n-3 MK
(160mg/kg/den) a iii) diabetickej podskupiny (DOC2, n = 12) ovplyvnenej FOE s vysokou
koncentraciou n-3 MK (800mg/kg/denn). Nediabetické kontrolné potkany boli rovnako
rozdelené do kontrolnej podskupiny (C, n = 8) a kontrolnych podskupin (COC1, COC2, po n
= 8) suplementovanych s nizkym a vysokym prijmom n-3 MK. 45% FOE (Cultech Limited,
UK) obsahovala 8,1% eikozapenténovej (EPA, C20:5, n-3) a 5,9% dokozahexénovej (DHA
C22:6, n-3) nenasytenej MK. FOE suplementacia gastrickou sondou zacala na 7 den po
indukcii DM a trvala 8 tyzdiiov. Po tomto obdobi boli zvierata usmrtené, z mozgu boli ihned’
izolované kortikélne a hipokampalne mitochondrie a stanovena koncentracia proteinov (DC
assay kit, BioRad). Mitochondrie boli alikvotované a uskladnené pri -80°C.

Stanovenie enzymatickych aktivit komplexu I (CI), komplexu IV (CIV), citratsyntazy (CS)
a superoxiddismutdzy (SOD2)

Aktivita CI (NADH: ubichinénoxidoreduktaza) bola stanovena spektrofotometricky vo
vzorkach kortikdlnych a hipokampalnych mitochondrii (50 pg/ml) podla (9) ako rychlost’
oxidacie NADH v pritomnosti alebo absencii rotenonu. Aktivity boli vypocitané a udané v
nmol/min/mg. Aktivita cytochrom c¢ oxidazy (CIV, 50 pg/ml proteinu) bola stanovena
monitorovanim poklesu absorbancie redukovaného cytochromu ¢ (50 uM v 50 mM Tris/HCl
pufri, pH 8,0) pri 550 nm a vypocitana odc¢itanim rychlosti oxidacie cytochromu c v
pritomnosti 7,5 mM azidu sodného od oxidacie cyt ¢ bez pritomnosti azidu a vyjadrend v
nmol/min/mg (6). Aktivita CS (50 pg/ml mitochondridlneho proteinu) bola stanovena podl'a
inStrukcii vyrobceu kitu (Sigma-Aldrich) a vypoc€itana v nmol/min/mg proteinu. SOD2 aktivita
(1 mg/ml mitochondridlneho proteinu) bola merana podla inStrukcii vyrobcu kitu (Sigma-
Aldrich) a aktivita vypocitand z kalibracnej krivky ziskanej riedenim Standardného roztoku
SOD a vyjadrena ako U/mg. 1U je definované ako mnozstvo enzymu potrebného inhibovat’
50% dismutaciu superoxidového radikalu.

Celkovy obsah tiolovych skupin (-SH skupiny)

SH skupiny boli stanovené spektrofotometricky v mitochondridlnych vzorkdch (0,15 mg
proteinu) podla (7). Vzorky boli inkubované v reak¢énej zmesi obsahujiicej DTNB a
absorbancia bola monitorovand pri 412 nm. Celkové tioly boli vypocitané pomocou € = 13,6
mM-1 cm-1 a vyjadrené¢ v nmol SH/mg proteinu.

Fluorescencné merania

Fluorescencné merania dityrozinov a konjugéatov proteinov s lipoperoxida¢nymi produktmi
(LPO) boli vykonané v mitochondridlnych vzorkach (25 pg/ml). Emisné spektra dityrozinov
boli monitorované pri 380-440 nm po excitdcii pri 325 nm. Protein-LPO konjugéty boli
monitorované pri emisnych spektrach 425-480 nm po exitécii pri 365 nm. Fluorescencia ANS
sondy bola monitorovana vo vzorkach (15 pg/ml) pri 480 nm po excitacii pri 365 nm.
Vysledky st vyjadrené v jednotkédch fluorescencnej intenzity (AU).

Statistické hodnotenie

Na Sstatistické hodnotenie analytickych vysledkov bola pouzita ANOVA a Tukey post hoc
test. Data su prezentované ako priemer = SD, P < 0,05 bola pouzita ako ,,cutoff hodnota
Statistickej vyznamnosti.
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Vysledky

Enzymatické aktivity CI, CIV, CS a SOD2

Perzistentna hyperglykémia v kortexe (obr. 1a) viedla k signifikantnému poklesu CI aktivity o
32,1% (P < 0,001 vs C). V diabetickych podskupinach DOC1 a DOC2 suplementovanych s
FOE, kortikalna aktivita CI bola zachovana na 84,6% (P < 0,05) a 80,5% (P < 0,01) z
kontrolnej hodnoty. FOE suplementacia neovplyvnila enzymatické aktivity v kontrolnych
vzorkach. V diabetickom hipokampe CI aktivita (Obr. 1b) bola inhibovana na 51,6 % (P <
0.001). Diabeticka hipokampalna mitochondria neodpovedala na FOE suplementaciu a CI
aktivity zostali inhibované na urovni diabetickej podskupiny D. Aktivity CS, ktora katalyzuje
prvu reakciu Krebsovho cyklu a je pouzivana ako hruby marker mitochondridlneho obsahu,

boli konzistentné s priebehom CI aktivit v kortikalnej aj hipokampalnej mitochondrii (Obr.
1c, d).
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Obr. 1 Vpyv DM a FOE suplementacie na enzymatické aktivity komplexu I a citratsyntazy

Aktivity boli stanovené v kortikalnej a hipokampalnej mitochondrii izolovanej z kontrolnych (n=24)
a diabetickych (n=36) podskupin. Data su prezentované ako priemer = SD. * P < 0.05, ** P < 0.01,
**% P < 0.001 vs. C, *P <0.05,= P <0.01 vs. D. C - kontrola, COC1 - kontrola s nizkym prijmom
FOE, COC2 - kontrola s vysokym prijmom FOE, D - neoSetrend diabetickd podskupina, DOCI,
DOC2 - diabetické podskupiny s nizkym resp. vysokym prijmom FOE. CI - komplex I, CS —
citratsyntaza

Meranie aktivit CIV (Obr. 2a) v kortexe ukazalo, ze diabetes (D) zvysil aktivitu CIV o 8,7%
(P < 0,001 vs. C). Suplementécia diabetickych zvierat s FOE viedla k d’alSiemu zvySeniu
aktivit enzymu o 19,6% (P < 0,001 vs.C) v podskupine DOC1 a o 16,9% (P < 0,001 vs. C) v
podskupine DOC2. V nediabetickych kontrolnych podskupin COC1 a COC2 boli tiez
pozorované zvySené aktivity CIV po suplementacii FOE o 7,7% (P < 0,01 vs. C) a 15,5% (P <
0,001 vs. C). Na rozdiel od kortexu, v diabetickej hipokampalnej mitochondrii (D, Obr. 2b)
sme nepozorovali zvysené aktivity CIV (1003,1 £+ 67.3 nmol/min/mg vs. C). Podobne ako v
kortexe, FOE suplementacia viedla k zvySeniu aktivity enzymu v diabetickych (14.4 % vs. D,
P < 0,05, resp. 34.5 %, P < 0.001 vs D) skupindch a k hyperaktivite v kontrolnych
podskupinach (17,8%, P < 0.01 vs C, resp. 39,4%, P < 0.001 vs C).
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Obr. 2 Vplyv DM a FOE suplementécie na aktivity cytochrom ¢ oxidazy

Aktivity boli stanovené v kortikdlnej a hipokampdalnej mitochondrii izolovanej z kontrolnych (n=24)
a diabetickych (n=36) podskupin. Udaje st prezentované ako priemer £ SD. ** P < 0.01, *** P <
0.001 vs. C, »» P < 0.01 vs. COC1, ®** P<0.001 vs. COC1, == P <0.01 vs. D, === P <0.01 vs. D. C -
kontrola, COCL1 - kontrola s nizkym prijmom FOE, COC2 - kontrola s vysokym prijmom FOE, D -
neosetrena diabetickd podskupina, DOCI1, DOC2 - diabetické podskupiny s nizkym resp. vysokym
prijmom FOE. CIV - cytochrém c oxidaza

Analyza aktivity SOD2 (Obr. 3a), ktord katalyzuje dismutaciu superoxidu odhalila znizenu
aktivitu enzymu v diabetickej kortikdlnej mitochondrii o 33,2% (P < 0,01 vs. C).
Suplementacia s FOE nemala beneficny efekt na aktivity SOD2 v diabetickom kortexe.
Analyza proteinovych hladin SOD2 potvrdila ustalen proteinovli expresia enzymu vo
vsetkych experimentalnych skupinach (Obr. 3b). Prekvapivo, v hipokampe sme nepozorovali
signifikantné zmeny SOD2 aktivity v diabetickej D podskupine (Obr. 3c). Vo FOE
suplementovanych diabetickych podskupinich sme pozorovali mierny pokles aktivit tohto
enzymu (P < 0,05 vs. C).
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Obr. 3 Streptozotocinom-indukovany diabetes inaktivuje SOD2 v kortikalnej (a), ale nie
v hipokampalnej mitochondrii (c)

Aktivity si prezentované ako priemer £ SD. ** P < 0.01,» P < 0.05 vs. D. C - kontrola, COC1 -
kontrola s nizkym prijmom FOE, COC2 - kontrola s vysokym prijmom FOE, D - neoSetrena
diabeticka podskupina, DOC1, DOC2 - diabetické podskupiny s nizkym resp. vysokym prijmom FOE.
SOD2 — superoxiddismutaza b) reprezentativny blot proteinovych hladin SOD2 a farbenia celkového
proteinu ako kontroly nandSky proteinu
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Celkovy obsah tiolovych skupin (- SH skupiny)

Redoxny stav celkovych mitochondridlnych tiolovych skupin v koretxe bol redukovany o
22,7% (P < 0,001 vs C) v neovplyvnenej podskupine D (Obr. 4a). Poddvanie FOE
diabetickym zvieratdm zachovalo tiolové skupiny na trovni 93,3% v DOCI1 a 82,8% (P <
0,01) kontrolnej hodnoty. Vplyv FOE na redoxny stav mitochondridlnych tiolov bol
pozorovany aj v kontrolnych podskupinéach, kde sme pozorovali zvySenie o 3,5% (P < 0,001
vs C) a 0 23,2% (P < 0,001 vs C) v COC2 podskupine. V diabetickom hipokampe v
podskupine D (Obr. 4b) boli — SH skupiny zniZzené o 34,9 % (P < 0,001 vs C). Podavanie
FOE diabetickym zvieratam zachovalo redukované tioly na 80,1% (P < 0,05 vs C) v DOC1 a
78,6% (P < 0,05 vs C) v DOC2 podskupine. Kym FOE suplementicia v kontrolnej
podskupine COC1 viedla l'ahkému néarastu mnozstva redukovanych tiolov, v skupine COC2
sme pozorovali signifikantny pokles ich hladin (P<0,01 vs COCI).
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Obr. 4 Vplyv DM a FOE suplementacie na redoxny stav mitochondrialnych tiolov

Mitochondrie boli izolované z kortexu a hipokampu. Udaje st prezentované ako priemer + SD. * P <
0.05, ** P <0.01, *** P <0.001 vs. C, ** P <0.01 vs. COC1, == P <0.01 vs. D, === P <0.01 vs. D. C -
kontrola, COC1 - kontrola s nizkym prijmom FOE, COC2 - kontrola s vysokym prijmom FOE, D -
neovplyvnena diabeticka podskupina, DOC1, DOC2 - diabetické podskupiny s nizkym resp. vysokym
prijmom FOE.

Fluorescencné merania

Monitorovanie pritomnosti oxidacného stresu bolo uskuto¢nené meranim tvorby dityrozinov a
protein-LPO konjugétov (Tab 1). V kortexe sme pozorovali signifikantny narast fluorescencie
dityrozinov o 160% (P < 0,001 vs C) vo vSetkych diabetickych experimentalnych
podskupinach. Podobne, tvorba protein-LPO konjugatov bola zvySena v kortikalnych
diabetickych vzorkach a FOE suplementacia nemala benefiény efekt na redukciu markerov
oxida¢ného stresu. V diabetickom hipokampe sme prekvapivo nepozorovali narast hladin
sledovanych markerov oxida¢ného poskodenia. Oxidacné poSkodenie proteinov a lipidov
moze viest’ k Struktirnym zmendm mitochondridlnych membran a proteinov, preto sme tieto
zmeny monitorovali v d’alSich experimentoch prostrednictvom fluorescen¢nej proby ANS. V
kortikalnej neovplyvnenej diabetickej mitochondrii sme zaznamenali zvySenu fluorescenc¢nu
intenzitu 0 19,2 % (P < 0,05 vs C) a v FOE suplementovanych zvieratach o 23-25% (P < 0,01
vs C). V hipokampélnych vzorkach sme nepozorovali Ziadne zmeny fluorescen¢nej intenzity
v experimentalnych podskupinach.

156



fluorescencia dityrozinov (Arbitrarne jednotky)

mitochondria C cocC1 cocC2 D DOC1 DOC2
47.7 +

cortex 19.5+£5.8 243 +6.7 25.8+8.2 50.7 £ 7.8%%% | 58.9 & 8. 7H** 5 gr

hippocampus | 32.4+3.9 32.7+£2.8 31.8+43 28.8+3.8 274+25 28.0£3.5

fluorescencia protein - LPO konjugatov (Arbitrarne jednotky)

cortex 133+58 |188+84 |202+64 |489+7.6%%* |564+095%k g%ﬁi

hippocampus | 34.9+4.7 326+2.7 309+ 3.6 292+35 30.1 £33 293+39
fluorescencia ANS (Arbitrarne jednotky)

cortex 3723+£21 | 4095+16 |[434.6+36 | 443.7+53* 459.3 + 48** ggi;} *

hippocampus | 284.4+20 | 293.1+£21 |272.2+29 269.2 £20 276.6 £ 21 2889+ 16

Tab. 1 DM, FOE suplementacia a markery oxida¢ného stresu

Dityroziny, protein-LPO konjugaty a vdzba ANS sondy boli merané vo vzorkdch mitochondriii
izolovanych z kortexu a hipokampu. Udaje st prezentované ako priemer = SD. * P < 0.05, ** P <
0.01, *** P < 0.001 vs. C. C - kontrola, COC1 - kontrola s nizkym prijmom FOE, COC2 - kontrola
s vysokym prijmom FOE, D - neoSetrend diabeticka podskupina, DOC1, DOC2 - diabetické
podskupiny s nizkym resp. vysokym prijmom FOE.

Diskusia

Kortex a hipokampus st povaZzované za vysoko senzitivne mozgové Struktary, ktoré citlivo
reaguju na patologické podnety a su priamo zapojené v kognitivno-behavioralnych funkciach
mozgu. Ich adekvatny priebeh je podmieneny fyziologickym fungovanim mitochondrii ako
producentov energie a reaktivnych radikdlov. V nasej praci sme sa zamerali na monitorovanie
odpovede mitochondrie kortexu a hipokampu na diabetické prostredie, najmid z pohladu
pritomnosti oxidaéného stresu. Zaroven sme hodnotili potencial n-3 esencialnych mastnych
kyselin emulzie rybieho oleja ovplyvnit’ mitochondridlnu funkciu. Vzhl'adom na sekvencny
charakter RR, jeho funkcia bola hodnotena meranim enzymovych aktivit prvého (CI) a
posledného ¢lena (CIV). Kym v neovplyvnenych diabetickych mitochondriach boli aktivity
CI inhibované v oboch mozgovych regionoch, aktivity CIV boli zvySené v diabetickom
kortexe, v hipokampe vSak zostali na kontrolnych hodnotach. NaSe vysledky naznacuju, Ze
DM vedie k deregulacii funkcie RR v oboch mozgovych regionoch. Nami pozorovana
dysfunkcia CI v diabetickej mitochondrii je konzistentnd s inymi Studiami, ktoré rovnako
popisuju dysfunkciu prvého respiratného ¢lena v mozgu a v periférnych diabetickych
tkanivach (8). Zdd sa vSak, ze rozdielny priebeh enzymovych aktivit CIV, ktory je
povazovany za klucové regulacné miesto funkcie RR (1) naznacuje odliSni odpoved
mitochondrie kortexu a hipokampu na diabetické prostredie. Je mozné, Ze v kortexe
pozorovand hyperaktivita CIV predstavuje adaptaéni odpoved’ mitochondrie na redukovany
tok elektronov v CI s cielom stimulovat’ ho a tym predchadzat’ jeho zotrvaniu v redukovanom
stave. Tato hypotéza je podporenda vysledkami ziskanymi v FOE suplementovanych
zvieratach, kde sme pozorovali zvySenie aktivit CIV v kontrolnych 1 diabetickych
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podskupinach. Zlepsena funkcia CI bola pozorovand aj v diabetickych podskupinach
suplementovanych s FOE. Je zaujimavé, Ze hoci v hipokampe suplementacia tiez viedla
k stimulacii aktivity CIV v kontrolnych i diabetickych vzorkach, tato stimulacia nenasla
odozvu Vv zlepSenej funkcii CI v diabetickom hipokampe. Aké molekularne cesty veda k
rozdielnej odpovedi hipokampélnej mitochondrie na FOE suplementiciu si ndm nie zatial
zname. Mozu vSak naznacovat,, ze v diabetickom hipokampe na rozdiel od kortexu dochadza
k rozdielnej regulacii funkcie RR, mozno cez zmeny fosforylaéného stavu respiracnych
komplexov (5). Ak uvazujeme klicova ulohu CIV v regulacii RR a pozorovani odpoved
kortikalnej a hipokampélnej mitochondrie na diabetické podmienky a FOE suplementéciu, je
mozné ocakavat odliSna odpoved” oboch mitochondrii na tvorbu ROS. V dalsich
experimentoch sme preto hodnotili U¢innost’ antioxidaéného systému detoxikovat ROS.
Mitochondrialny izoenzym SOD2 predstavuje prvi obrannu liniu antioxidacného systému
proti superoxidu produkovanému v RR. V kortexe sme pozorovali signifikantnti inhibiciou
tohto enzymu v neovplyvnenych aj suplementovanych diabetickych zvieratdch. Vzhl'adom na
ustaleny stav proteinovych hladin tohto enzymu, pozorovana inhibicia nie je dosledkom straty
mnozstva proteinu, ale pravdepodobne ddsledkom straty aktivity. Naopak, v hipokampe sme
pozorovali len nesignifikantny narast SOD2 aktivity v neovplyvnenej diabetickej skupine.
Tento vysledok poukazuje na neporusenu schopnost’ SOD2 detoxikovat’ vznikajuci superoxid
v diabetickom hipokampe, aspon pocas 8 tyzdiov trvania nasho experimentu. Je zaujimavé,
ze pritomnost’ n-3MK v diabetickom prostredi Ciastocne redukovala aktivitu tohto enzymu.
SOD2 vsak nie je jedinym detoxikaénym systémom ROS. Do tejto obrany intenzivne
vstupuju aj tiolové skupiny proteinov. Vo fyziologickom kontexte ich zmeny st prostriedkom
redoxnej regulacie bunkového metabolizmu, funkcie proteinov a ochrany senzitivnych
proteinov pred ireverzibilnym oxidaénym poskodenim (4). Znaény pokles volnych tiolovych
skupin mitochondrialnych proteinov v kortexe aj hipokampe poukazuje na ich aktivnu ucast’ v
detoxikacii ROS v diabetickom prostredi. Je mozné, Ze strata kritickych tiolov sa moézZe
podpisovat’ aj pod pozorovanu dysfunkciu CI a jeho zvySenu senzitivitu na ROS-indukované
oxida¢né poskodenie. V diabetickej kortikalnej mitochondrii pozorované zniZenie obsahu
mitochondridlnych tiolov je v stlade s hypoaktivitou SOD2 a naznacuje existenciu
prooxidaéného prostredia. Tento predpoklad je podporeny aj zvySenou tvorbou dityrozinov,
protein-LPO konjugatov, Struktirnymi zmenami proteinov a membranovych povrchov
detekovanych ANS sondou v diabetickych kortikélnych mitochondriach. FOE suplementécia
nemala benefiény vplyv na zniZenie hladin markerov oxida¢ného stresu v tejto mozgovej
oblasti. V hipokampe sme prekvapivo nezaznamenali signifikantny narast markerov
oxida¢ného stresu, ani zmeny asociované so Struktirnym poSkodenim proteinov a
mitochondridlnych membran. Tento nalez je konzistentny s neporuSenou funkciou SOD a
redukciou  proteinovych tiolov, naznaCujuc intenzivhu ucast  hipokampalnych
mitochondriovych tiolov v antioxida¢nej ochrane. Na zaklade ziskanych vysledkov moZno
usudzovat, Ze v experimentalnom obdobi 8 tyzdiov, kortikdlna mitochondria je senzitivnejSia
na diabetom-indukované poskodenie ako v hipokampe. Aky je dopad na energeticky
metabolizmus, aktivované signalne drdhy a dalSie bunkové funkcie bude predmetom
budicich experimentov.

Zaver

DM-indukovand mitochondridlna dysfunkcia v kortexe a hipokampe bola prezentovana
deregulovanou funkciou RR, ktora nesie spolo¢né ¢rty poSkodenia prvého respiraéného ¢lena.
Pozorovana odpoved CIV ako kl'icového regulacného miesta RR vSak naznacuje odlisnu
adaptacnu odpoved koretxu a hipokampu na hyperglykémiu a porusent inzulinova
signalizaciu v horizonte 8 tyzdnov od indukcie DM. Odlisna odpoved’ je pozorovatelna aj v
kapacite antioxida¢ného systému ucinne detoxikovat ROS a moéze byt vychodiskovym
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bodom v aktivacii rozdielnych signdlnych drah v diabetickom kortexe a hipokampe.
Suplementacia FOE naznacuje tlohu n-3MK v modifikovani protein-lipidovych interakcii v
mitochondridlnej membrane a tiez v aktivacii signalnych drah. Vzhl'adom na nutrigenomicku
silu n-3MK a prooxidacné diabetické prostredie, potencial n-3MK modulovat’
mitochondridlnu funkciu nie je jasny a vyzaduje d’alSie Stadium.
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VPLYV ETANOLOVYCH HUBOVYCH
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(Effect of G. lucidum and H. erinaceum ethanol mushroom extract
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Suhrn

V procese starnutia vyznamnu ulohu zohrava starnutie buniek, tzv. bunkovéa senescencia.
Hrladanie efektivneho spdsobu na odstranenie senescentnych buniek z organizmu a/alebo
spomalenie ich tvorby je preto dolezitym smerom vyskumu. Ganoderma (G.) lucidum
a Hericium (H.) erinaceum patria medzi medicinsky vyznamné huby. Obe st uz dlho
pouzivané v tradi¢nej medicine v Cine ainych azijskych krajindch. V nasej praci sme sa
zamerali na sledovanie vplyvu etanolovych extraktov z G. lucidum a H. erinaceum na rast
mladych buniek a buniek starych, ktoré vykazuju znamky senescencie. Zistili sme, ze po 72
a 96 hodinovej inkubacii starych buniek s etanolovym extraktom H. erinaceum dochadzalo
k vyraznému poklesu viability starych buniek.

KPucové slova
Ganoderma lucidum, Hericium erinaceus, MRC-5 bunkova linia, starnutie, senescencia

Summary

Cellular senescence is considered to play a substantial role during aging. Thus searching for
an effective method how to eliminate senescent cells and/or decelerate their formation is an
important part of current research. Ganoderma (G.) lucidum a Hericium (H.) erinaceum
belong to medicinal mushrooms. Both have been used in traditional medicine in China and
other countries in Asia since ancient times. We focused on the effect of ethanol extract of G.
lucidum and H. erinaceum on growth of young and aging cells which exhibit hallmarks of
senescence. We found out that incubation of aging cells with the ethanol extract of H.
erinaceum for 72 and 96 hours lead to a significamt decrease in cell viability.

Keywords
Ganoderma lucidum, Hericium erinaceus, MRC-5 cell line, aging, senescence

Uvod

V procese starnutia vyznamnua ulohu zohrava starnutie buniek, tzv. bunkova senescencia.
Senescencia je ireverzibilné zastavenie bunkového cyklu sprevddzané zmenami v bunkove;j
morfologii a fyziologii (1). RozliSujeme dva typy senescencie. Prvym typom je replikativna
senescencia, ktord vznikd v dosledku skracovania telomér (2, 3). Druhym typom je stresom
indukovana senescencia, ¢o je odpoved bunky na rézne formy stresu ako je oxidacny stres,
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poskodenie DNA, dysfunkcia mitochondrii, nadexpresia onkogénov, nukleolarny stres
sposobeny inhibitormi RNA polymerazy I a porusenie epigenetickej regulacie (4-9).
Senescentné bunky sa akumuluju v rdéznych tkanivach a organoch so zvySujucim sa vekom
jedinca a tiez sa nachadzaju v tkanivach a organoch postihnutych chorobami spojenymi so
starnutim ako je ateroskler6za, artritida a Alzheimerova choroba (10).

Experimenty na mysSiach, ktoré sledovali vplyv eliminéacie senescentnych buniek (buniek,
ktoré exprimovali gén pl6/INK4a) z organizmu viedli k potlac¢eniu poklesu fyziologickych
funkcii a tumorigenézy, k oddialeniu nastupu chordob spojenych so starnutim alebo zlepSeniu
ich progresie a k prediZeniu celkovej dizky Zivota (11, 12) (Baker et al., 2011; Baker et al.,
2016). Hladanie efektivneho spdsobu na odstranenie senescentnych buniek z organizmu
a/alebo spomalenie ich tvorby je preto dolezitym smerom vyskumu.

Ganoderma (G.) lucidum a Hericium (H.) erinaceum patria medzi medicinsky vyznamné
huby. G. lucidum znama aj pod nazvom reisi je uz dlho pouzivana ako prostriedok na
udrzanie zdravia a dosiahnutie dlhovekosti v Cine a inych azijskych krajinach (13). Moderné
analyzy preukazali pritomnost’ viacerych typov bioaktivnych latok v jej plodniciach. Medzi
tieto latky patria polysacharidy podporujliice imunitny systém, triterpenoidy, ktoré pdsobia
protizapalovo a antialergicky a germanium zvySujuce prijem kyslika krvou (14). Vyskumy
tiez ukazali, ze triterpenoidy izolované z G. lucidum inhibuji rast nadorovych buniek
a indukuji apoptézu v tychto bunkach (15). H. erinaceum podobne ako G. lucidum je
pouzivana uz mnoho storo¢i v tradi¢nej ¢inskej medicine. Extrakty z H. erinaceum maja
antioxida¢né uc¢inky, reguluju hladinu tukov v krvi aznizuju hladinu cukru v krvi (14).
Z bioaktivnych latok, ktoré huba obsahuje sii najvyznamnejsie fenoly — hericenény (A, B, C,
D, E, F, G a H) a polysacharidy. Hericenony C, D a E stimuluju tvorbu nervového rastového
faktora (16), hericenony A a B a polysacharidy vykazuju antitumorovu aktivitu (17, 18).

V naSej praci sme sa zamerali na sledovanie vplyvu etanolovych extraktov z G. lucidum a H.
erinaceum na rast mladych buniek a buniek starych, ktoré vykazuju znamky senescencie ako
je zvySena aktivita B-galaktozidazy asociovanej so senescenciou, zvySenad hladina proteinu
p21 a p16 a zvacseny tvar buniek.

Material a metody

Priprava 2,5% extraktu G. Ilucidum v 40 % etanole: Extrakt z G. lucidum sme pripravili
zmieSanim 3 g rozdrvenej huby so 120 ml 40% etanolu a zmes sme nechali macerovat’ v tme
20 dni. Po ich uplynuti sme zmes centrifugovali pri 5200 g 10 minut, supernatant sme odliali
do novej skumavky, prefiltrovali v sterilnom boxe cez 0,2 pm filter do sterilnej skimavky
a uskladnili pri 4°C.

Priprava 2,5% extraktu H. erinaceum v 40 % etanole: Pri priprave extraktu z H. erinaceum
sme postupovali rovnako ako pri priprave extraktu z G. lucidum.

Kultivacia bunkovej linie MRC-5: Bunkovu lintu MRC-5 (T'udské pl'icne fetalne fibroblasty)
sme kultivovali v MEM médiu, ktoré obsahovalo L-glutamin, neesencidlne aminokyseliny a
10% fetalne telacie sérum, Bunky sme pasdzovali 1x tyZzdenne pomocou 0,25% trypsin-
EDTA roztoku.

Sledovanie vplyvu etanolovych hubovych extraktov na viabilitu MRC-5 bunkovej linie: Vplyv
hubovych extraktov na viabilitu MRC-5 bunkovej linie sme sledovali pomocou metyltiazol
tetrazoliového (MTT) testu. Bunky sme kultivovali v 96-jamkovych platni¢kéach, pricom sme
vysievali 1600 buniek na jamku v objeme 100 ul MEM média. Po 24 hodinovej kultivacii pri
37°C a6% CO; sme Kk bunkam pridali etanolovy extraktu z G. lucidum alebo etanolovy
extrakt z H. erinaceum v roznych riedeniach (20 — 2000x) v 100 ul MEM média na jamku
a bunky sme kultivovali 3 dni pri 37°C a 6% CO,. Po uplynuti 3 dni sme k bunkam pridali 20
ul MTT roztoku (5 mg/ml v 1 x PBS) do kazdej jamky a inkubovali sme 4 hodiny pri 37°C
a 6% CO. Po skonceni inkubacie sme odsali médium a do kazdej jamky sme pridali 200 pl
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DMSO a platnicku sme na 5 minat umiestnili na trepacku. Absorbanciu sme merali pomocou
mikroplatnickového spektrofotometra (firma, Stat) pri 490 nm.

Sledovanie vplyvu etanolovych hubovych extraktov na rast mladych a starych buniek: Vplyv
hubovych extraktov na proliferaciu mladych a starych buniek sme sledovali pomocou
metyltiazol tetrazoliového (MTT) testu. Modelom pre mladé bunky boli bunky v 9. pasazi
a modelom pre staré bunky boli bunky v 22. pasazi. Bunky v 22. pasazi vykazuji znamky
senescencie ako je zvySena aktivita B-galaktoziddzy asociovanej so senescenciou, zvySena
hladina proteinu p21 a pl6 a zviacSeny tvar buniek. Bunky sme kultivovali v 96-jamkovych
platnic¢kach, pricom v pripade pasdze 9 sme vysievali 1600 buniek na jamku v objeme 100 pl
MEM média a v pripade pasaze 22 sme vysievali 3200 buniek na jamku Vv objeme 100 ul
MEM média. K bunkdm sme hned pridali etanolovy extrakt z G. lucidum alebo z H.
erinaceum vo vybranom riedeni v 100 ul MEM média na jamku a bunky sme kultivovali 1, 2,
3 alebo 4 dni pri 37°C a 6% CO,. Po uplynuti 1, 2, 3 alebo 4 dni sme k bunkam pridali 20 pl
MTT roztoku (5 mg/ml v 1 x PBS) do kazdej jamky a inkubovali sme 4 hodiny pri 37°C a 6%
CO;. Po skonceni inkubacie sme odsali médium a do kazdej jamky sme pridali 200 ul DMSO
a platnicku sme na 5 minat umiestnili na trepacku. Absorbanciu sme merali pomocou
mikroplatnickového spektrofotometra pri 490 nm.

Statistické vyhodnotenie vysledkov

Statistickd analyza bola uskutonena pomocou neparového, dvojstranného Student t-testu.
Hodnota p<0,05 bola povazovana za Statisticky vyznamni.

Vysledky

Sledovanie vplyvu etanolovych hubovych extraktov na viabilitu MRC-5 bunkovej linie
Vplyv etanolovych hubovych extraktov na viabilitu MRC-5 bunkovej linie sme sledovali
pomocou MTT testu. V experimente sme bunky inkubovali s etanolovymi hubovymi
extraktmi, ktoré boli riedené 20, 50, 100, 200, 400, 800, 1000 alebo 2000-krat v kultivacnom
médiu.

V pripade inkubacie buniek s etanolovym extraktom G. lucidum sme zistili, ze k poklesu
viability buniek oproti neovplyvnenej kontrole nedochadza pri riedeni extraktu 200-krat
a viac, nakol'ko vysledky ziskané pri ovplyvneni buniek niz§imi riedeniami (50-krat a 100-
krat) extraktu neboli Statisticky vyznamné a vysledky ziskané pri riedeni extraktu 20-krat nam
odhalili vyznamny pokles viability buniek az o058% (Obr. 1). Pridanie etanolového
extraktu G. lucidum do kultivaéného média riedeného 200-krat az 2000-krat navyse vedie
k zvyseniu celkovej viability buniek oproti neovplyvnenej kontrole. ZvySenie viability buniek
oproti neovplyvnenej kontrole bolo najvyznamnejsie pri 400-nasobnom riedeni etanolového
extraktu G.lucidum (az o44%), na zaklade ¢oho sme sa rozhodli toto riedenie pouzit
v d’alSich experimentoch.

V pripade inkubacie buniek s etanolovym extraktom H.erinaceum sme zistili, ze k poklesu
viability buniek oproti neovplyvnenej kontrole nedochadza iba pri riedeni extraktu 200-krat.
Navyse pridanie etanolového extraktu H.erinaceum riedeného 200-krat k bunkam vedie
k zvySeniu viability buniek o20% oproti neovplyvnenej kontrole. Vysledky ziskané pri
ovplyvneni buniek va¢§imi riedeniami etanolového extraktu H.erinaceum (400- 800- 1000-
alebo 2000-krat) neboli Statisticky vyznamné (Obr. 2). Bunky ovplyvnené niz§imi riedeniami
etanolového extraktu H.erinaceum (20- 50- alebo 100-krat) mali znizenu viabilitu oproti
neovplyvnenej kontrole. Viabilita buniek bola tym niZ§ia, ¢im menSie bolo riedenie
etanolového extraktu H.erinaceum. Na zaklade ziskanych vysledkov sme sa rozhodli
v d’alsich experimentoch pracovat s 200-ndsobne riedenym etanolovym extraktom
H.erinaceum.
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Obr. 1 Vplyv 2,5% extraktu G. lucidum v 40% etanole na viabilitu MRC-5 bunkovej linie
Bunky boli inkubované 3 dni s etanolovym extraktom G. lucidum, ktory bol riedeny 20, 50, 100, 200,
400, 800, 1000 alebo 2000-krat v kultivaénom médiu. Vysledky st priemer 2 experimentov + SD, * p
<0,05; ** p <0,01; *** p<0,001. K — kontrola bez pridania etanolu alebo etanolového extraktu G.
lucidum, KE — kontrola ovplyvnena 40% etanolom v uvedenych riedeniach, GL — bunky ovplyvnené
extraktom G. lucidum.v uvedenych riedeniach.
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Obr. 2 Vplyv 2,5% extraktu H.erinaceum v 40% etanole na viabilitu MRC-5 bunkovej linie Bunky
boli inkubované 3 dni s etanolovym extraktom H.erinaceum, ktory bol riedeny 20, 50, 100, 200, 400,
800, 1000 alebo 2000-krat v kultivatnom médiu. Vysledky su priemer 2 experimentov £ SD, * p
<0,05; ** p <0,01; *** p<0,001. K — kontrola bez pridania etanolu alebo etanolového extraktu
H.erinaceum, KE — kontrola ovplyvnena 40% etanolom v uvedenych riedeniach, HE — bunky
ovplyvnené extraktom H.erinaceum v uvedenych riedeniach.
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Sledovanie vplyvu etanolovych hubovych extraktov na rast mladych a starych buniek

Vplyv etanolovych hubovych extraktov na rast mladych a starych buniek sme sledovali
pomocou MTT testu. Modelom pre mladé bunky boli bunky v 9. pasazi a modelom pre staré
bunky boli bunky v 22. pasazi, ktoré vykazuju znamky senescencie ako je zvySena aktivita
SA B-galaktozidazy asociovanej so senescenciou, zvySend hladina proteinu p21 a pl6
azviacSeny tvar buniek. V experimente sme bunky inkubovali so 400-krat riedenym
etanolovym extraktom G. lucidum v kultivatnom médiu alebo 200-krat riedenym extraktom
H. erinaceum v kultivatnom médiu po dobu 24, 48, 72 alebo 96 hodin.

V pripade mladych buniek inkubovanych s etanolovym extraktom G. lucidum alebo H.
erinaceum sme po 24 hodinach zaznamenali mierny narast viability oproti neovplyvnene;j
kontrole (Obr. 3). Vysledky ziskané po 48 a 72 hodinovej inkubacii mladych buniek
s etanolovym extraktom G. lucidum neboli signifikantné. Rovnako ani vysledky ziskané po 48
a 72 hodinovej inkubacii mladych buniek s etanolovym extraktom H. erinaceum neboli
signifikantné. Po 96 hodinovej inkubacii buniek s etanolovym extraktom G. lucidum sme
pozorovali vyrazny narast viability az o 48% oproti neovplyvnenej kontrole. Vysledky
ziskané po 96 hodinovej inkubacii mladych buniek s etanolovym extraktom H. erinaceum
neboli Statisticky vyznamné.

V pripade starych buniek sme signifikantné vysledky po 24 hodinovej inkubécii s etanolovym
extraktom G. lucidum alebo H. erinaceum ziskali len pri inkubacii starych buniek
s etanolovym extraktom H. erinaceum, kde sme pozorovali mierny narast viability oproti
neovplyvnenej kontrole. Vysledky ziskané po 48 hodinovej inkubacii starych buniek
s etanolovym extraktom H. erinaceum neboli Statisticky vyznamné, zatial¢o po 72 a 96
hodinovej inkubacii starych buniek s etanolovym extraktom H. erinaceum dochadzalo
Kk poklesu viability starych buniek o 17% a22% oproti neovplyvnenej kontrole. Vysledky
ziskané po 48, 72 aaj 96 hodinovej inkubacii starych buniek s etanolovym extraktom G.
lucidum neboli signifikantné.
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Obr. 3 Vplyv 2,5% extraktu H .erinaceum v 40% etanole a 2,5% extraktu G. lucidum v 40% etanole
na rast mladych buniek (pasaz 9).

Bunky boli inkubované 1, 2, 3 alebo 4 dni s etanolovym extraktom G. lucidum riedenym 400-krat
Vv kultivatnom médiu alebo s etanolovym extraktom H.erinaceum riedenym 200-krat v kultivaénm
médiu. Vysledky st priemer 2 experimentov £ SD, * p <0,05; ** p <0,01; *** p<0,001. K — kontrola
bez pridania etanolu alebo etanolového extraktu G.lucidum alebo H.erinaceum, KE 200x — kontrola
ovplyvnena 40% etanolom riedenym 200-krat v kultivatnom médiu, HE 200x — bunky ovplyvnené
extraktom H.erinaceum.riedenom 200- krat v kultivatnom médiu, KE 400x - kontrola ovplyvnena
40% etanolom riedenym 400- krat v kultivacnom médiu, GL 400x — bunky ovplyvnené extraktom
G.lucidum.riedenom 400- krat v kultivatnom médiu

164



) [ |

140
. -
w7 = aiq
H ‘ ‘ | I I |
100 - 4 ! - | | | |
|
=0 | +
60 1
KE 200x
10
| L 200
20 KE 400x
- 00
0
24l 18h 72h
Doba inkubicle

Obr. 4 Vplyv 2,5% extraktu H.erinaceum v 40% etanole a 2,5% extraktu G.lucidum v 40% etanole
na rast starych buniek (pasaz 22).

Bunky boli inkubované 1, 2, 3 alebo 4 dni s etanolovym extraktom G. lucidum riedenym 400-krat
Vv kultivaénom médiu alebo s etanolovym extraktom H. erinaceum riedenym 200- krat v kultivaénm
médiu. Vysledky su priemer 2 experimentov = SD, * p <0,05; ** p <0,01; *** p<0,001. K — kontrola
bez pridania etanolu alebo etanolového extraktu G. lucidum alebo H. erinaceum, KE 200x — kontrola
ovplyvnena 40% etanolom riedenym 200-krat v kultivatnom médiu, HE 200x — bunky ovplyvnené
extraktom H. erinaceum.riedenom 200-krat v kultivatnom médiu, KE 400x - kontrola ovplyvnena
40% etanolom riedenym 400-krat v kultivacnom médiu, GL 400x — bunky ovplyvnené extraktom G.
lucidum riedenom 400-krat v kultivacnom médiu
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Zaver

Bunkové starnutie tzv. senescencia hra vyznamnu ulohu pri starnuti organizmu (1). Délezité
je preto hl'adanie efektivneho spdsobu na odstranenie senescentnych buniek z organizmu
a/alebo spomalenie ich tvorby. V nasej praci sme sa zamerali na sledovanie vplyvu
etanolovych extraktov z G. lucidum a H. erinaceum na rast mladych buniek a buniek starych,
ktoré vykazuji zndmky senescencie ako je zvySend aktivita SA B-galaktoziddzy asociovane]
so senescenciou, zvySena hladina proteinu p21 a p16 a zviacSeny tvar buniek. G. lucidum a aj
H. erinaceum st zaradené medzi medicinsky vyznamné huby. Obe st uz dlho pouzivané ako
prostriedok na udrzanie zdravia a dosiahnutie dlhovekosti v Cine a inych azijskych krajinach
(13).

Z naSich experimentov vyplyva, Ze nami pouzity etanolovy extrakt z G. lucidum by nemal
negativne ovplyvitovat’ rast mladych buniek v zavislosti od dizky pdsobenia. V pripade
etanolového extraktu z H. erinaceum vieme povedat’ len, ze po 24 hodinovej inkubacii
mladych buniek s tymto extraktom dochadza k miernemu zvySeniu rastu buniek. V pripade
starych buniek sme ziskali signifikantné vysledky len v pripade ovplyvnenia buniek
etanolovym extraktom z H. erinaceum. Doélezitym zistenim je, Ze inkubacia starych buniek
extraktom z H. erinaceum vedie po 72 hodinach k vyraznému poklesu rastu buniek, ktory sa
este prehibi po 96 hodinovej inkubécii starych buniek s extraktom. Pozorovany pokles rastu
modze byt spdsobeny tym, Ze starSie bunky v dosledku svojej opotrebovanosti su citlivejSie
voCi posobeniu latok obsiahnutych v etanolovom extrakte z H.erinaceum, ¢o spdsobuje
poskodenie buniek a ich smrt’. Na druhej strane je mozné, ze latky obsiahnuté v etanolovom
extrakte z H.erinaceum selektivne zabijaju bunky, ktoré st uz v senescentnom stave a tym
spdsobuju zdanlivy pokles rastu buniek. Na zistenie skutocnej pri¢iny poklesu rastu starych
buniek vplyvom inkubacie s etanolovym extraktom z H.erinaceum je vSak potrebné
uskutocnit’ d’al§ie experimenty. Podl'a dostupnych informacii podobny experiment, ktory by
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sledoval vplyv pdsobenia etanolovych extraktov zhub na rast starych buniek nebol
uskuto¢neny. Znamy je len experiment, v ktorom bol pozorovany vplyv jednotlivych
vyizolovanych zloziek — hericenonov na aktivitu SA-B- galaktozidazy v l'udskych
umbilikalnych endotelovych bunkéch, v ktorych bola indukovand senescencia pdosobenim
adriamycinu. Hericenony boli pridané k bunkam pred ovplyvnenim buniek adriamycinom
a niektoré z nich boli schopné znizit’ hladinu SA-B- galaktozidazy v bunkéch (19).

Pod’akovanie
Praca je podporena z grantu EU, z programu CBC, Interreg V-A-NutriAging V-0014.

Literatura

1. Campisi J, d’Adda di Fagagna F. Cellular senescence: when bad things happen to good
cells. Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 2007; 8 (9): 729-740.

2. Harley CB, Futcher AB, Greider CW. Telomeres shorten during ageing of human
fibroblasts, Nature. 1990; 345: 458-460.

3. Tominaga K. The emerging role of senescent cells in tissue homeostasis and
pathophysiology. Pathobiol. Aging Age—Relat. Dis. 2015; DOI: 10.3402/pba.v5.27743.

4. DilLeonardo A, Linke SP, Clarkin K, Wahl GM. DNA damage triggers a prolonged
p53- dependent G1 arrest and long-term induction of Cipl in normal human fibroblasts.
Genes Dev. 1994; 8: 2540-2551.

5. Chen QM, Bartholomew JC, Campisi J, Acosta M, Reagan JD, Ames BN. Molecular
analysis of H202- induced senescent-like growth arrest in normal human fibroblasts: p53 and
Rb control G1 arrest but not cell replication. Biochem. J. 1998; 332: 43-50.

6. Ziegler DV, Wiley CD, Velarde MC. Mitochondrial effectors of cellular senescence:
beyond the free radical theory of aging. Aging Cell. 2015; 14: 1-7.

7. Serrano M, Lin AW, McCurrach ME, Beach D, Lowe SW. Oncogenic ras provokes
premature cell senescence associated with accumulation of p 53 and p16/ INK4a. Cell. 1997;
88: 593-602.

8. Hein N, Sanij E, et al. The Nucleolus and Ribosomal Genes in Aging and Senescence
172-208. In T. Nagata (Eds.) Senescence, InTech, 2012.

9. Munro J, Barr NI, Ireland H, Morrison V, Parkinson EK. Histone deacetylase
inhibitors induce a senescence-line state in human cells by a p16- dependent mechanism that
is independent of a mitotic clock. Exp. Cell Res. 2004; 295: 525-538.

10. Naylor RM, Baker DJ, van Deursen JM. Senescent cells: a novel therapeutic target for
aging and age-related diseases. Clin. Pharmacol. Ther. 2013; 93: 105-116.

11. Baker DJ, Wijshake T, Tchkonia T, LeBrasseur NK, Childs BG, van de Sluis B,
Kirkland JL, van Deursen JM. Clearance of pl6ink4a-positive senescent cells delays
ageing-associated disorders. Nature. 2011; 479: 232-236.

12. Baker DJ, Childs BG, Durik M, Wijers ME, Sieben Cj, Zhong J, Saltness RA,
Jeganathan KB, Verzosa GC, Pezeshki A, Khazaie K, Miller JD, van Deursen JM.
Naturally occurring pl16(Ink4a)-positive cells shorten healthy lifespan. Nature. 2016; 530:
184-1809.

13. Shiao MS, Lee KR et al. Natural products and biological activities of the Chinese
medical fungus, Ganoderma lucidum. 342-354. In: Ho CT, Osawa T, Huang MT, Rosen RT
(Eds). Food phytochemicals for cancer prevention II: Teas, spices and herbs. Washington DC;
American chemical society, 1994.

14. Antonin V, Jablonsky I, Sasek V, Vanéuiikova Z (Eds). Huby ako liek. Praha; Ottovo
nakladatelstvi, s.r.o., 2013

166



15. Yue QX, Song XY, Ma C, Feng LX, Guan SH, Wu WY, Yang M, Jiang BH, Liu X,
Cui YJ, Guo DA. Effects of triterpenes from Ganoderma lucidum on protein expression
profile of HeLa cells. Phytomedicine. 2010; 17: 606-613.

16. Kawagishi H, Ando M, Sakamoto H, Yashida S. Hericenone C, D and E stimulators of
nerve growth factor (NGF)-synthesis, from the mushroom Hericium eirnaceum. Tetrahedon
Lett. 1991; 32: 4561-4564.

17. Kawagishi H, Ando M, Mizuno T. Hericenone A and B as cytotoxic principles from the
mushroom Hericium erinaceum. Tetrahedron Lett 1990; 31: 373-376.

18. Mizuno T, Wasa T, Ito H, Suzuki C, Ukai N. Antitumor-active polysaccharides
isolated from the fruiting body of Hericium erinaceum, an edible and medicinal mushroom
called yamabushitake or houtou. Biosci Biotechnol Biochem 1992; 6: 347-348.

19. Noh HJ, Yang HH, Kim GS, Lee SE, Lee DY, Choi JH, Kim SY, Lee ES, Ji SH,
Kang KS, Park HJ, Kim JR, Kim KH. Chemical constituents of Hericium erinaceum
associated with the inhibitory activity against cellular senescence in human umbilical vascular
endothelial cells. J Enzyme Inhib Med Chem. 2015; 30 (6): 934-940.

167



INHIBICIA PROTEAZOMU V BUNKACH A549

(Inhibition of the proteasome in the cells A549)
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Suhrn

V nasej stadii sme sledovali schopnost N-salicylidénglutamato mednatych komplexov
inhibovat’ proteazom v nadorovej bunkovej linii A549, HeLa a U-118MG. Na experiment
sme pouzili ICsy (umol/L) koncentracie med’natych komplexov po 24h pdsobeni a pri
transfekcii buniek plazmidovy konstrukt DNA pCMV HA Ubikvitin. Metédou western blot
sme pozorovali hromadenie ubikvitinu v bunkach A549.

Krucové slova
proteazom, inhibicia, med’naté komplexy

Summary

In our study, we have observed the ability of N-salicylidene glutamate copper complexes to
inhibit a proteasome in the cancer cell lines A549, HelLa and U-118MG. For the experiment
we used ICsp (umol / L) concentration of copper complexes with 24h incubation and for
transfection of cells we used DNA construct pCMV HA Ubikvitin. We observed
accumulation of the ubiquitin in the A549 cells by Western blot analysis.

Keywords
proteasome, inhibition, copper complexes

Uvod

V roku 2004 ziskali Nobelovu cenu za chémiu Hershko, Ciechanover a Roseom za objavenie
a popisanie proteazomu (1). Proteazom reguluje niekolko ddlezitych bunkovych procesov,
ako proliferaciu, apoptozu, angiogenézu a metastdzovanie (2). Preto sa proteazom stal
dolezitym terapeutickym cielom pri vyvoji novych protinddorovych lieCiv. Inhibitory
proteazomu indukuju zastavenie bunkového cyklu, inhibujii angiogenézu, adhéziu a migraciu
buniek, imunitnu a zapalovi odpoved’ a reparaénu odpoved’ DNA a tym zastavuji rakovinové
I'udské nadorové bunkové linie s cielom inhibovat’ proteazém. Tato praca je nadvidznou
Stidiou, ktorti sme robili na l'udskych nadorovych bunkach hrubého ¢reva HT-29 a HEK-
293T (4).
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Ciel’ prace

V naSej praci sme Studovali inhibiciu proteazému transfekovanych buniek A549, Hela a U-
118MG mednatymi komplexami. Na transfekciu sme pouzili konstrukt plazmidovej DNA s
ubikvitinom (pCMVHAUDbikvitin) a nasledne ovplyvnili med’natymi komplexami.

Material a metody

Typ poutitej plazmidovej DNA

pCMVHAUDbikvitin: pPCMV - typ plazmidu; HA - oznacenie antigénu. KonStrukty pripravil
Ing. Martin Svéda v laboratériu Biochémie a mikrobiolégie, VSCHT Praha.

Bunkové linie

Ludské nadorové bunky plic A549, 'udské nadorové bunky krc¢ka maternice HelLa a I'udské
nadorové bunky mozgu U-118MG (zdkladné inokulum 80 000 buniek/ml) boli kultivované
pri 37 °C, 5% CO, v médiu DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) obohatenom 10%
fetalnym sérom a 5% antibiotikami (penicilin/streptomycin) staticky v Petriho miske. Bunky
boli ziskané z American Type Culture Collection (ATCC), Rockville, MD, USA.

Studované litky

V praci sme testovali pat’ med’natych komplexov. Ide 0 N-salicylidénglutamato mednaté
komplexy s roznymi doplnkovymi ligandami (H,O — Cu-1, izochinolin — Cu-2, metylester
kyseliny glutamovej, H,O — komplex Cu-3, imidazol — Cu-4, 2-metylimidazol — komplex Cu-
5). Tieto Schiffove bazy odvodené od salicyladehydu a kyseliny glutimovej boli pripravené
podla Nakao a kol. (1967)(5), Kritsmar-Smogrovi¢ a kol. (1991)(6), Langer a kol. (2009)(7),
Langer a kol. (2004)(8), Langer a kol. (2012)(9).

Komplexy boli rozpustné vo vode a na testovanie sme pouzili koncentraény rozsah 0,001-100
pmol/L.

Transfekcia

Pri $tadiu inhibicie proteazomu sme pouZili transfekciu plazmidove; DNA do buniek A549,

HelLa a U-118MG. Pripravili sme si transfekéntt zmes (100 pl média optiMEM, 1 ul DNA a 3

ul transfekéného cinidla Fugene) a inkubovali 15 min pri laboratornej teplote. K vyrastenej

bunkovej kultare v 6 jamkovych platni¢kach o objeme 2 mL sme pridali transfekénti zmes a

po 4 hodinovej inkubécii s bunkami pri 37°C, 5% CO; sme médium odsali, pridali nové a

ovplyvnili bunky med’natymi komplexami v koncentracii ICso (p0 24 h ovplyvneni). Pre tento

experiment boli pouZité 4 typy kontrolnych buniek:

- bunky ovplyvnené¢ komer¢ne dostupnym inhibitorom proteazému MG132 (0,2 mol/mL),

transfekované plazmidovou DNA

- bunky ovplyvnené komeréne dostupnym inhibitorom proteazomu MG132 (0,2 mol/mL),
netransfekované plazmidovou DNA

- bunky, ktoré neboli ovplyvnené inhibitorom, transfekované

- bunky, ktoré neboli ovplyvnené inhibitorom, netransfekované

Western blot

Kontrolné a latkou ovplyvnené bunky sme scentrifugovali pri 450xg, 10 min, 4 °C, dvakrat
premyli v PBS (pH 7,4) a lyzovali lyzaénym tlmivym roztokom s obsahom 1 mol//L Tris-HCI
(pH 7,2), 10% SDS, 1% Triton X-100, 100 mmol/L NaCl, 1 mmol/L EDTA priamo
v kultivacnej platni¢ke. Po lyze sme bunky rozsuspendovali na vortexe a centrifugovali pri

20 000xg, 30 min., 4 °C. Supernatant sme odobrali do novej skimavky na stanovenie
proteinov. Vzorky sme davkovali do pripraveného gélu po denaturacii (var pri
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100 °C vo vodnom kupeli 3 min.) s obsahom 60 — 100 pg proteinov v maximalnom objeme
20 pL. Elektroforéza prebiehala pri napdti 100V, 80 min. Po prebehnuti elektroforézy sme
proteiny oddelené elektroforézou preblotovali na nitrocelulozovi membranu a detekovali
protilatkou proti ubiquitinu a sekundarnou protilatkou znacenou peroxidazou. Na detekciu
sme vyuzili chemiluminiscen¢nu detekciu.

Vysledky a diskusia

Zvysena proteozomalna aktivita bola zistena v r6znych druhoch rakoviny ako napr. prostaty,
¢reva a leukémie, ¢o naznacuje, ze rakovinové bunky su citlivejSie na inhibiciu proteazému
nez bunky zdravé. Inhibicia nadorového proteazoému je spojena so ,,zamknutim* bunkového
cyklu a indukciou apoptozy (10) a tym sa podstatne zvySuje citlivost’ nadorovych buniek na
d’alsiu liecbu (11).

V ramci nasej prace sme sa zaoberali Stidiom inhibicie proteazomu V l'udskych naddorovych
bunkach pl'aic A546, krcka maternice HeLa a mozgu U-118MG. Ako pozitivnu kontrolu sme
pouzili komeréne dostupny inhibitor proteazému MG-132. Pomocou metdédy western blot sme
pozorovali hromadenie ubikvitinu v bunkach A549 (obr.1), ¢o je signidlom inhibicie
proteazoému. Najsilnesi signdl sme pozorovali pri pouziti med’natych komplexov Cu-1, Cu-2
a Cu-4.

K 1 2 Cu-1 Cu-2 Cu-3 Cu-4 Cu-5
- e i -!

Obr. 1 Detekcia inhibicie proteazomu metédou western blot po ovplyvneni 'udskych nadorovych
buniek plic A549 mednatymi komplexami pocas 24 h inkubacie.

K — bunky netrasfekované, neovplyvnené MG123 a neovplyvnené med’natymi komplexami;

1 - bunky netransfekované, ovplyvnené inhibitorom MG132 a neovplyvnené med’natymi komplexami;
2 — bunky transfekované, neovplyvnené inhibitorom MGI132 a neovplyvnené mednatymi
komplexami; 3 - bunky transfekované, ovplyvnené MG132 a neovplyvnené med’natymi komplexami;
Cu-1, Cu-2, Cu-3, Cu-4 a Cu-5 — bunky transfekované, ovplyvnené koncentraciou ICsy (umol/L).

Z literatary je zname, ze med’naté komplexy su schopné inhibovat’ aktivitu proteazému (12).
Napriklad med’naté komlexy s flavonoidovymi ligandami [Cu(H20), (HL1)(phen)](CIO,) a
[Cu(H20)(HL,)(phen)](ClO,4), (HL1 = naringenin; HL2 = hesperetin, phen- 1,10- fenantrolin)
vykazuju inhibiciu proteazému v nadorovej linii plac A549 pouzitim inhibi¢nych
koncentracii ICsp = 16,42 pmol/L pre prvy a 1Csg = 5,82 pmol/L pre druhy komplex (13), ¢o
je v porovnani s nami pouzitym N-salicylidénglutamato med’natym komplexom s pridavnym
ligandom imidazolom (Cu-4) 300-nasobne vyssia koncentracia (tab.1).

(IC50 pmol/L) pocas 24h inkubicie
A549 HeLa U-118MG
Cu-1 >100 >100 >100
Cu-2 >100 >100 >100
Cu-3 >100 >100 >100
Cu-4 0,055 75,5 >100
Cu-5 95 0,9 >100

Tab. 1 Hodnoty ICsy (umol/L) mednatych komplexov po 24h ovplyvneni I'udskych nadorovych
buniek pluc A549, l'udskych nadorovych buniek kréka maternice HeLa a I'udskych nadorovych buniek
mozgu U-118MG.
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Naopak, v l'udskych nadorovych bunkach HelLa a U-118MG sme nepozorovali hromadenie
ubikvitinu po ovplyvneni buniek med’natymi komplexami a preto nepredpokladame inhibiciu
proteazomu v tychto bunkdch nami zvolenymi komplexmi (vysledok z western blotu
neuvadzame). Hoci $tadie dokazuju na ubikvitine zavisla proteolyzu inhibovani komplexami
v zavislosti od koncentracie, bolo pozorované mierne obnovenie proteazomovej aktivity v
bunkach HeLa a preto st tieto bunky odolnejsie voci pouzitym mednatym komplexom (14).

Zaver

Na zaklade naSich zisteni moZeme teda konStatovat, ze N-salicylidénglutaméato mednaté
komplexy st schopné inhibovat’ aktivitu proteazému v I'udskych nadorovych bunkach pluc
A549 anie su schopné inhibovat proteozomdlnu aktivitu v 'udskych nadorovych bunkach
krcka maternice HeLa a 'udskych nddorovych bunkach mozgu U-118MG.
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Suhrn

Podl'a Svetovej zdravotnickej organizacie trpi niektorym z typov diabetes mellitus takmer pol
miliardy pacientov na celom svete a ich prevalencia sa stale zvySuje. Pacienti si postihnuti
najmé komplikdciami, ktoré ochorenie sprevadzaju. Zvysena tvorba volnych radikalov pri
dlhotrvajiicom diabetes mellitus spolupdsobi na vzniku tychto komplikécii, ktoré v kone¢nom
dosledku znizuja ako kvalitu, tak aj diZku Zivota pacienta. V stdasnosti sa skumaju rozne
alternativne moZnosti liecby a prevencie tohto ochorenia, medzi nimi aj vplyv prirodnych
polynenasytenych mastnych kyselin. V tejto praci sme sledovali vplyv oleja z vlaSskych
orechov na aktivitu superoxiddismutazy (SOD) monocytov U937 v hyperglykemickych
podmienkach. Testovany olej z vlasskych orechov signifikantne zvysil aktivitu SOD
monocytov po 48h inkubdacii s bunkami. Vzhl'adom na dlhsi inkubacny cas potrebny na
aktivaciu SOD sa domnievame sa, Ze olej z vlaSskych orechov indukoval zvySenie expresie
génov pre tento enzym.

Kruacové slova
olej z vlasskych orechov, superoxiddismutaza, hyperglykémia, monocyty U 937

Summary

According to the World Health Organization, diabetes mellitus affects almost half a billion
patients worldwide and its prevalence is increasing. Patients are affected the most by
complications that accompany the disease. Increased production of free radicals in long-term
diabetes mellitus causes these complications, which affect the quality of life of patients in a
negative way. At present, various ways of alternative treating and preventing this disease,
including the effects of natural polyunsaturated fatty acids are being explored. In this study
we have examined the effect of walnut oil on activity of superoxide dismutase (SOD) in
monocytes U937 in hyperglycemic conditions. Tested walnut oil significantly increased
activity of SOD in monocytes after 48h of its incubation with cells. Taking into account
longer time if its action, we hypothesize that walnut oil increased gene expression of the
enzyme under study.
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Uvod

Diabetes mellitus je stbor chronickych ochoreni, ktorych hlavnou charakteristikou je
porusend homeostaza glukézy. Hyperglykémiou indukovand tvorba volnych radikalov
nezahfiia len samotnu oxidaciu glukoézy, ale aj glykaciu proteinov a peroxidaciu lipidov, ¢o
vedie k poskodeniu makromolekul a naruSeniu zékladnych bunkovych mechanizmov (1).
Proti negativnemu tuc¢inku volnych radikdlov md organizmus vybudované ochranné
antioxida¢né mechanizmy. Superoxiddismutaza (SOD) zohrava doleziti obrannt ulohu pred
posobenim volnych radikdlov na bunkovej ako aj tkanivovej urovni. Katalyticky u¢inok SOD
ulahcuje dismutaciu superoxidovych radikalov na kyslik a peroxid vodika, ktory je pomocou
d’alsich antioxida¢nych enzymov prevedeny na kyslik a vodu (2).

Jednym zo spdsobov, ako chranit’ organizmus diabetickych pacientov pred vplyvom volnych
radikdlov je zvysit hladinu antioxidantov, ako aj latok, ktoré zvySuji aktivaciu
antioxidaénych systémov v organizme. V sti¢asnosti sa vel'’kd pozornost’ venuje nutrientom na
baze prirodnych latok, ktoré by mohli znizit' vyskyt diabetickych komplikacii vznikajticich
Vv dosledku nadmernej tvorby volnych radikdlov. Jednym z nutrientov, ktory by takto mohol
zlepsit’ zivot diabetickych pacientov je olej z vlasskych orechov (WO). Je bohatym zdrojom
omega-6 a omega-3 polynenasytenych mastnych kyselin a zlacenin s vysokym obsahom
biologicky aktivnych latok ako su vitaminy, steroly a polyfenoly (3). Taktiez je bohatym
zdrojom antioxidantov ako st kyseliny: elagovd, galova, kavova, vanilova a jablénd a
mikronutrientov ako je kyselina listova, med’, hor¢ik, jod (4).

Nasou ulohou bolo sledovat’ vplyv oleja z vlaSskych orechov na aktivitu superoxiddismutazy
monocytov inkubovanych v hyperglykemickych podmienkach.

Material a metody

Kultivacia buniek

LCudsku bunkovu liniu monocytov U937 (ATCC, Manassas, VA, USA) sme kultivovali
v kompletnom normo- resp. hyperglykemickom kultivacnom médiu RPMI 1640
doplnenom inaktivovanym hovddzim sérom (10% v/v), antibiotikami penicilinom
a streptomycinom (1% v/v) v humidifikovanom inkubétore, pri 37°C a 5% CO; atmosfére.
Viabilita buniek bola sledovanid pomocou 0,4% (w/v) roztoku trypanovej modrej pouZzitim
Biirkerovej komorky. Na sledovanie vplyvu testovanych latok v hyperglykemickych
podmienkach sme pouzili kompletné médium doplnené o glukézu na vyslednu koncentraciu
35 mmol/l.

Testovany prirodny olej

Testovany olej z vlasskych orechov (WO) poskytol prof. K.-H. Wagner (Faculty of Life
Sciences, University of Vienna, Rakusko). Olej z vlaSskych orechov bol riedeny pomocou
dimetylsulfoxidu (DMSO) na pozadované koncentracie (19,92 - 318,50 pg/ml). Vysledna
koncentracia DMSO v médiu nepresiahla 0,5% (v/v).

Priprava bunkovych homogenatov

Z vyrastenej bunkovej linie sme pripravili bunkovu suspenziu, ku ktorej sme pridali testovanu
latku a kultivovali 24, 48 a 72h. Po uplynuti pozadovaného kultivacného Casu, sme bunky
premyli chladenym PBS a sonifikovali (3x5s on/ 5s off, 4°C). V bunkovych homogenatoch
sme stanovili koncentraciu proteinov pomocou komercného Kitu a uskladnili pri teplote -78°C.
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Stanovenie aktivity superoxiddismutazy (SOD)
Aktivitu SOD sme stanovili pouZzitim komer¢éného kitu (Superoxide dismutase determination
kit, Sigma, Nemecko). Vysledky sme vyjadrili v U/mg proteinov.

Statistika

Vysledky su uvedené ako priemer + smerodajnd odchylka (SD) troch nezévislych
experimentov. Statistické testy boli vykonané pomocou $tatistického programu IBM SPSS
Statistic 22. Udaje boli analyzované pomocou dvojsmernej analyzy rozptylu (two-way
ANOVA) s pouzitim Tuckey post hoc testu. Hladina vyznamnosti bola definovana ako P <
0,05.

Vysledky

Pomocou komeréného kitu sme stanovili aktivitu SOD monocytov U937 ovplyvnenych
vysokou koncentraciou glukézy, DMSO a réznymi koncentraciami WO po 24 h, 48 h,a 72 h
inkubécii (Obr. 1). Zistili sme, ze vysokd koncentracia glukozy (hyperglykemické
podmienky) v porovnani s kontrolou (normoglykemické podmienky) nemala ziadny vplyv na
aktivitu SOD monocytov. Po 24 h inkubdacii buniek s WO sme nezaznamenali signifikantné
zmeny aktivity SOD buniek. Po 48 h inkubécii sme zistili, ze vSetky pouzité koncentracie WO
(19,92 — 318,50 pg/ml) signifikantne zvysili aktivitu SOD. Podobny trend sme zaznamenali
po 72 h inkubacie, pri¢om sa aktivita SOD mierne znizila v porovnani s aktivitou SOD po 42
h inkubacii pri vSetkych pouzitych koncentracidch. Toto zniZenie v§ak nebolo signifikantné.
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Obr. 1 Vplyv hyperglykémie a oleja z vla§skych orechov (WO) na aktivitu SOD monocytov U937.
K-NG - kontrolné bunky v normoglykemickych podmienkach, K-HG — kontrolné bunky v
hyperglykemickych podmienkach, K-DMSO — kontrolné bunky v hyperglykemickych podmienkach s
DMSO, WO — bunky v hyperglykemickych podmienkach s WO (19,92 — 318,50 pg/ml). °P < 0,05; "°P
<0,01; - WO v porovnani s K-DMSO.
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Diskusia

Vplyvom hyperglykémie sa na jednej strane zvySuje mnozstvo volnych radikélov, na druhej
strane sa jej vplyvom zhorSuje endogénny antioxida¢ny ochranny systém, ktory zahtia
enzymové ako aj neenzymové mechanizmy (5).V mnohych klinickych a experimentalnych
Studiach bolo dokézané, zZe hyperglykémia sposobuje zmeny mnohych bunkovych
parametrov. Abnormalne vysoké hladiny volnych radikdlov a sucasne pokles antioxidacnych
obrannych systémov moze sposobit’ zvysenie oxidacného poskodenia makromolekul a tym aj
poskodenie enzymov a bunkovych organel (6).

Nasa praca poukazala na schopnost’ oleja z vlaSskych orechov zvysit’ aktivitu SOD l'udskych
monocytov, pricom vysledky potvrdzuju a rozsiruju vysledky predoslych stadii. Fukuda a kol.
(2003) zistili, ze 14 polyfenolov nachéadzajucich sa vo vlasskych orechoch mé& podobnu
aktivitu ako superoxiddismutaza (7). My sme zistili signifikantné zvysenie aktivity SOD az po
48 h inkubacii WO s bunkami. Predpokladame, ze ak by zvySenie aktivity SOD bolo
sposobené danymi polyfenolmi, zaznamenali by sme zvysenie aktivity uz po 24 h inkubacie.
Preto sa domnievame, ze olej z vlasskych orechov indukoval zvySenie expresie génov pre
tento enzym. Vivancos a Moreno (2005) zistili, ze prevladajucim fytosterolom vo vlasskych
orechoch je B-sitosterol, ktory indukuje expresiu génov pre antioxidacné enzymy, ako
napriklad gén kodujuci superoxiddismutazu (8). Rovnaky efekt by mohol byt pozorovany aj v
naSom experimente. Na zdklade naSich vysledkov sa domnievame, Ze okrem vlastnosti
klasickych antioxidantov priamo vychytavat’ a eliminovat’ voI'né radikaly, ma olej z vlasskych
orechov schopnost’ zvySovat’ endogénnu antioxidac¢nu obranu.
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Suhrn

Dojcenie predstavuje idealnu vyZzivu v prvych mesiacoch Zivota. Ovplyviiuje vyvoj ¢revného
mikrobiému a podporuje dozrievanie ¢revnej bariéry. Materské mlieko obsahuje unikatnu
substanciu imunoaktivnych latok, ktoré¢ vytvaraji idedlny imunomodula¢ny prostriedok.
Stcasné teorie podporuju vztah medzi dizkou dojéenia, objavenim sa alergie a typom porodu.
Cielom nasej tudie bolo zhodnotit’ vyskyt alergii vzhl'adom na dizku dojéenia a na spdsob
porodu. Pretoze deti v nasSej skupine boli narodené vacsinou spontanne, vplyv typu pérodu na
vyskyt alergii sa nAm nepodarilo potvrdit, aviak potvrdili sme vplyv dizky dojéenia.

KPucové slova
sectio caesarea, dojCenie, atopicka dermatitida, rhinitis allergica, asthma bronchiale

Summary

Exclusive breast-feeding during the first months after birth is associated with lower asthma
rates during childhood. Recent researches support relation between the duration of breast-
feeding and occurence the allergy relative to the mode of delivery.

The conclusions our report do not confirm the relation between the mode of delivery and
the appearance of allergy, however they confirm the influence of duration of breast-feeding.

Keywords
caesarean section, duration of breastf-feeding, atopy, rhinitis, asthma

Uvod

Alergie sa v sucasnosti zarad’'ujii medzi civilizatné ochorenia a u deti patria medzi chronické
ochorenia. Komplex enviromentanych faktorov pdsobi najvyraznejSie pocas prenatdlneho
vyvinu a V skorom perinatdlnom obdobi. Exkluzivne dojcenie v priebehu prvych mesiacov po
narodeni suvisi snizkym vyskytom astmy pocas detstva. Tento efekt je spdsobeny
imunomodulacnou aktivitou materského mlieka, s absenciou alergénov..Dojcenie je vel'kou
vyhodou, Specialne v rodinach, s dedi¢nou atopiou (1).
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Subor a metody

Pocas rokov 2007a 2008 sme na novorodeneckom oddeleni UNM v Martine zacali pravidelné
sledovanie 216 novorodencov. 84% deti bolo narodenych spontanne a 16% sa narodilo
sekciou. Deti sme vySetrovali pravidelne az do veku 12 mesiacov a hodnotili sme telesny
vyvin vzhl'adom na diZku dojéenia.

Po desiatich rokoch sme sa rozhodli skontrolovat’ telesny vyvin a zdravotny stav sledovanej
skupiny. Pouzili sme udaje ziskané pri pravidelnej kontrole 74 desatrocnych deti — 39
chlapcov a 35 dievc¢at.

Vysledky

Zdravotny stav deti sme hodnotili vzh'adom na pohlavie, typ porodu a na dizku dojéenia.
Spontanne bolo narodenych 84% deti, 16% deti sa narodilo sekciou (SC). Vsetky sledované
deti absolvovali zakladntl vakcinaciu.

Zistili sme, Ze 59%, z toho 33% chlapcov a 43% dievc¢at z nasho suboru trpi na rozne druhy
alergii. NajcCastejSie sa vyskytovala alergicka rinitida (10 diev¢at a 9 chlapcov), a atopicka
dermatitida (7 diev¢at a 2 chlapci) 2x astma, 1x intolerancia laktozy a 1x deficit bunkovej
imunity. 3 dievC€atd maju sucCasne atopicku dermatitidu a alergicku rhinitidu, 1 dievéa ma
stuCasne atopicku dermatitidu a asthmu. VSetky Styri diev€atd neboli vobec dojcené. Ul
chlapca sa vyskytla sucasne atopicka dermatitida a alergicka rhinitida. 3 deti z alergikov boli
narodené SC.

dojCenie: dievéata: OM 6(40%), 3M 2(16%), 6M1(6%),12M 6(40%); chlapci: 1M 2(13%),
6M 4(13%), 12M 8(47%)

o Typ porodu Dizka dojéenia
Diagnoza -
spontann SC oM 3M 6M oM 12M
Atop. Dermatitida 7 0] 5 0 0 0 2
Rhinitis alergica 8 2 4 1 1 0 4
Asthma bronchiale 3 1 2 0 0 0 1

Tab. 1 Vyskyt alergie vzhl'adom na typ porodu a dizku dojéenia u dievéat
V tabulke 1 vidime, ze vacSina deti sa narodila spontdnne a taktiez vdcSina dievCat nebola vobec
dojcena.

. , Typ p6rodu DiZka dojéenia
Diagnoza -
spontann SC oM 3M 6M oM 12M
Atop. Dermatitida 2 0 0 0 1 0 1
Rhinitis alergica 9 0] 3 1 1 1 3
Asthma bronchiale 2 0 1 0 0 0 1

Tab. 2 Vyskyt alergie vzhladom na typ porodu a dizku dojéenia u chlapcov Chlapci v tabulke 2 boli
vSetci narodeni spontanne, oproti dievCatdm nevidno vyrazny rozdiel medzi dlzkou dojcenia pri
jednotlivych diagnézach.

. ) Di?ka doj¢enia OM| Dizka dojéenia 12M
Diagndza —_— - —_— -
dievcatd |chlapci dievcata | chlapci
Atop. Dermatitida 71% 0% 23% 50%
Rhinitis alergica 40% 33% 40% 33%
Asthma bronchiale 67% 33% 23% 50%

Tab. 3 Porovnanie chlapcov a diev¢at s rovnakou diagnézou vzhl'adom na dlzku dojéenia.
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V tabulke 3 sme porovnali nedoj¢ené dievCata s nedojéenymi chlapcami a rovnako 12
mesiacov doj¢ené dievcCata s chlapcami vzhl'adom na jednotlivé diagnozy. Zistili sme, ze az
71% nedojcenych dievcat trpi atopickou dermatitidou, ale ziadny chlapec. Oproti tomu touto
diagndézou trpi az 50% chlapcov dojéenych dvandst mesiacov. Alergickou rinitidou trpi
rovnaké mnozstvo dievéat nedojéenych ako aj dojcenych 12 mesiacov a rovnako je to i u
chlapcov. Astma sa prejavila vyrazne u nedojcenych dievCat a u 12 mesiacov dojenych
chlapcov.

U dievéat sa vyrazne prejavil vplyv dizky dojéenia, pretoze nedojéené dievéata vyrazne vyssie
trpia alergickymi ochoreniami ako nedojceni chlapci.
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Graf 1 Porovnanie chlapcov a dievéat s rovnakou diagnézou vzhladom na diZku dojéenia.
Rad 1= dievcata nedojcené

Rad 2= chlapci nedojceni

Rad 3= diev¢ata dojcené 12 mesiacov

Rad 4= chlapci dojceni 12 mesiacov

U dvoch chlapcov sa prejavil autizmus, v jednom pripade vel'mi tazkd neznama forma. Diet’a
bolo narodené sekciou, pochadzalo z dvojéiat anebolo vobec dojéené. Dalsi autista bol
doj¢eny 3 mesiace.

U jedného dietat’a boli zistené poruchy pozornosti, u d’alSiecho emoc¢né poruchy. Obezita bola
najdend u dvoch deti, jedno dieta nebolo vobec dojcené, druhé bolo doj¢ené 12 mesiacov. U
d’alsieho diet’a sa po tretom roku rast spomalil a badat’ u neho vyrazna hypotrofiu. V jednom
pripade diet’a trpi syndromom lepivych dosti¢iek.

Diskusia

Ludské mlieko obsahuje imunologické faktory, ktoré brania rozvoju alergickych ochoreni,
ako je celiakia, a dokonca aj diabetes 1. typu. Mikrobidlna flora dojcenych deti obsahuje
vacsi pocet bifidobaktérii a oproti tomu mikrobidlna fléra deti kimenych ndhradnou vyzivou
obsahuje vécsie mnoZsto enterokokov. Predpokladd sa, Ze tento rozdiel je spdsobeny
imunologickymi podnetmi rdznych Zivin v materskom mlieku, ako st r6zne molekuly s
antimikrobialnou aktivitou, a pritomnostou prebiotik. Stadia potvrdila tieZ jasny stvis medzi
vyvojom alergie na bielkovinu kravského mlicka (CMPA) a dizkou dojéenia. Statisticky
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vyznamny rozdiel bol zisteny medzi skupinou s CMPA, ktord mala priemerna dizku dojéenia
2,2 mesiaca a kontrolnou skupinou s priemernou dizkou dojéenia 5.9 mesiaca (2). Vyskyt
alergie na proteiny kravského mlieka v poslednom obdobi vzrastd a savisi s pouzitim
antibiotik pocas gravidity a perinatalneho obdobia, s nezrelostou plodu — pred¢asnym
porodom a s pred¢asnym ukoncenim dojcenia (3).

(4) v metanalyze zistili, Ze deti narodené sekciou maji zmenenu bakteridlnu crevna
mikrofléru a je u nich zvySené riziko vzniku astmy. (5) Studovali asocidciu medzi sectio
caesarea, sposobom vyzivy (dojc¢enie, ndhradna vyziva) a vznikom alergie na kravské mlieko.
Zistili, ze dizka dojéenia vplyva na vyvoj alergie.

American academy of Pediatrcs doporucuje exkluzivne dojcenie pocas prvych Siestich
mesiacov a nepretrzité dojéenie minimalne do konca prvého roka zZivota.

V prevencii potravinovej alergie sa neodporuca ziadna diéta tehotnych a dojciacich Zien,
naopak, takato diéta oberd matku o dblezité mikronutricné latky. Zaujimavy je fakt, Ze
dojCenie naprick mnohym jednoznacnym zdravotnym benefitom pre matku a dieta
pravdepodobne nie je v exkluzivnej podobe ochrannym faktorom vo vyvoji potravinovej
alergie. Pre deti, ktoré nemdzu byt dojcené, hydrolyzované formuly sa ukazuji ako
protektivne v prevencii alergickych ochoreni, vac¢Sinou aj tu je vSak limitacia skor na vyvoj
atopickej dermatitidy (6).

Zaver

Pred desiatimi rokmi sme sledovali rast a vyvin suboru zdravych deti do jedného roka.

Po desiatch rokoch sme sa vratili ku 74 detfom z tohto suboru a zistil sme, ze az 71%
nedojcenych dievcat trpi atopickou dermatitidou, oproti tomu touto diagnoézou trpi az 50%
chlapcov dojcenych dvanast’ mesiacov. Alergickou rinitidou trpi rovnaké mnozstvo dievcat
nedojc¢enych ako aj doj¢enych 12 mesiacov a rovnako je to i u chlapcov. Astma sa prejavila
vyrazne u nedoj¢enych dievcat a u 12 mesiacov dojenych chlapcov. Absenciu dojcenia a jej
negativny vplyv na vyvoj alergie sme pozorovali hlavne u diev¢at.

Dojcenie predstavuje idedlnu vyzivu v prvych mesiacoch zivota. Ovplyviiuje vyvoj ¢revného
mikrobiomu a podporuje dozrievanie Crevnej bariéry. Materské mlieko obsahuje unikatnu
substanciu imunoaktivnych latok, ktoré vytvaraju ideadlny imunomodula¢ny prostriedok.
Obsah oligosacharidov aich prebioticky efekt na ¢revnu floru, redukuje TH2 bunkova
odpoved. Imunosupresivna aktivita podporuje vyvoj ordlnej tolerancie na potravinové
a enviromentalne alergény. Na sprdvny vyvoj oralnej tolerancie vyrazne vplyva sucasné
dojCenie v Case zavadzania prvych prikrmov. Prolongované vylu¢né doj€enie, bez zavedenia
inej stravy, dlhSie ako 7-9, mesiacov moéze byt spojené s narastom atopickej dermatitidy
ainych alergickych ochoreni. Napriek mnohym jednoznaénym zdravotnym benefitom pre
matku i dieta, dojcenie v exkluzivnej forme pravdepodobne nie je ochrannym faktorom vo
Vyvoji potravinovej alergie.

Literatura

1. Gdalevich M, Mimouni D, Mimouni M. Breast-feedingand the risk of bronchial asthma
in childhood: asystematic review with meta-analysis of prospective studies. Journal of
Pediatrics 2001; 139 (2): 261

2. Palmer C, BIK EM, Di Giulio DB, et al. Development of the human infant intestinal
microbiota. Plos Biol.2007; 5: 177

3. Toro Monjarez EM, Ramirez Mayans JA, Cervntes Bustmante R et al. Perinatal
factors associated with the development of cows milk protein allergy. Revista de
gastroenterologica de México 2015; 80 (1): 27-31

179



4. Thavagnanam S, Fleming J, Bromley A, et al. A meta- analysis of the association
between Caesarean section and childhood asthma. Clinical and experimental allergy 2008; 38
(4): 629 — 633

5. Gil F, Amezqueta A, Martinez D, et al. Assotiation between Caesarean Delivery and
Isolated Doses of Formula Feeding in Cow Milk Allergy. Int.Arch.&allergy Immunol.2017;
173:147-152

6. Abaffyova Z, Rennerova Z, Jeseiak M. Prevencia alergickych ochoreni, Pediatria
(Bratislava) 2017; 12(51): 9-15

180



MOLEKULOVE ZAKLADY KOGNITIVNEJ
KREHKOSTI SENIOROV, VPLYV
INTERVENCIE (FYZICKA AKTIVITA
A/ALEBO SUPLEMENTACIA OMEGA-3
MASTNYMI KYSELINAMI)

(Molecular bases of cognitive frailty in seniors, effect of intervention
(physical activity and/or suplementation by omega- 3 fatty acids))

Jana Muchovd, Maria Janubovd, Ingrid Zitiianovd

Ustav lekarskej chémie, biochémie a klinickej biochémie, Lekdrska fakulta Univerzity
Komenského v Bratislave; jana.muchova@fmed.uniba.sk

Suhrn

Starnutie populacie je zavazny demograficky a socialno-ekonomicky problém v celej EU, ale
aj v inych rozvinutych krajinach. Priemerna diZka Zivota v Eurépe je priblizne 78 rokov
a stale rastie. Dosledkom tejto demografickej zmeny je exponencialny narast vyskytu chorob.
S tym shvisi aj snaha o zvy3enie priemernej zdravej dizky Zivota, o si kladu za ciel’ nielen
stratégiec EU, ale aj Narodny program aktivneho starnutia SR na roky 2014-2020
a Implementaéna stratégia MZ SR, nakolko obyvatelia SR dosahujii o¢akavani dizku
zdravého Zivota 52,4/52,1 rokov (M/Z) v porovnani s priemerom 62 rokov v EU. Hlavnymi
faktormi, ktoré sa podiel'aji na zniZeni kvality Zivota, zvySeniu vyskytu ndhlej smrti, ¢i
celkovej umrtnosti u starSich osob, st kognitivne poruchy a fyzicka krehkost’, resp.
sarkopénia ako predchodca fyzickej manifestacie syndromu krehkosti. Tieto dva procesy sa
ukézali byt v epidemiologickych Stididch pribuzné a na zéklade toho bol v roku 2013
navrhnuty pojem "kognitivna krehkost™ ako heterogénny klinicky prejav charakterizovany
su¢asnou pritomnostou fyzickej krehkosti a kognitivnej poruchy. Zaroven ju vsSak
charakterizuje potencial pre reverzibilitu. Kognitivna krehkost’ je oc¢akdvanym aspektom
starnutia, avSak medzi jednotlivcami existujii vyrazné rozdiely. Aj ked’ niektoré z tychto
rozdielov st podmienené fixnymi faktormi, mézu byt ovplyvnené modifikovatelnymi
faktormi, ako je fyzickd aktivita a vyziva. LepSie chapanie suvislosti medzi syndromom
krehkosti a kognitivhou poruchou méze pomoct’ pri vytvarani stratégii zameranych na ich
prevenciu a liecbu.

Krucové slova
starnutie, kognitivna krehkost’, intervencia, fyzicka aktivita, omega-3 mastné kyseliny

Summary

Aging is a serious demographic and socio-economic problem across the EU, but also in other
developed countries. The average life expectancy in Europe is approximately 78 years and is
still growing. As a result of this demographic change, there is an exponential increase in
disease incidence. This is also related to the effort to increase the average healthy life
expectancy, which is aimed not only at the EU strategy, but also in the National Program of
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Active Aging of the Slovak Republic for 2014-2020 and in the Implementation Strategy of the
Ministry of Health, as the Slovak population achieves the expected life expectancy 52.4 / 52.1
years (M / F) compared to an average of 62 years in the EU.

The main factors contributing to a decrease in quality of life in the elderly are cognitive
impairment and physical frailty or sarcopenia as a precursor to physical manifestation of
frailty syndrome. These two processes have been shown to be related in epidemiological
studies and, in 2013, the term "cognitive frailty"” has been proposed as a heterogeneous
clinical manifestation characterized by the simultaneous presence of physical frailty and
cognitive impairment. At the same time, however, it has the potential for reversibility.
Cognitive frailty is the expected aspect of aging, but there are significant differences between
individuals. Although some of these differences are conditioned by fixed factors, they can
also be affected by modifiable factors such as physical activity and nutrition. A better
understanding of the link between frailty syndrome and cognitive impairment can help to
develop strategies for their prevention and treatment.

Keywords
senescence, cognitive frailty, intervention, physical activity, omega-3 fatty acids

Starnutie populacie je zavazny demograficky a socio-ekonomicky problém v celej EU ale i v
inych rozvinutych krajinach. Priemerna dizka Zivota v Eurdpe je priblizne 78 rokov (74 rokov
U muzov a 81 rokov u zien) (1). Okrem toho sa predpoklada, ze pocet I'udi vo veku viac ako
85 rokov stupne na 19 miliénov do roku 2020 a na 40 miliénov do roku 2050 (2). Dosledkom
tejto demografickej zmeny je exponencialny narast vyskytu chorob.

Preto hl'adanie preventivnych stratégii na znizenie vyskytu chronickych ochoreni by mohlo
byt najvacSou zdravotnou vyzvou 21. storoCia. S tym suvisi aj zvysSenie priemernej zdravej
dizky zivota, ¢o si kladii za ciel' nielen stratégie EU, ale aj Narodny program aktivneho
starnutia SR na roky 2014-2020 aj Implementacna stratégia MZ SR, nakol’ko obyvatelia SR
dosahuji oéakavana dizku zdravého Zivota 52,4/52,1 rokov (M/Z) v porovnani s priemerom
62 rokov v EU.

Starnutie je na trovni celého organizmu charakterizované siborom roéznych degenerativnych
procesov, ktoré prirodzene prebiehaji v zivych organizmoch, pricom negativne
ovplyviju ich funkénost, ¢im zvySuju riziko rozvoja chronickych ochoreni az predcasnii
smrt’. Poas Zivota sa v organizme akumuluji poSkodenia na urovni molekulovych,
bunkovych a tkanivovych Struktir. Rozsah poskodeni spdsobenych starnutim a rychlost’, akou
sa v organizme tvoria, je podmienena genetickymi mechanizmami a taktieZ biochemickymi
procesmi.

Hlavnymi prispievatel'mi k strate kvality Zivota, zvySeniu vyskytu ndhlej smrti, ¢i celkovej
umrtnosti u star§ich 0sob st kognitivne poruchy a fyzicka krehkost’, resp. predchodca fyzickej
manifestacie syndromu krehkosti - sarkopénia.

Tieto dva procesy sa ukazali byt v epidemiologickych studiach pribuzné, avsak ich
patofyziologické mechanizmy sa zvycCajne skimali oddelene ako nezévislé procesy. AvSak
nedavne Studie a vysledky 3- a 12-ro¢nych kohortov spochybnili tradi¢ny pohl'ad a potvrdili
medzi nimi uzky vzajomny vztah (3). Na zdklade tychto vysledkov bol v roku 2013
navrhnuty pojem "kognitivna krehkost™ ako heterogénny klinicky prejav charakterizovany
sucasnou pritomnostou fyzickej krehkosti a kognitivnej poruchy (4). Kognitivna krehkost’
modze predstavovat predchodcu neurodegenerativnych procesov. Zaroven ju vSak
charakterizuje potencial pre reverzibilitu. Diagnostické kritéria pre tento klinicky prejav
navrhli Panza et al. (5).

Kognitivna krehkost’ je ocakavanym aspektom starnutia, avSak medzi jednotlivcami existuju
vyrazné rozdiely. Aj ked’ niektoré z tychto rozdielov su podmienené fixnymi faktormi
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(pohlavie, dedi¢nost’) mézu byt ovplyvnené aj Zivotnym Stylom, a teda modifikovatenymi
faktormi, ako je fyzicka aktivita a vyziva (6). Ziskanie lepSiecho pochopenia stvislosti medzi
syndromom krehkosti a kognitivnou poruchou moéze pomoct pri vytvarani stratégii
zameranych na prevenciu a liecbu).

Mierne kognitivne poruchy st beznym javom u starSich I'udi. Su charakterizované zhorsenim
pamiti, pozornosti a kognitivnej funkcie, ktora je nad ramec toho, ¢o sa oCakava na zaklade
vekovej a vzdelanostnej urovne.

V mnohych randomizovanych klinickych Studiach sa hodnotil G¢inok fyzickej aktivity na
prevenciu kognitivnych portch (7-10), ako aj na mentalnu vykonnost’, odolnost’ voci stresu a
v terapii depresie. Pravidelné cvienie ma potencial zlepsit' funkciu mozgu a predchadzat’
kognitivnemu upadku prostrednictvom niekol’kych ciest vratane regulacie réznych rastovych
a neurotropnych faktorov: (inzulin-like growth factor-1 (IGF-1)]; mozgovy rastovy faktor
(BDNF)] a / alebo modulacie systémového zapalu (11). Zaroven zlepSuje mentalne schopnosti
(12). Pohyb taktiez predstavuje ucinny prostriedok prevencie neurodegenerativnych ochoreni
mozgul.

Starnutie kostrového svalstva alebo sarkopénia sa prejavuje ubytkom svalovej hmoty (13). Ak
tento ubytok presiahne kriticku hranicu, dochddza k naruseniu funk¢énosti pohybového aparatu
- k poklesu fyzickej vykonnosti a sily, poklesu vytrvalosti a schopnosti udrziavat’ rovnovahu
(14), ¢o ma velky vplyv na kvalitu zivota starSich ludi. AvSak komplexnd etiologia a
zékladné biochemické a molekuldrne mechanizmy zostavaju stile nejasné (13). Nedavne
dokazy naznacujli, ze pocCas starnutia dochadza ku iniciacii a progresii svalovej atrofie
uc¢inkom roéznych vnutornych faktorov (zniZenie syntézy proteinov, zmeny v hormonalnej
regulacii, zmeny funkénosti CNS a nervovej stimuldcie, oxidacny stres, mitochondridlna
dysfunkcia a chronicky zapal) (13, 15), ako aj vonkajSich faktorov (malnutricia, sedavy
spdsob zivota, poranenia, ochorenia). Jednou z najddlezitejSich vyziev v oblasti verejného
zdravia je preto ndjst moznosti na zachovanie svalovej hmoty a s tym suvisiacich fyzickych
funkcii u starSich l'udi (16).

Fyzicka necinnost’ je jednoznacne spojena so stratami svalovej hmoty a sily, ¢o naznacuje,
ze pravidelné stimulovanie svalstva prostrednictvom cvicenia (najmé progresivny rezistentny
tréning) by malo mat’ ochranné tc¢inky (17).

Intervencia fyzickou aktivitou: Prospesny ucinok fyzickej aktivity na syndrom krehkosti sa
povazuje za slubnl intervenciu aj napriek malému poctu randomizovanych Stadii (18-
20). Okrem zlepSenia fyzickej vykonnosti, zvySenia svalovej sily a rozvoja svalovej hmoty
dochadza k aktivacii antioxidacnych aj protizapalovych mechanizmov (21). Niektoré prace
poukazuju na to, ze zdtazové cviCenie (22) alebo kombinované aerdbne a zat'azové cvicenie
(23) by mohlo byt’ najvhodnejSou stratégiou pri lieCbe sarkopénie.

Zaroven sa objavuju prvé prace, ktorych cielom bolo zistit’, ¢i fyzickd aktivita moze znizit’
kognitivnu krehkost’. Liu et al. (3) zistili, Ze 24-mesaény Struktirovany, stredne intenzivny
program fyzickej aktivity znizil kognitivnu krehkost’ v porovnani so zdravotnym vzdelavacim
programom u sedavych starSich osob. Ich zistenia naznacuju, Ze kognitivnu krehkost' je
mozné modifikovat’ a tdto modifikacia moze podporit’ zdravé starnutie.

VyzZivova intervencia: Zaroven existuje stale viac dokazov, ktoré spdjaji fyzicka krehkost’ a
kognitivny upadok s nevhodnou stravou (nedostatoénym prijmom bielkovin, vitaminu D,
antioxidantov a omega-3 polynenasytenych mastnych kyselin s dlhym retazcom). Taktiez
nizky prijem potravy a monoténna strava si bezné v starSom veku a spdsobuji nedostato¢ny
prijem Zivin. Intervencie na dosiahnutie zlepSenia stravovacich navykov seniorov moézu mat’
potencial predchadzat’ alebo oddialit’ oba procesy. Uginnost vyzivovej intervencie (zmena
stravovacich navykov, doplnky vyzivy) pri prevencii nastupu kognitivnych portch a
demencie sumarizuje Solfrizzi et al. (24). Viaceré Studie potvrdili pozitivny vplyv vyzivovej
intervencie na Specifické kognitivne domény aj kognitivne krvné biomarkery.
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Kombinovanda intervencia: U¢inok suplementécie vyzivovymi doplnkami jednotlivo (vitamin
D, keratin, aminokyseliny a proteiny) a V kombinacii s cvi¢enim na sarkopéniu (predchodca
fyzicke] manifestacie syndromu krehkosti) sumarizovali Denison et al. (25). Vysledky
sumarizovanych stadii boli nekonzistentné, avSak v niektorych z nich sa potvrdil prospesny
Gginok cvidenia v kombinacii s diétnymi stratégiami. Uginok multidoménovej
intervencie (kognitivna stimulacia, telesna aktivita a vyziva) a omega-3 polynenasytenych
mastnych kyselin (omega-3 PNML) sledovali Tabue-Teguo et al. (26) aaj ked
nezaznamenali vyznamny vplyv na zmeny kognitivnych funkcii u starSich dospelych s
pamatovymi tazkost'ami, tento pristup naznacuje urcity potencial a si potrebné d’alSie Stadie.
Utinok kombinovanej intervencie (fyzické aktivita a vyzivové intervencia s omega-3 PNMK)
na kognitivnu krehkost’ vSak este nebol sledovany.

Vyznamnu ulohu procese starnutia zohrava aj starnutie buniek, tzv. bunkova senescencia.
Senescencia je ireverzibilné zastavenie bunkového cyklu sprevadzané zmenami v bunkovej
morfoldgii a fyzioldgii. Senescencia je odpoved’ bunky na skracovanie telomér (tzv.
replikativna senescencia) (27) a na rozne formy stresu (28).

Senescentné bunky exprimuji B-galaktozidazu asociovani so senescenciou (SA-B-gal),
negativne regulatory bunkového cyklu ako je p21, pl6 a p53, obsahuju zvysené mnozstvo
reaktivnych foriem kyslika a maji zvacSeny tvar a jadro. Vyznamnym znakom senescentnych
buniek je produkcia vel'kého mnozstva sekreovanych proteinov, medzi ktorymi su cytokiny
(II-1a, 1I-1B, 11-6, 11-8), chemokiny (MCPs, GROa) a proteinazy degradujuce medzibunkova
hmotu (matrixové metaloproteindzy - MMP) (27, 29) Syntéza tychto proteinov je znama aj
ako sekre¢ny fenotyp asociovany so senescenciou (SASP — senescence associated secretory
phenotype) (30). Predpokladd sa, ze prave SASP sa vo vyznamnej miere podiela na
negativnych ucinkoch senescentnych buniek na organizmus (27). Komponenty SASP méZzu
indukovat’ senescenciu v susednych bunkach (31), degradovat kolagén, elastin a iné
komponenty medzibunkovej hmoty, a v kone¢nom ddsledku prispievat’ k rozvoju chronického
zéapalu a ochoreni spojenych so starnutim (32).

Senescentné bunky sa akumuluju v réznych tkanivach a organoch so zvySujucim sa vekom
jedinca a tiez sa nachadzaju v tkanivach a orgdnoch postihnutych chorobami spojenymi so
starnutim ako je aterosklerdza, artritida a Alzheimerova choroba (33).

Experimenty na mysiach, ktoré sledovali vplyv eliminécie senecentnych buniek (buniek, ktoré
exprimovali gén p16/INK4a) z organizmu, viedli k potlaceniu poklesu fyziologickych funkcii
a tumorigenézy, k oddialeniu nastupu choroéb spojenych so starnutim alebo zlepSeniu ich
progresie a k predizeniu celkovej dizky Zzivota (34). Hladanie efektivneho spdsobu na
odstranenie senescentnych buniek z organizmu a/alebo spomalenie ich tvorby je preto
dolezitym smerom vyskumu.
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(The effect of probiotics on lipid metabolism)
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Suhrn

Ludsky traviaci trak obsahuje ¢revné baktérie, ktoré maju pre svojho hostitel'a vyznamné
prospesné ucinky, ktoré moduluju lipidovi a glukézovi homeostazu. Abnormélne alebo
patologické zmeny ¢revnej mikrobioty zvySuju riziko vzniku metabolickych portach (diabetes,
dyslipidémia, hypertenzia, obezita) a inych ochoreni. Modulovanie ¢revnej mikrobioty je
preto vel'mi dolezité pre zachovanie alebo zlepSenie zdravotného stavu hostitel'a. Probiotika
vykazuju hypocholesterolemické u€inky na roéznych tdrovniach, ktorych mechanizmy su
V praci popisané. Pouzivanie probiotik ako nutraceutik s hypocholesterolemickym ucinkom,
modze byt dobrou alternativou prevencie kardiovaskuldrnych ochoreni. Tieto G¢inky zavisia
od formy podaného probiotika, davky a dizky podévania, od podtu kmefiov v podavanych
vyrobkoch.  V literatire sa  stretneme s kontroverznymi  vysledkami  ohl'adom
hypocholesterolemického ucinku probiotik, avsak vicsina prac deklaruje vplyv probiotik na
hladiny celkového a LDL cholesterolu. Pre potvrdenie prospesnej hypocholesterolemickej
ulohy probiotik na zlepSovanie kardiovaskularneho zdravia st potrebné d’alSie stadie, ktoré by
prispeli kK pochopeniu ich G¢inku u ré6znych patologickych stavov.

Kruacové slova
mikrobiota, mikroflora, probiotika, lipidy, kardiovaskularne ochorenia, obezita

Summary

The human digestive tract contains intestinal bacteria that have significant beneficial effects
for their host including modulation of lipid and glucose homeostasis. Abnormal or
pathological changes in intestinal microbiota increase the risk of metabolic disorders, such as
diabetes, dyslipidaemia, hypertension and obesity, and other diseases. Modulation of
intestinal microbiota is therefore very important for maintaining or improving the health of
the host. Probiotics show hypocholesterolemic effects at various levels by mechanisms
described in this work. Using probiotics as nutraceuticals with hypocholesterolemic action
may be a good alternative to the prevention of cardiovascular disease. These effects depend
on the form of administered probiotics, the dose and duration of administration, the number of
strains in the products administered. In the literature, we are confronted with controversial
results regarding the hypocholesterolemic effect of probiotics, but most papers declare the
effect of probiotics on total and LDL cholesterol levels. To confirm the beneficial
hypocholesterolemic role of probiotics to improve cardiovascular health, further studies are
needed to understand their effect under various pathological conditions.
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Uloha revnej mikroflory (mikrobioty)

LCudsky gastrointestinalny trakt (GIT) je kolonizovany komplexnym ekosystémom baktérii,
ktoré su nielen komenzalne, ale podliehaju spolu s ich hostitel'om aj synergickému vyvoju (1).
Crevnti mikrobiotu tvoria hlavne baktérie patriace do rodov Firmicutes a Bacteroidetes (2).
Prospesné Crevné baktérie maja vela dolezitych funkcii, ako napriklad to, Ze produkujua pre
svojho hostitel'a rozne ziviny (organické kyseliny, aminokyseliny, B vitaminy), zabranuju
infekciam vyvolanym ¢revnymi patogénmi a moduluji normalnu imunologicku odpoved’ (1).
Crevnd mikrobiota fermentuje Ziviny, vyluduje bioaktivne latky zodpovedné za kontrolu
¢revnej bariéry a endokrinnych funkcii, a tiez ovplyviluje metabolizmus buniek v inych
organoch, ako su napr. peceit a tukové tkanivo, a tym moduluje lipidova a glukézova
homeostazu (3).

Abnormalne alebo patologické zmeny ¢revnej mikrobioty menia permeabilitu ¢riev, zvySuju
metabolickl endotoxémiu a zvySuju riziko vzniku metabolickych portch, ako je napriklad
obezita a diabetes (4,5,6). Obezitu Casto sprevadza chronicky zapal nizkeho stupia v ¢reve, v
kombindcii so zmenenym zlozenim crevnej mikroflory (7), pricom u obéznych jedincov
prevlada kmenova forma Firmicute, zatial' ¢o ¢revna mikrobiota chudého jedinca vykazuje
zvySené mnozstvo kmena Bacteroidetes (8). Preto pre zlepSenie zdravotného stavu hostitel’a
je potrebné ¢revnu mikrofloru modifikovat s cielom dosiahnut’, obnovit’ a zachovat’ priazniva
rovnovahu ekosystému a ¢innosti mikroorganizmov pritomnych v GITe (1). Bolo dokazané,
ze vyziva patri k primarnym faktorom ovplyviujucim Struktiru mikroflory (9).

Probiotika

Sucastou pravidelnej stravy cloveka st aj probiotikd, ktoré prijimame v réznych formach
a davkach, atak moézeme pozitivne prispiet k zdraviu jedinca (10,11). Podl'a Svetove;j
zdravotnickej organizacie pre vyzivu a polnohospodarstvo (FAO/WHO) su probiotika
definované ako "Zivé organizmy, ktoré pri podavani v primeranych mnozZstvach poskytuju
hostitel'ovi zdravotny prospech" (12). Probiotikd maji mnoho pozitivnych ucinkov na l'udské
zdravie, ako napr. hypocholesterolemicky u¢inok tym, Ze reguluju transport a metabolizmus
cholesterolu (13,14), znizuji cholesterol lipoproteinov S nizkou hustotou (LDL), zlepSuju
pomer LDL/HDL, taktiez znizuji krvny tlak, hladiny zapalovych mediatorov, hladiny
glukézy v krvi a index telesnej hmotnosti (15). Bolo preukdzané, ze podévanie probiotik vo
forme fermentovanych mlie¢nych vyrobkov alebo jogurtov bolo ucinnejSie pri znizovani
celkového a LDL cholesterolu v porovnani s probiotikami podavanymi v kapsuladch. Avsak
kapsuly s viacerymi probiotickymi kmenimi vykazovali podobné vlastnosti ako fermentované
vyrobky, na rozdiel od kapsul obsahujicich jeden probioticky kmen (16). Okrem bezpecnosti,
funkénosti a zivotaschopnosti probiotickych kmenov (17,18) je dostato¢ny prijem probiotik
dals$im kldiCovym faktorom na zabezpecenie jeho ucinnosti na l'udské zdravie. Hoci
informacie o minimalnych G€innych koncentracidch st stale obmedzené a kontroverzné,
vSeobecne sa uznava, Ze probiotické produkty by sa mali konzumovat v minimalnej
koncentracii 10° koléniu formujucich jednotiek (cfu) na ml alebo gram, v celkovej davke 10
az 10° probiotickych mikroorganizmov na defi, najmenej po dobu 8 tyzdiov, aby mali
optimalny priaznivy vplyv na spotrebitel’a (16,19).

Okrem pozitivneho vplyvu probiotik na ¢revny systém bolo dokadzané, Ze spomaluju
progresiu priznakov ochorenia HIV u infikovanych o0s6b, pozitivne vplyvaju na
vulvovaginalnu kandidézu u zien (20), rakovinu (21,22,23), vysoky cholesterol v sére (24)
a prejavy alergie (25). Vplyvy podéavania probiotik na rézne patologické stavy je zhrnuty
v praci Rondanelli (26). Studie sa zameriavali na pacientov so §pecifickymi ochoreniami, ako
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si metabolické poruchy (diabetes, dyslipidémia, hypertenzia, obezita), gastrointestindlne
poruchy (zapalové ochorenie criev, zapcha, hnacka spojend s antibiotikami, sekundarna
hnacka po eradikacii Clostridium difficile, Helicobacter Pylori, chemoterapii), atopické
ochorenia (atopicky syndrém a hypersenzitivita na potraviny, alergicka rinitida), ochorenia
pecene (cirhdza, nealkoholické tukové ochorenie pecene, hepatalna encefalopatia),
pankreatické ochorenia (akutna pankreatitida), infekcie dychacieho traktu a mocovych ciest,
periodontitidu a depresivnu poruchu (26). V tabulke 1 vSak uvadzam vysledky Sstadii
z metaanalyz a prehl'adovych prac zaoberajuce sa len vplyvom konzumacie probiotik na
metabolické ochorenia.

Ochorenie Hlavny vysledok vyskumu
Metabolicke ochorenia
Diabetes 2.typu Redukcia hladin glukozy a glykovaného hemoglobinu
Nebol dokdzany vplyv na hladinu inzulinu
Dislipidémia Redukcia hladin celkového cholesterolu a LDL cholesterolu
Nebol dokazany vplyv na zvySovanie hladiny HDL cholesterolu
Hypertenzia Zlepsenie systolického aj diastolického krvného tlaku, najmé ak st
ich bazalne hodnoty vysoké (> 130/85 mmHg)
Doba podavania najmenej 8 tyzdnov, viac-kmenové probiotické
produkty v dennej davke >10™ koléniu formujucich jednotiek (cfu)
Nadvaha a obezita ~ Rozporuplné u€inky na zmenu telesnej hmotnosti

Tab. 1 Uginky probiotik na metabolické ochorenia.

Probiotika a hypocholesterolemicky ucinok

Sucasny spdsob stravovania a sedavy spdsob Zivota ma negativny vplyv na hladiny lipidov
V krvi, hlavne celkového a LDL cholesterolu, astym spojené zvySené riziko rozvoja
kardiovaskularnych ochoreni (KVO). KVO st jednou z hlavnych pri¢in imrti u dospelych v
zapadnom svete (23,27). AvSak ak znizime celkovy cholesterol alebo LDL cholesterol o 1%
prejavi sa to zniZenim rizika ochorenia srdca o 2%, resp. 1% (28). Pocetné Studie ukazali, Ze
probiotikd su schopné ovplyvnit KVO prostrednictvom zmeny zloZenia ¢revnej mikroflory,
regulaciou inzulinovej signalizacie atiez zniZenim hladin cholesterolu (29). PouZivanie
probiotik ako nutraceutik s hypocholesterolemickym t¢inkom, mdze byt dobrou alternativou
prevencie KVO (16).

V sucasnosti je zndmych niekol’ko mechanizmov, ktorymi moZu probiotikd zniZzovat’ hladiny
cholesterolu v krvi. Medzi tieto mechanizmy patria:

1. Tvorba mastnych kyselin s kratkym retazcom (acetat, propionat a butyrat)
Z oligosacharidov pochadzajucich zo stravy, ktoré blokuju syntézu peceniového cholesterolu
a/alebo presmeruju plazmaticky cholesterol do pecene.

2. Asimilacia a inkorporicia cholesterolu do bunkovych membran probiotik, ¢im sa
znizuje absorpcia cholesterolu v krvi. Zaclenenie cholesterolu do bunkovej membrany prinasa
prospech bakteridlnemu kmenu zvySenim jeho membranovej sily a nasledne vedie k vySsej
bunkovej rezistencii voci lyze.

3. Enzymaticka dekonjugacia ZI¢ovych kyselin prostrednictvom hydrolazy soli ZI€ovych
kyselin (BSH). ZI¢ je tvorena cholesterolom, fosfolipidmi, konjugovanymi zI¢ovymi
kyselinami, Zl¢ovymi pigmentmi a elektrolytmi. Probiotikda znizuju hladinu cholesterolu
dekonjugovanim soli Zl¢ovych kyselin, ¢im spdsobuju ich niZ§iu rozpustnost’ a absorbciu v
¢revach, ¢o vedie k ich eliminécii vo vykaloch. Cholesterol sa potom pouZiva na syntézu
novych Zl¢ovych kyselin, ¢o vedie k zniZzeniu hladiny sérového cholesterolu v Krvi.
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4. Schopnost’ viazat® cholesterol v tenkom c¢reve, priCom tato schopnost’ je rastovo
a druhovo Specifickd. Bolo dokadzané, ze urcité probiotické kmene su schopné odstranit’
cholesterol z laboratérneho média prostrednictvom vizby na bunkovy povrch.

5. Premena cholesterolu na koprostanol za katalytického pdsobenia cholesterol
hydrolazy/izomerazy produkovanej probiotickymi baktériami, cez medziprodukt cholest-4-én-
3-on. Koprostanol sa potom priamo vylucuje vo vykaloch, o vedie k znizeniu mnozstva
cholesterolu.

6. ZniZenie hladiny celkového cholesterolu cez znizovanie esterov cholesterolu v LDL
Casticiach a zvy$enie koncentracie triacylglycerolov (TAG). Castice LDL obohatené o TAG
st nachylnejSie na hydrolyzu a strata esterov cholesterolu znizuje hustotu LDL castic, o
vedie k ich rychlejsiemu odburaniu z krvi v porovnani s va¢simi ¢asticami LDL (27,30,31).

Vyznamné ucinky probiotik na znizenie celkového a LDL cholesterolu zavisia od formy
podaného probiotika, davky a dizky podavania a poétu kmefiov v podavanych vyrobkoch.
V literatire sa stretneme s kontroverznymi vysledkami ohladom hypocholesterolemického
ucinku probiotik. V randomizovanej, placebom kontrolovanej $tadii preukazali kapsuly
s obsahom Lactobacillus reuteri (L. reuteri) NCIMB 30242 hypocholesterolemicky efekt na
celkovy a LDL cholesterol, zatial co hladiny TAG a HDL cholesterolu ostali nezmenené
(32). Fermentované mlieko s obsahom L. helveticus (jogurt Cardi04) nemalo vplyv na hladiny
TAG, celkového, LDL a HDL cholesterolu v sére u pacientov s Diabetes mellitus 2. typu (33).
Metaanalyza randomizovanych a kontrolovanych s$tudii preukdzala, ze probiotika (L.
acidophilus, Bifidobacterium lactis, L. plantarum, L. helveticus alebo Enterococcus faecium
podané v mlieku, jogurte/syroch, alebo kapsulach/napojoch) znizili celkovy a LDL
cholesterol v porovnani s kontrolou. AvSak autori nepreukazali ziadny ucinok probiotik na
HDL cholesterol alebo TAG (34). Bolo dokazané, ze kombinacia L. acidophilus
a Bifidobacterium bifidum znizila celkové hladiny LDL a HDL cholesterolu v sére u
hypercholesterolemickych pacientov, ale nemali Ziadny vplyv na hladiny TAG (35).
Probioticky kmeni L. gasseri BNR17 (izolovany z 'udského materského mlieka) nemal vplyv
na lipidové parametre u obéznych subjektov (36). Neddvna praca vSak dokézala, ze probiotika
maju schopnost’ zniZit’ hladinu cholesterolu v krvi a zniZit’ riziko vyskytu koronarnej choroby
srdca, hypertenzie, aterosklerozy, srdcového infarktu a mitvice takmer o polovicu (31).

Zaver

Pre potvrdenie prospesnej hypocholesterolemickej Ulohy probiotik na zlepSovanie
kardiovaskularneho zdravia s potrebné rozsiahlejSie Studie, ktoré by prispeli k pochopeniu
mechanizmov u roéznych patologickych stavov. Nepredpoklada sa, Ze kazdy z probiotickych
kmenov vykazuje vSetky hypocholesterolemické u¢inky sticasne. Dolezitu tilohu pri posobeni
probiotik zohravaju vlastnosti $pecifické pre dany druh a kmef, davku a dizku podavania.
PouZitie = kombindcie  probiotik  kmenfov = demonStrujucich  rézne  mechanizmy
hypocholesterolemického t¢inku nam moézu poskytnut’ zvySent ochranu.
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Suhrn

Chronické ochorenie obli¢iek je dlhodobé, progresivne zhorSovanie funkcie obli¢iek. Ide o
celosvetovy zdravotny problém s rasticou incidenciou a prevalenciou. Vysledky
epidemiologickych §tadii naznacuji, Ze v sucasnosti trpi chronickym ochorenim obli¢iek
priblizne 10% populécie a priblizne 5% ma vyznamne znizeni glomerularnu filtraciu. V
patogenéze chronickej choroby obli¢iek zohrava doleziti tlohu aj oxidacny stres, nakol’ko je
jednym z faktorov spojenych s ischemicko-reperfuznym poskodenim organizmu. Cielom
klinického vyskumu je vyuzitie prirodnych antioxidantov v eliminacii faktorov oxida¢ného
stresu a minimalizacii jeho negativneho vplyvu pri chronickom ochoreni obliciek.

Kruacové slova
chronické ochorenie obli¢iek, oxida¢ny stres, prirodné antioxidanty

Summary

Chronic kidney disease is long-standing, progressive deterioration of renal function. It is a
worldwide public health problem with an increasing incidence and prevalence. The results of
epidemiological studies indicate that at present, approximately 10% of the population suffers
from chronic kidney disease, and about 5% have significantly reduced glomerular filtration.
In the pathogenesis of chronic kidney disease, oxidative stress plays an important role because
it’s one of the factors associated with the ischemia—reperfusion injury of the organism. The
goal of clinical research is to use natural antioxidants in elimination of oxidative stress factors
and minimize its negative impact in chronic kidney disease.

Keywords
chronic kidney disease, oxidative stress, natural antioxidants

Uvod

Chronické ochorenie obli¢iek predstavuje progresivny stav charakterizovany dlhotrvajicim
poskodenim obli¢iek, ktory moze viest’ az k ich uplnému zlyhaniu (1). Ide o patofyziologické
procesy spojené s abnormalnou funkciou oblicky a progresivnou redukciou rychlosti
glomerularnej filtracie. National Kidney Foundation (2) definuje chronické ochorenie oblic¢iek
ako znizenu funkciu obli¢iek v priebehu najmenej 3 mesiacov s alebo bez pritomnosti
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obli¢kového poskodenia. Glomerularna filtracia je niz§ia ako 60 ml/min/1,73 m® a markermi
oblickového poskodenia st abnormality v krvnom zloZeni, v zlozeni mocu a abnormality
V zobrazovacich testoch.

V zévislosti od hodnoty glomerularnej filtracie je na zaklade odporucani K/DOQI chronické
ochorenie obli¢iek klasifikované do piatich §tadii (tab. 1).

Glomerularna filtracia/1,73 m°
ml/s ml/min

Stadium Charakteristika

Poskodenie obli¢iek
. s normalnou alebo zvysenou GFR =15 290
Poskodenie obli¢iek

s miernym poklesom GFR
Poskodenie obli¢iek

3 so strednym poklesom GFR 1.0-05 30-59

Tazké poskodenie oblig¢iek

15-1,0 60 — 89

4 s vyraznym poklesom GFR 00025 -2
R <0,25 <15
5 Zlyhanie obli¢iek alebo dialyza alebo dialyza

Vysvetlivky: GFR — glomeruldrna filtracia
Tab. 1 Stadia chronického ochorenia obli¢iek (2)

Populac¢né stadie roznych krajin udavaju prevalenciu chronického ochorenia obliciek 10 — 13
%, €o znamena, ze priblizne jeden z desiatich dospelych I'udi r6znym stupfiom obli¢kového
ochorenia (3).

V sucasnej klinickej praxi méa pacient s oblickovym zlyhanim k dispozicii lieCebné metody
V podobe dialyzy a transplantacie oblicky.

Klinicky obraz

Vyvoj chronického ochorenia obli¢iek trva aj niekolko rokov a v rdmci tohto obdobia su
narusené¢ koncentracie latok, ktorych metabolické procesy su regulované prave oblickami.
V organizme dochadza k zmenam, ktoré sa prejavuju v zloZeni extracelularnej tekutiny, d’alej
st to poruchy sekretorickej Cinnosti, ale aj zmeny v metabolicko-endokrinnej c¢innosti
oblic¢iek. Tieto zmeny nastavaju v pripade velkej zataZe organizmu, ako su operacie, traumy
alebo infekcie. Pacient trpi priznakmi anémie, hypertenzie, retencie dusikatych latok a
renalnej osteopatie. Jeho koZa je na pohl'ad bledd, Zltosiva a sucha. Objavuje sa malatnost,
apatia, ospalost, bezvedomie az koma. Z urologického hladiska je u pacienta pritomna
polytria (2 — 4 litre mocu /24 hodin), az oliguria (menej ako 300 ml mocu/24 hodin) (3, 4).

Patogenéza

Normalna obli¢ka obsahuje priblizne 1 milién nefronov, pricom kazdy z nich sa svojou
funkciou podiel’a na celkovej glomeruldrnej filtracii. Nakol'’ko obli¢ka ma vrodent schopnost’
udrziavat’ glomerularnu filtraciu, v pripade vyskytu progresivnej destrukcie urcitej casti
nefronov sa zvy$né zdravé nefrony podielaji na hyperfiltracii, priCom dochadza ku
kompenzacnej hypertrofii. Tato prisposobivost’ nefrénov zabezpecuje normélny klirens
rozpustenych latok. K zvySeniu plazmatickych hladin mocoviny a kreatininu tak dochadza, az
pri poklese celkovej glomeruldrnej filtracie na 50 % (5).

Predpoklada sa, ze glomeruldrna hyperfiltracia predstavuje prekurzor intraglomerularnej
hypertenzie vedicej k albuminurii. Paralelne so zvySovanim albuminurie dochadza k poklesu
glomerularnej filtracie, ¢o pri dlhodobom pretrvavani vedie ku koneénému Stadiu zlyhania
obliciek (6).

194



Oxidacny stres v patogenéze chronického ochorenia obliciek

V patogenéze ochoreni obli¢iek zohrdva vyznamnu ulohu oxidacny stres, a to priamo
prostrednictvom poskodenia glomerulurov a rendlnej ischémie alebo nepriamo v spojeni so
zéapalom, hypertenziou a endotelidlnou dysfunkciou (7, 8).

Jednou z pri¢in zlyhania obli¢iek je ischemicko-reperfuzne poskodenie, ktoré predstavuje
obmedzenie pritoku krvi do orgénu a jeho nasledné obnovenie. Tento multifaktorovy proces
je spojeny so silnou zapalovou a oxidac¢no-stresovou odpoved’ou na hypoxiu a reperfuziu, ¢im
dochadza k naruseniu funkcie organu. Pocas reoxygenacie ischemickej oblicky dochadza k
tvorbe reaktivnych metabolitov kyslika (RMO), ¢o spusta kaskadu Skodlivych bunkovych
odpovedi veducich k zapalu, bunkovej smrti a zlyhaniu obli¢iek (9, 10).
Ischemicko-reperfizne poskodenie predstavuje ¢astd komplikaciu mnohych ochoreni (akttny
infarkt, mozgova prihoda) alebo chirurgickych zakrokov (transplanticie organov)
s potencidlne negativnymi désledkami (9). Jassem akol. (11) pripisuju priblizne 30 %
oneskoreného odvrhnutia $tepu prave ischemicko-reperfiznemu poskodeniu po transplantacii
oblicky.

V priebehu ischémie dochadza k metabolickym a intraceluldrnym zmendm, v dosledku
nedostatku kyslika dochadza k znizeniu oxidacnej fosforylacie, ¢o vedie k zlyhaniu resyntézy
energeticky bohatych fosfatov — ATP. Do bunky vstupuji iony Ca a Na, ako aj H,O a zaroven
sa aktivuju membranové fosfolipidové proteazy (fosfolipaza A, zavisla od Ca, endonukleaza
a proteazy), ktoré zacinaju bunkovll apoptdézu. V intracelularnom priestore dochadza ku
katabolizmu AMP, ¢o v konetnom doésledku vedie k akumulécii hypoxantinu, ktory sa
posobenim xantinoxiddzy meni na kyselinu mocovl a superoxidovy anionovy radikal O;”
(12, 13, 14, 15).

Produkcia O, v procese reperflizie prebieha uU¢inkom xantinoxiddzy na endotelovom
povrchu. O,” sa podiela na inaktivacii $pecifickych bunkovych enzymov a zastdva ulohu
prekurzora H,0, a vysoko reaktivneho hydroxylového radikalu. V porovnani s O, je H,0,
slabsSim oxidaénym Ccinidlom, ktory sa vdaka svojej schopnosti prechadzat’ bunkovymi
membranami, moézZe podielat’ na inaktivovani nukleovych kyselin. V procese ischémie
dochadza k nahromadeniu volného intracelularneho zeleza, sktorym H,0, interaguje
a prostrednictvom Haber-Weissovej reakcie vytvara vysoko reaktivny ‘OH. ‘OH je ovela
reaktivnejsi, nez O, alebo H,O, a ma tendenciu napadat’ vSetky biologické molekuly, ¢im
iniciuje kaskadu vol'noradikéalovych reakcii (16).

Je pravdepodobné, ze za zvySenu nachylnost’ oblicky na poSkodenie vol'nymi radikédlmi su
zodpovedné dlhé retazce polynenasytenych mastnych kyselin, ktoré sa nachadzaju
v rendlnych lipidoch. Po obnoveni prietoku krvi pocas reperfuznej fazy ischemicko-
reperfuzneho procesu, RMO zapri€inuji poSkodenie oblickového tkaniva peroxidaciou
membranovych lipidov. Zaroven oxidacné poSkodenie proteinov a DNA vedie k bunkovej
smrti (7, 10, 14).

Castym dovodom zlyhania obli¢iek je aj diabetick4 nefropatia. Histologické zmeny suvisiace
s diabetickou nefropatiou st detegovatelné uz 2 roky po vzniku diabetes mellitus a jej
hlavnymi znakmi su albumintria (> 300 mg/dei) a pokles glomerularne; filtracie (17).

Fakt, Ze na vyvoji a progresii diabetickych komplikacii sa podiel'a oxida¢ny stres, potvrdzuje
velké mnozstvo dokazov. Za zvySent tvorbu RMO je zodpovednych niekolko druhov
makromolekul (18). Nakolko sa oxidacny stres vzt'ahuje na zmeny v redoxnej rovnovahe, tie
mozu byt vyvolané pretrvavajucim hyperglykemickym stavom a zvySenou koncentraciou
pokrocilych koncovych produktov glykacie (AGEs). To ovplyviiuje renin-angiotenzinovy
systém a signalizaciu transformujuceho rastového faktora-beta (TGF-B). Vysledkom
spominanych procesov je vznik chronického zapalu a glomeruldrnej a tubularnej hypertrofie.
Vsetky tieto redoxné zmeny potom vedd kvyskytu albumintrie, proteinurie,
glomerulosklerézy a tubularnej intersticialnej fibrozy. Pokles renalnych funkcii u pacientov
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s diabetes mellitus 2. typu sposobuje aj zvysenie hladin AGEs. Preto je akumuldcia AGEs pri
diabetes mellitus ¢asto povazovana za uzito¢ny neinvazivny marker miery poskodenia tkaniva
(19, 20).

Co sa tyka diagnostiky a v&asnej prognozy diabetickej nefropatie existuje aj niekol’ko d’al§ich
konven¢nych markerov oxida¢ného stresu, najdenych v sére, moci a r6znych organoch. Su to
hlavne produkty peroxidacie lipidov (4-HNE - 4-hydroxynonenal, MDA - malondialdehyd)
a karbonylové proteiny (21).

Skuto¢nost’, ze oxidacny stres zohrava Ulohu v patogenéze zlyhania oblic¢iek potvrdilo aj
niekol’ko d’alsich klinickych stadii. Yang akol. (22) zistili u pacientov s chronickym
ochorenim obli¢iek zvysené sérové hladiny produktov pokrocilej oxidacie proteinov (AOPP).
Tie, sa nasli aj v pol'skej stadii Kuchtu a kol. (23), kde pacienti s tymto ochorenim vykazovali
okrem vysokych hladin AOPP, aj vysoké hladiny MDA a oxidovanych LDL castic a nizku
aktivitu antioxidaénych enzymov. Stidia Rangel-Lépeza (24) potvrdila u pacientov
S chronickym ochorenim obli¢iek zvySené oxida¢né poskodenie DNA, pricom DNA bola
vyraznej§ie  poskodend v pripade pacientov - na  peritonealnej  dialyze, nez
u hemodialyzovanych.

Poskodenie DNA s$tudovali Matsumoto a kol. (25), ktori zistili zvySent hladinu 8-0x0-dG
(marker oxidacného poskodenia DNA) po reperfuzii, ktorda po dvoch hodinach klesla.
Vysledky tychto stadii vedu k zaveru, Ze okamzité zniZzenie oxidacného stresu po reperfuzii
by mohlo mat’ potencidlne pozitivny vplyv na prognozu Stepu.

Prirodné antioxidanty v liecbe chronického zlyhania obliciek

Nakol'ko v 'udskom organizme mdéze vznikat' pocas patologického procesu velké mnozstvo
RMO, ktoré¢ vedu k oxidacnému stresu, uskutocnilo sa vel'ké mnozstvo §tidii zameranych na
antioxida¢ni liecbu s cielom dosiahnut redoxnu rovnovdhu a mininalizovat’ oxidacné
poskodenie DNA, lipidov aj proteinov (26). Niekol'ko stadii ukdzalo, ze strava bohata na
polyfenoly redukuje riziko chronickych ochoreni. MoZe to byt sposobené synergiou réznych
polyfenolov a inych bioaktivnych latok, nachadzajucich sa v prirodnych zdrojoch. Prirodné
antioxidanty, najma polyfenoly, karotenoidy a vitaminy disponuji mnozstvom biologickych
ucinkov, vratane protizdpalovych, anti-ateroskler6znych a protinddorovych (27, 28, 29).

Z vitaminov su silnymi antioxidantmi vitamin C a vitamin E, ktoré zabezpeCuji ochranu
organizmu pred negativnymi G¢inkami RMO a toxinov (30). Antioxidacné vlastnosti vitaminu
C su zaloZené na tvorbe askorbatového radikalu, ktory predstavuje pomerne nereaktivny
volny radikadl (31). Medzi najucinnejSie nizkomolekulové lipidové antioxidanty patri
o—tokoferol (vitamin E), ktory inhibuje peroxidaciu lipidov tym, Ze reaguje s peroxylovym
radikdlom. Takto dochédza k preruseniu radikélovej reakcie vytvorenim relativne stabilného
tokoferolového radikalu, ktoré¢ sa moze regenerovat spit na aktivnu redukovanu formu
prostrednictvom inych antioxidantov (napr. askorbat, retinol alebo ubichinol) (32, 33, 34).
Vzhladom na to, ze fenolové skupiny su moznymi darcami vodika, podielaji sa na
vychytavani radikélov, ¢im tiez prerusuji oxida¢né reakcie v bunke. Poskytnutim vodika
vytvara fenolova skupina stabilny fenoxyradikal, ktory je nésledne stabilizovany
rezonan¢nym efektom (27).

Z polyfenolov mdzeme spomenut’ extrakt z kory franctzskej primorskej borovice Pinus
pinaster  (Pycnogenol®), ktorého antioxidaéna aktivita spo&iva v zdvojnasobneni
intracelularnej syntézy antioxidaénych enzymov, v inaktivacii O,” a OH’ radikalu,
v inhibovani tvorby 'O, v regeneracii askorbylového radikalu av ochrane endogénneho
vitaminu E a glutationu pred oxidacnym stresom (35, 36, 37).

Arts s Hollmanom (38) a Scalbert a kol. (39) svojimi vysledkami poukazuju prave na inverziu
medzi chronickymi ochoreniami a konzumaciou stravy bohatej na polyfenoly.
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Vplyv vitaminov C, E a B-karoténu na renélnu insuficienciu sledovali vo svojich animalnych
experimentoch Yu a Paetau-Robinson (40), ktori Stvortyzdnovou suplementaciou dosiahli
znizenie sérového 8-oxodG. Utinky vitaminu C na zmiernenie ischemicko-reperfiizneho
poskodenia po transplantécii oblicky skimali Lee, Son a Kim (41), ktori podavanim vitaminu
C uz tri dni po transplantacii oblicky pozorovali zvySenie aktivity antioxida¢nych enzymov.
Islam akol. (42) Studovali rezistenciu LDL cholesterolu voé¢i oxidacii u pacientov na
hemodialyze, kde dlhodobou suplementaciou vitaminom E dosiahli jej vyznamné zvySenie.
Podobné vysledky publikovali Sato a kol. (43), ktori subeznym dennym podavanim vitaminu
C (200 mg) s vitaminom E (600 mg), v priebehu Siestich mesiacov u hemodialyzovanych
pacientov vyznamné znizili oxidacné poskodenie lipidov. Biomarkery oxidacného stresu
U pacientov na peritonedlnej dialyze upravila kombinovana suplementacia vitaminov v $tadii
Boudourisa akol. (44). Pacienti vykazovali aj zvySenu aktivitu antioxidantov, zvySenu
celkovi antioxidaéni kapacitu a znizenie koncentracii MDA a karbonylov. Vysledky
randomizovanej $tudie pod vedenim Williamsa a Kol. (45) poukazuju na zvySenie odolnosti
lipoproteinov pred oxidaciou u pacientov po transplantacii oblicky.

Tieto vysledky naznacuji prospesny uc¢inok suplementécie antioxidantmi na oxidacny stres
suvisiaci s chronickym ochorenim obliciek.
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Sthrn

Experimentalne ischemické prekondicionovanie je v sucasnosti predmetom intenzivneho
Studia, priCom mnoho otdzok ohl'adom postupu avysledného efektu ostava eSte
nezodpovedanych. V naSej predlozenej histologickej Studii sme po parenteralnej aplikacii
betaninu pred ischemicko-reperfuznym posSkodenim (IRP) jejuna sledovali a zaznamenali
aktudlny stav histologickej Struktiry parenchymu plic so zameranim na celkovy index
tkanivového poSkodenia a zapalovu odpoved'.

Kruacové slova
jejanum, pluca, ishémia-reperflizia, betanin, index poskodenia, zapalova odpoved’

Summary

Ischemic preconditioning is a phenomenon that has been extensively studied both in vivo and
in vitro and yet there are still questions regarding its therapeutic usage and mechanism of
action to be answered. In the present study, jejunal ischemic-reperfusion injury was induced,
treated with betanin and a qualitative and quantitative investigation was conducted in the lung
due to its vital importance and distant proximity to the jejunum.

Keywords
jejunum, lung, ischemia-reperfusion, betanin, injury index, inflammatory response

Uvod

Tenké crevo je povazované za organ, ktory je velmi casto postihnuty IRP (1). Bolo
uskutoénenych mnoZstvo pokusov s cielom minimalizovat vyznamné poSkodenie sliznice
¢reva bezne spdsobené mnohymi patologickymi a terapeutickymi, c¢asto chirurgickymi
postupmi  (napr. hypovolemicky Sok, brusné operacie vyzadujice ligaciu ciev,
kardiovaskularny ~ bypass, chemoterapia). Tieto  pokusy zahffiaji  ischemické
prekondicionovanie, antikomplementovii a protizdpalova terapiu, ako aj pouZitie
antioxida¢nych latok, znizujucich oxidacny stres tkaniv, ku ktorému dochadza pocas IRP.
Poskodenie vyvolané ischémiou a naslednou reperfiziou moéze progredovat do rozvoja
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Syndromu systémovej zapalovej odpovede — SIRS aneskor indukovat aj Syndrom
mnohoorganového zlyhania — MODS (2). Antioxidanty ako napr. allopurinol a kvercetin maju
protektivny efekt pri IRP (3,4,5,6). Cielom predlozenej histologickej Stadie je testovat’ vplyv
ischemického prekondicionovania betaninom na vzdialeny vitdlny orgdn ako su pluca so
zameranim na celkovy stupent poSkodenia a zapalovi odpoved’ tkaniva parenchymu pl'ic.

Metrial a metody

V experimente boli pouzité potkany kmena Wistar (n=42) s hmotnostou 250-350 g. Ischémia
bola navodena okliziou a. mesenterica cranialis atraumatickou cievnou svorkou. Zvierata
boli rozdelené do dvoch skupin - skupiny, ktorej bol aplikovany betanin (skupina B) a
kontrolnou skupinou bez aplikacie betaninu (skupina A). Zvieratdm v skupine B bol
aplikovany parenterdlne vodny roztok betanin (50 mg/kg z.hm. v sterilnom fyziologickom
roztoku i.p.) 30 minut pred 1 hodinovou ischémiou. Po odstraneni svorky nasledovala
reperfizna peridda v trvani 1, 4 a 24 hodin. Rovnaky postup bol vykonany na skupine A, s
pouzitim sterilné¢ho fyziologického roztoku namiesto betaninu. Po uplynuti prislusnej peridody
reperfuzie boli odobraté bioptické vzorky parenchymu plic (lobus medius pulmonis dextri).
Biopsie boli fixované v 4% paraformaldehyde, zaliate do paraplastu a narezané na 4-5 um
histologické rezy. Po deparafinizacii boli rezy farbené metédou HE, histochemicky
a imunohistochemicky. PoSkodenie pl'ucneho parenchymu bolo semikvantitativne hodnotené
stupiiami 0-4 podla skoérovacieho systému Tassiopoulos a kol. (7) a vysledok udava index
histopatologického poskodenia pluc (IHPP). Populacia mastocytov (MCs) v 1 mm? placneho
parenchymu bola detegovana pouzitim metachromatického farbenia pomocou Cresyl Fast
Violet. Pocet MCs bol analyzovany v 5 réznych zornych poliach (ndhodne vybrané 3
periférne a 2 centralne miesta v parenchyme plic) mikroskopu s pouzitim zvacSenia 1000x%.
Populacia pozitivnych buniek na myeloperoxidazu (anti-MPO, Thermo Scientific, 1: 100) v 1
mm? parenchymu pl'ic bola detegované v 5 roznych poliach parenchymu (ndhodne vybrané 3
periférne a 2 centralne miesta v parenchyme pl'ic) kolorimetrickou imunohistochémiou.
Statisticka analyza bola vykonana pomocou GraphPad In-Stat verzia 3.01 programu
(GraphPad Software, San Diego, CA). Kvantitativne vysledky boli hodnotené pomocou one-
way ANOVA testu a Tukey-Kramer post-hoc testom. Semikvantitativne vysledky boli
hodnotené pomocou neparametrického ANOVA testu Kruskal-Wallis a neparametrickym
Dunnovym post-hoc testom. Vysledky boli vyjadrené ako aritmeticky priemer (M) +
Standardna chyba merania (SEM). Hodnoty p mensie ako 0,05 sa povazovali za Statisticky
vyznamne.

Vysledky

Histopatologicky IHPP potvrdil tendenciu exponencidlneho zvySovania histopatologického
poskodenia parenchymu pl'ic v kontrolnej skupine zvierat bez aplikacie betaninu (Obr.1).
Pricom maximalny stupen indexu poskodenia bol zaznamenany v skupine po 24 hodinach
reperfluzie, ¢o bolo signifikantné pri porovnani so skupinou B24 s aplikaciou betaninu (A24
vs. B24; p<0.001). Histologicky bola v tkanivovych 1éziach pritomna vyrazna hypercelularita
s leukocytarnou infiltraciu, kongescia krvnych ciev, intersticidlny edém a lokalne hemoragie.
Tieto patologické zmeny sme zaznamenali predovsetkym v oblasti perivaskularneho véziva v
a bezprostrednej blizkosti ciev a malych bronchov a bronchiolov. Morfometricky bol zretelny
narast hrubky interalveolarneho septa, redukcia objemu pltcnych alveol v dosledku
intersticidlneho edému a hypercelularity interalveolarnych preprazok.
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Obr. 1 Index histopatologického poskodenia pluc

Reprezentativne mikrofotografie parenchymu plic kontrolnych skupin bez aplikacie betaninu (A)
a experimentalnych prekondicionovanych skupin po aplikacii betaninu (B). Uvedené ¢iselné tidaje nad
mikrofotografiami udavaji hodnotu indexu poskodenia M+S.E.M. (*A24 vs. B24, p<0.001; #zreteI'né

hrubnutie interalveolarnych prepazok v dosledku intersticidlneho edému a hypercelularity; x400,
H&E).

Signifikantne vyssi pocet metachromaticky pozitivnych mastocytov bol detekovany uz po 1.
hodine reperfizie v kontrolnej skupine A1 v porovnani so skupinou A24 (A1l vs. A24 p<0.01,
Graf 1, Obr.2). Vyrazne niz$i pocet mastocytov bol zaznamenany v experimentalnej skupine
B1 s aplikaciou betaninu pri porovnani s kontrolnou skupinou Al bez prekondicionovania
betaninom. Na zaklade nasej analyzy podla cytomorfologickych znakov a tkanivovej
topografie pozitivhu populdciu predstavovali najmd perivaskuldrne mastocyty, podiel
sliznicovych mastocytov bol nevyrazny.

Rovnako, imunohistochemickd analyza populacie MPO-pozitivnych buniek zaznamenala
signifikatny ndrast a najvys$§i pocet pozitivnych buniek uz po 1. hodine reperfuzie
v kontrolnej skupine bez prekondicionovania (Al) v porovnani so skupinami A4, A24
a experimentalnou skupinou B1 s aplikaciou betaninu (A1vs.A4 p<0.001; Alvs.B1 p<0.001;
Advs.A24 p<0.001; Alvs.A24 p<0.01; Graf 1, Obr.3). Signifikatne niz§i pocet MPO-
pozitivnych buniek pretrvaval este v prekondicionovanej skupine B4 oproti kontrole A4 bez
aplikacie antioxidantu betaninu (B4vs.A4 p<0.001).
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Graf 1 Imunohistochemicka analyza sledovanych populacii zapalovych buniek v parenchyme pluc
so Statistickou vyznamnost'ou

(MPO-myeloperoxidaza pozitivne bunky, MCs-mastocyty; ***Alvs.A4 p<0.001; titAlvs.Bl
p<0.001; ***Advs.A24 p<0.001; t11A4vs.B4 p<0.001; **A1vs.A24 p<0.01).

Obr. 2 Metachromatické farbenie na dokaz populacie mastocytov
Reprezentativne mikrofotografie parenchymu plic kontrolnych skupin bez aplikacie betaninu (A) a
experimentalnych prekondicionovanych skupin s aplikaciou betaninu (B); *krvné cievy; #bronchiolus
terminalis; x400, Cresyl Fast Violet farbenie).
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Obr. 3 Kolorimetrickd imunohistochemickd analyza populacie MPO-pozitivnych buniek
Reprezentativne mikrofotografie parenchymu plic kontrolnych skupin bez aplikacie betaninu (A)
a experimentalnych prekondicionovanych skupin s aplikaciou betaninu (B); *krvné cievy; x400, anti-

MPO protilatka).

Diskusia a zaver

Vysledky naSej histologickej Studie potvrdzuju protektivny ucinok betaninu v patogenéze
poskodenia tkaniv pri IRI tenkého ¢reva v parenchyme vzdialeného vitalne doleZitého organu
ako su plica. Podobny efekt sme zaznamenali v naSich prechadzajucich stidiach s aplikaciou
antioxidantu kvercetinu (5,6). ZlepSenie histologického obrazu parenchymu pluc a zniZenie
poctu aktivnych mastocytov a MPO pozitivnych buniek v experimentalnych skupinach (B),
ktorym bol pred navodenim ischémie a reperfuzie preventivne aplikovany betanin, naznacuji
jeho vyznamny imunomodulacny ucinok. Tento stav bol pravdepodobne spdsobeny
antioxida¢nou schopnost'ou betaninu s akumulaciou reaktivnych intermediatov kyslika a ich
naslednou inaktivaciou. V priebehu prvych 4 hodin reperfuzie po betaninovom
prekondicionovani sme detegovali az 74% zniZenie poctu MPO-pozitivnych buniek a takmer
46% pokles poctu pozitivnych perivaskularnych mastocytov v skupinach s aplikaciou
betaninu. Protektivny ucinok aplikovaného antioxidantu bol na zéklade naSej analyzy
zaznamenany vyrazne niz§im poskodenim parenchymu plic az v neskorSich periddach
reperfuzie. Na zdklade postdenia histologického obrazu parenchymu pltc sme po 24
hodinach reperfizie zaznamenali az 100% zlepSenie indexu poskodenia (IHPP), vyraznu
redukciu hribky interalveolarnych prepazok a zvicSenie luminalneho povrchu pltcnych
alveol. Nase histochemické vysledky kvantifikacie mastocytov, podla ktorych bola ich
populacia menej pocetnd v prekondicionovanych skupindch (B) ako v kontrolnych skupinach
(A), nas vedie k 2 moznym hypotézam. Bud’ mala aplikdcia betaninu stimulujuci uc¢inok na
degranulaciu cytoplazmy mastocytov, ¢o spdsobilo znizenie az znemozZnenie ich
histochemickej detekcie, alebo antioxidant betanin suprimoval akumuldciu samotnych
zépalovych buniek v tkanive parenchymu pl'ic. Mastocyty sa okrem alergickych reakcii
podielaju na produkcii celého spektra dolezitych cytokinov, rastovych faktorov a
vazoaktivnych latok, ¢im zohravaju délezitu Glohu pri udrziavani funkcii a integrity tkaniv
(8). Predovsetkym neutrofilné granulocyty, ktoré tvoria majoritu populaciu MPO pozitivnych
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buniek st zédkladnym markerom akutnej zapalovej odpovede tkaniv a prvej obrannej linie
pred poskodenim (9). Ak je pokles populacie mastocytov v pozitivnej korelacii s poklesom
urovne MPO pozitivnych buniek a zdroven sniz§Sim stupiom HPII, druhd hypotéza je
pravdepodobnejSia bez toho, aby bola vylucena prva hypotéza.

Vysledky naSej histologickej stadie poukazujii na pozitivny vplyv parenteralnej aplikacie
betaninu pred ischémiou a reperfuziou tenkého Creva nielen na primarne poskodeny organ —
tenké Crevo, ale aj vzdialeny vitalne dolezity organ akym su pluca.
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Suhrn

Poskodenia chrupavky boli dodnes rieSené operaénymi metédami, fixaciami, vkladaniami
implantatov, ktoré Castokrat viedli k oslabeniu muskuloskeletdlneho systému alebo k strate
mobility pacienta ¢o znamenalo zvysené vydavky na zdravotnu starostlivost’ po celom svete.
V poslednych rokoch narastaji experimentalne §tidie, ktoré sa zameriavaju na poranenie
kibnej chrupavky s moZnostami lie¢by pomocou implanticie autolégnych chodrocytov
a mezenchymovych kmetiovych buniek.

Vyuzitie kmenovych buniek pri liecbe zvlast chondralnych defektov preto zacina prinasat
svoje prvé ovocie v podobe dobrych vysledkov a s nadejou lepsicho poopera¢ného priebehu.

KPucové slova
defekt, chondrocyt, kmenova bunka, implantacia

Summary

Nowadays are chondral defects treated by operative methods, fixations, implant insertions,
which many times impaired musculoskeletal system or lead in patient's mobility loss which
rises helathcare cost around the world.

Today we know many experimental studies which debate the application of implantation of
chondral autologous and mesenchymal stem cells in treatment of chondral defects.

The application of stem cells in treatment of chondral defects brings it's first results and hope
of better postoperative course.

Keywords
defect, chondrocyte, stem cell, implantation

Material a metody

V modernej ortopédii a traumatologii je nutné hladat’ idealne tkanivové ndhrady defektov
kibnej chrupavky, ktoré vedt k jej Gplnej regeneracii so zachovanim jej funkénych
a mechanickych vlastnosti.

Pri abrazivnych vykonoch na kolene je snaha o vycestovanie a aktivovanie stromalnych
kmenovych buniek zo subchondralnej kosti v defekte, ktoré maji byt zdkladom pre nové
tkanivo (ndvrty, mikrofraktiry, mozaikoplastika). Tieto metody vSak neprinaSaju
plnohodnotnt nahradu v podobe hyalinnej chrupavky, a preto prichadzaji do klinickej praxe
nové moznosti odberu a manipulacie s mezenchymalnymi kmenovymi bunkami, ktoré je
mozné pripravit ako autogénny alebo alogénny transplantat progenitorov hyalinnej
chrupavky, ktory vieme na vhodnom nosi¢i dopravit’ na miesto defektu. (5) Tu dokéaze spinat
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aj ulohu docasného krytia defektu, dokym sa pdvodné tkaniva neobnovia. V rieSeni je ale aj
mechanické stabilita transplantatu, ktory ma hlavne vo vodnom prostredi kolenného kibu
stazené podmienky, preto je ho nutné fixovat' dostupnymi metédami (fibrinové lepidlo,
sutura).

Na vhodnom nosici - scafolde by spominané chondrocyty mali mat dostato¢né ziviny na
prezitie a mali by mat’ tak vhodné podmienky na uchytenie a rast v defekte.

V tomto smere je nutna aj spolupraca s bunkovym inzinierstvom a S bankou s kmenovymi
bunkami. (6)

Ideélny nosi¢ — scafold by mal obsahovat’ vhodné rastové faktory aby podporil modulaciu
a proliferaciu buniek veducu k funkénej regeneracii defektu. Mohol by rovnako sluzit’ aj ako
rezervoar cytokinov a biologickych faktorov, ktoré by mohli byt postupne uvoliiované
v mieste defektu. V stucasnej medicine sa ponukajt v lie¢be defektov chrupavky kolena nosice
v podobe kolagénovej sietky alebo sietky z kyseliny hyaluréonovej. Od roku 1994 je
popisovand avyuzivand pri velkych chondrélnych defektoch autologna implanticia
chondrocytov na kolagénovej membrane (ACI-C) s nutnostou fixacie suturou a fibrinového
lepidla. Nové metddy priniesli obojstranni tzv. matrix-asistovanit membranu (MACI)
z fibréznych vlakien a chondrocytov, ktora si suturu nevyzaduje a na jej fixaciu postacuje iba
fibrinové lepidlo. Hoci su v dnesnej dobe vysledky implantacie chondrocytov na vhodnom
nosi¢i porovnatelné s ndvrtmi alebo mozaikoplastikou, maji vyznam v liecbe vicsich
chondralnych defektov s moznost'ou ich prekrytia a skryvaji velky potencidl uplatnit’ ich
V liecbe chondralnych defektov u detskych pacientov. Nasou snahou do buducna je
prekonanie sticasnych vedeckych a etickych limitov s vyuzitim potencidlu kmetiovych buniek
aj u detskych pacientov vo viere dosiahnut’ dobré dlhotrvajuce vysledky. (7)

Vysledky

V sucasnosti existuji viaceré limitacie klinického pouzitia mezenchymalnych kmeniovych
buniek. NajzavaznejSou limitdciou je to, Ze nevieme zaruCit' dlhotrvajuci efekt tychto
kmenovych buniek po aplikéacii. Rovnako existuje riziko moZzZnosti zvrhnutia aplikovanych
buniek v maligne procesy pod vplyvom ich moznej genetickej nestability. V studiach sa zatial
nepotvrdil ich dlhotrvajuci efekt a ich pritomnost’ v defektoch v dlhodobom sledovani bola
nizka. Nie celkom preskimané su aj moznosti podania. V preklinickych Stadiach je
popisovany niz8i efekt kmeniovych buniek po transfuzii kostnej drene, pravdepodobne pre
supresorové endogénne alebo exogénne faktory vplyvajlice na organizmus. (1,4) Naopak
VA¢si ucinok bol dokazany po priamom intraven6znom podani do kostnej drene na rozdiel od
beznej konvencnej transfizie kostnej drene. V neposlednom rade si vyuzivanie kmenovych
buniek vyzaduje Specialne vybavenie v nemocnici alebo v $pecializovanych centrach, uréené
na ich mnoZenie, skladovanie a v kone¢nom doésledku aj spravne pouzitie v terapeutickom
procese.

V liecbe chondralnych defektov je potrebné prekonat’ mnohé uskalia, akymi st hlavne etické
aspekty pouzitia kultivovanych buniek aich prenos na miesto poskodenia idealne na
vhodnom nosici do organizmu ¢loveka.

Diskusia

Diskutovanou metddou v sucastnosti je implantcia autolégnych chondrocytov do miesta
defektu (ACI). Metoda bola objavend v roku 1987 vo Svédsku avroku 1994 Brittberg
s kolektivom publikovali prvé tspesné vysledky z izolovanych 1ézii femoralnych kondylov.
Tato metoda sa stala okamzite popularnou po celom svete. Rozvoj bioinzineisrsta prinieslo
viaceré vylep$enia a tak technoldgia priniesla aj tzv. biodegrada¢né nosice — scafoldy urcéené
na rast buniek. Poslednt dekadu sa vyuzivaji matrix — asistované autologne implantacie
chondrocytov (MACI), ktoré prinasaju lepsie klinické vysledky ako prva generacia ACI-C.
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Technika sa sklada z artroskopického odberu zdravej chrupavky odobratej z nezatazovej zony
na kibnom povrchu a vzorky st zaslané na autolognu kultivaciu. Druhym krokom je samotna
implantacia kultivovanych buniek do miesta defektu. Z tohto vyplyva, ze tato metoda liecby
vyzaduje dvojdobt operac¢nu techniku. (3)

Pri pouzity ACI-C techniky sa v druhom kroku sa na miesto defektu implantuje samotna
kolagénova membréna z kolagénu I/IIl s nutnou suturou a s pouzitim fibrinového lepidla. Na
miesto membrany sa potom implantuju nakultivované chondrocyty.

Novsia metéda za pouzitia MACI prinaSa vyhody hlavne v druhom kroku samotnej
implatnacie chondrocytov. Existuju inStrumenty kedy je mozné metodu MACi vykonat’ aj
artroskopicky. Vyuziva sa dvojvrstvova matrix asociovana membrana. Z jednej vrstvy drsné —
tvorena fibrinovymi vldknami a z druhej vrstvy hladka — tvorena chondrocytmi. Membrana sa
dokaze implantovat’ na miesto defektu po jej uprave geometricky presne a vyplnit’ tak cely
defekt. Implantuje sa drsnou stranu k defektu, ktory je predtym oSetreny az na subchondralnu
kost’. Metoda si nevyzaduje suturu, iba fibrinové lepidlo. Metdda prinasa priaznivé vysledky
v podobe novotvorby hyalinnej chrupavky v mieste defektu.

Metoda je vhodnd na pouzitie pre pacientov vo veku medzi 15 — 50 rokom Zivota pri
defektoch do 10 cm, je vSak finan¢ne naroc¢na.

Napriek tomu st dnes mezenchymalne kmenové bunky velmi vyznamné a su v klinickej
praxi velkym prisfubom do budtcna. V stadiach boli dokazané ich jedinecné vlastnosti
diferenciacie na vézivové, chrupavkové a kostné tkanivd, ako aj ich schopnosti regulovat’
zapalové procesy alebo imunitni odpoved’ organizmu. (2)

Predbezné predklinické vysledky vo svete ukazuji na ich Siroké vyuzitie zatial' hlavne
Vv dospelej ortopédii. U deti je pouzitie kmenovych buniek zatial’ limitované, ale nie nemozné.
Ak pochopime diferencidciu a spravanie kmetiovych buniek u dospelého pacienta, je vysoky
predpoklad pouzitia kmenovych buniek aj u detskych pacientov.

Ziskané nové poznatky z lieCby dospelych pacientov bude mozné neskor pouzit’ aj na lieCbu
ochoreni u detskych pacientov na ktoré dodnes liek neexistoval.

Mezenchymalne kmenové bunky predstavujii obrovsky potencial v liecbe detskych ochoreni
muskuloskeletalneho systému. Viaceré vrodené ochorenia kostného metabolizmu ako aj
autoimunitné ochorenia na ktoré bezne dostupna terapia nezabera spolu s defektami
chrupavky dokéazeme v blizkej budicnosti lieCit’ prave cestou pouzitia mezenchymalnych
kmenovych buniek. (8)

Uz dnes sa vyuzivaju kultivované chondrocyty na matriciach na liecbu velkych chondralnych
defektov kolena so sl'ubnymi vysledkami. PouZitie tychto poznatkov v praxi je ale zatial
limitujuce.

Implantacia chondrocytov si vyzaduje nutnost’” dvojdobej operacie s velkou reznou ranou na
kolene. V porovnani suz dnes rutinnymi vykonmi akymi st navrty, mozaikoplastiky ¢i
mikrofraktiary, ktoré dokdZzeme realizovat jednordzovo su zatial' vysledky porovnatelné,
apreto sa v dneSnej dobe zvazuje benefit ariziko spominanej implantacie kultivovanych
chondrocytov do miesta defektu. (9)

Vyuzitie kmenovych buniek v praxi samozrejme otvdra aj mnohé etické aspekty, ked’ze
najlepSim zdrojom kmenovych buniek st l'udské embrya. Preto existuju aj alternativne zdroje
akymi st pupocnikovéd krv, plodovd voda, tukové tkanivo, synovidlna tekutina, placenta
a vV neposlednom rade kostnd dren. Novodobo sa rozvija odber kmenovych buniek z drene
mlie¢nych zubov. (10)

Spominané vysledky su ale velkym prisl'ubom pre ich vyuzitie v blizkej buducnosti, a preto je
naSou snahou hladat’ nové spdsoby ako tieto limity prekonat’ a vyuzit' tak naplno uz teraz
znamy vel'ky potencidl liecby kmenovymi bunkami.
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Zaver

Postihnutia chrupavky kibov u deti aadolescentov nie si v praxi ortopéda vynimoé&né.
Vyskytuji sa napriklad u Perthesovej choroby, koxitidach, ¢i ako potraumatické stavy
s uvolnenim fragmentu. Tieto a mnohé iné poskodenia kibnej chrupavky predstavuji vysoké
riziko trvalych nasledkov s diskomfortom pre pacienta. Klinické nasledky tychto stavov mézu
byt’ vel'mi vdzne a mnohokrat vedu k zlozitym operaciam.

Okrem uz zauzivanych lie¢ebnych metdd hl'ada sucasnd medicina aj metody lieCby defektov
kibnej chrupavky, ktoré by viedli k uplnej regeneracii tkaniv so zachovanim ich funkénych
vlastnosti. Moznosti liecby pontka vyuzitie kmenovych buniek, ktoré po diferencidcii vedu
k novotvorbe tkaniv.

Neustale sa prehlbujice znalosti v chondrogenéze umoziiuji nasmerovat diferenciaciu
kmenovych buniek smerom ku chondrocytom.

Vyuzitie tychto novodobych znalosti v praxi si vyZaduje odber auto alebo alostepu, napriklad
odber fragmentu z miesta traumy. V spolupraci s bankou kmenovych buniek by bolo mozné z
odbratych Stepov bunky kultivovat’ a na zéklade vysledkov potom nakultivované bunky na
vhodnom nosici transplantovat’ na miesto 1ézie. Idedlny nosi¢ by mal poskytnut’ prislusné
bioaktivne faktory, ktoré budi potencovat’ proliferaciu a Specificku cestu diferenciacie
a remodeldacie tkaniv podporujuce funkénu regeneraciu.
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Suhrn

Hypoxia predstavuje charakteristicky znak solidnych nadorov, vratane kolorektalneho
karcinomu (CRC). Protein HIF-lo vykazuje v reakcii na hypoxiu zvySenu expresiu, ¢o ma za
nasledok up-reguldciu niektorych génov (napriklad CA9). Protein CA IX sa podiela na
prezivani hypoxickych nadorovych buniek v naddorovom mikroprostredi, pricom je
preukazana jej nadmerna expresia v réznych typoch nadorov (vratane CRC). V predkladane;j
Stadii sme imunohistochemicky detegovali expresiu HIF-1a a CA IX v stbore 111 pripadov
CRC. Expresiu tychto proteinov sme korelovali s klinicko-morfologickymi parametrami CRC
a navzdjom. HIF-1a bol exprimovany v 80/111 pripadoch (72,1%). Pozorovali sme jadrova
lokalizaciu a intenzita imunoreakcie bola vac¢Sinou silna (71,2%). CA IX bola detegovana v
84/111 pripadoch CRC (75,7%). Véacsina pripadov vykazovala membranovi pozitivitu
(68,5%) a silnll intenzitu imunoreakcie (73,0%). Nezaznamenali sme Zziadne Statisticky
signifikantné asocidcie expresie pozorovanych proteinov s klinicko-morfologickymi
parametrami. Statisticka analyza potvrdila signifikantni korelaciu medzi expresiou HIF-1a a
CA IX. Nadmernd expresia CA IX v tkanivach CRC je regulovana HIF-lo, ¢o moézZe
naznacovat’, ze CA IX je prirodzenym markerom hypoxie nadorov.

Krucové slova
hypoxia, hypoxiou-indukovany faktor 1a, karbonicka anhydraza IX, kolorektalny karcinom,
imunohistochémia

Summary

Hypoxia is a characteristic feature of solid tumors, including colorectal cancer (CRC). The
HIF-1a protein shows increased expression in response to hypoxia, resulting in up-regulation
of some genes (e.g. CA9). CA IX protein is involved in the survival of hypoxic tumor cells in
the tumor microenvironment, with overexpression in various types of tumors (including
CRC). In the present study, we immunohistochemically detected the expression of HIF-1a
and CA IX in a set of 111 cases of CRC. The expression of these proteins was correlated with
the clinico-morphological parameters of CRC and each other. HIF-1a was expressed in
80/111 cases (72.1%). We observed nuclear localization and immunoreaction intensity was
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mostly strong (71.2%). CA X was detected in 84/111 cases of CRC (75.7%). Most cases
showed membrane positivity (68.5%) and strong immunoreaction intensity (73.0%). We did
not record any statistically significant associations between our proteins expression and
clinico-morphological parameters. Statistical analysis confirmed a significant correlation
between the expression of HIF-1a and CA IX. Overexpression of CA IX in CRC tissues is
regulated by HIF-1a, which may indicate that CA IX is a natural marker of tumor hypoxia.

Keywords
hypoxia, hypoxia-inducible factor 1la, carbonic anhydrase IX, colorectal cancer,
immunohistochemistry

Uvod

Solidne nadory Casto vytvaraji hypoxické oblasti v dosledku nedostatocného prisunu kyslika
nepravidelnymi a funkéne nedokonalymi cievami. Hypoxia je biologicky a klinicky délezity
jav s vyraznymi vplyvmi na fenotyp a progresiu nadoru. Prispieva k nej mnoho réznych
faktorov, vratane rychleho rastu nédorovej masy a jej nedostatocnej vaskularizicie. Je
pozorovand asi u jednej tretiny malignych ochoreni, vratane kolorektalnych karcindémov
(CRC). CRC je tretim najcastejSim nadorovym ochorenim s vysokym vyskytom aj v
Slovenskej republike (1,2).

Hypoxia predstavuje nepriaznivy faktor, ktory moze viest v mnohych situaciach k bunkovej
smrti. Znizend dostupnost’ kyslika v§eobecne stimuluje bunkové adaptacné procesy, vratane
presunu na glykolyticky metabolizmus, spomalenia proliferacie buniek, straty bunkovej
adhézie, zvySenia migracie, invazie, angiogenézy a dalSich zmien, ktoré umoziuju
metastdzovanie a su energeticky usporné (3). K tymto zmendm dochddza v désledku masivne;j
remodelacie transkripéného programu, ktory je aktivovany heterodimérnym transkripénym
faktorom nazyvanym hypoxiou-indukovany faktor (HIF), ktory koordinuje zmenu v génove;j
expresii ako odpoved’ na hypoxiu (4,5). HIF-1 sa podiel'a na adaptacii na hypoxiu a je zlozeny
z dvoch podjednotiek, HIF-1o a HIF-1p (1).

Korelacia medzi hypoxiou a zlou progndzou, rovnako ako odolnost’ na bezné sposoby liecby,
viedli k zavedeniu upravenych lie¢ebnych postupov a novych prognostickych a prediktivnych
markerov do klinickej praxe. Ako jeden z najperspektivnejSich markerov hypoxie sa javi
expresia karbonickej anhydrazy IX (CA IX) (6,7). CA IX je zvycajne silno exprimovand v
nadorovych tkanivach v hypoxickych podmienkach. Jej expresia je v prvom rade regulovana
na urovni transkripcnej aktivacie. Primarnu molekulovli odpoved’ na nedostatok kyslika
predstavuje stabilizacia a aktivacia podjednotky HIF-1a (1).

V podmienkach hypoxie sa zvySi akumulacia HIF-la v cytoplazme, ktord je nasledne
translokovana do bunkového jadra, kde interaguje s neustale tvorenou HIF-1f podjednotkou a
tak dochddza k vytvoreniu aktivneho HIF-1 transkripéného faktora. Promoétor génu CA9
obsahuje hypoxia responzivny element (HRE), ktory sa viaze na HIF-1 v mieste promotora a
indukuje transkripciu génu CA9 ako reakciu na hypoxiu mikroprostredia (1,4).

Material a metody

V nasej préci bol analyzovany archivny material, uskladneny vo forme parafinovych bloc¢kov.
Skumany subor tvorilo 111 vzoriek CRC, ktoré pochadzali z diagnosticky uzavretych
pripadov. V analyzovanom subore CRC boli hodnotené nasledovné klinicko-morfologické
charakteristiky: vek pacientov, pohlavie, grade, stage, lokalizacia 1ézie, stav lymfatickych
uzlin a vaskuldrna invazia.

Z kazdého parafinového blocku boli pomocou rotaéného mikrotomu (Leica Biosystems,
Nemecko) narezané¢ dva 4 pm hrubé rezy na dokaz HIF-lo a CA IX. Preparaty pre
imunohistochemickll analyzu boli farbené v autostaineri Ventana BenchMark® ULTRA
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(Roche, USA). Monoklonalna protilatka proti HIF-1a (klon EP118; Epitomics, USA) bola
riedené v pomere 1:200 a proti CA IX (klon: H-11; Zeta corporation, USA) v pomere 1:300.
Reakcia bola pri CA IX vizualizovana Fast Red chromogénom (Roche) a pri HIF-1a DAB
chromogénom (Roche).

Pri interpretacii ziskanych imunohistochemickych vySetreni sme semikvantitativne hodnotili
subceluldrnu lokalizaciu, intenzitu imunoreakcie a percento pozitivnych buniek. Statistické
hodnotenie sa realizovalo pomocou programu R software (version 3.2.3) (8). V predkladanej
praci boli pouzité Chi-kvadrat test (¥2) a Spearmanov korela¢ny koeficient. Za Statisticky
vyznamnu sme povazovali hodnotu p<0,05.

Vysledky

HIF-1a bol exprimovany v 80/111 (72,1%) pripadoch. Vo vSetkych pripadoch sme detegovali
jadrovu lokalizaciu imunoreakcie, pricom vécSina vykazovala silnu intenzitu (71,2%) (Obr.
1). Chi kvadrat testom neboli potvrdené Ziadne signifikantné asocidcie medzi klinicko-
morfologickymi charakteristikami CRC (vek pacientov, pohlavie, grade, stage, lokalizacia
1ézie, stav lymfatickych uzlin a vaskuldrna invazia) a parametrami expresie HIF-1a (p>0,05).
Expresiu CA IX sme pozorovali v 84/111 (75,7%) pripadoch CRC. Pozitivne pripady
vykazovali prevazne membranovu lokalizaciu imunoreakcie (68,5%) a silnu intenzitu (73%)
(Obr. 2). Chi kvadrat test nepotvrdil ziadne signifikantné asociacie medzi klinicko-
morfologickymi charakteristikami CRC (vek pacientov, pohlavie, grade, stage, lokalizacia
1ézie, stav lymfatickych uzlin a vaskularna invazia) a parametrami expresie CA IX (p>0,05).
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Obr. 2 Silni membranova pozitivita nadorovych buniek CRC na dokaz CA IX.

Chi kvadrat test preukazal signifikantni koreldciu medzi expresiou HIF-la a CA [IX
(p<0,05). Spearmanovym korelaénym koeficientom (r) bola zistend strednd pozitivna
korelacia medzi pozitivnymi a negativnymi pripadmi, stredné pozitivna korelacia pri intenzite
a slaba pozitivna korelacia pri percente pozitivnych buniek. Sumarizéaciu ziskanych vysledkov

znazoruje Tab. 1.

3
st

2 >
-

HIF-1a, CA IX
Negativne pripady 31 (27,9%) 27 (24,3%)
Pozitivne pripady 80 (72,1%) 84 (75,7%)
Hodnota p 9.06E-07 (r=0,6)
Intenzita imunoreakcie
+ 0 0
++ 1 (0,9%) 3 (2,7%)
+++ 79 (71,2%) 81 (73%)
Hodnota p 2.65E-06 (r=0,5)
Percento pozitivnych buniek
11 -25% 62 (55,9%) 28 (25,2%)
26 — 50% 13 (11,7%) 24 (21,6%)
>50% 5 (4,5%) 32 (28,8%)
Hodnota p 3.09E-06 (r=0,3)

Tab.1 Korelacia expresie HIF-1o.a CA IX v CRC.

Diskusia

V naSej sérii 111 pripadov CRC bol HIF-la exprimovany v 72,1%. Pozitivne pripady
vykazovali jadrovu lokalizaciu expresie s prevazne silnou intenzitou imunoreakcie (71,2%).




Kuwai et al. (9) vo svojej praci pozorovali expresiu HIF-1a v 58,3% pripadov CRC, pricom
iSlo o silnt jadrovu lokalizaciu imunoreakcie. Greijer et al. (10) detegovali HIF-1a v 78%
pripadov CRC a Saka et al. (11) v 94% pripadov, v obidvoch stadiach s jadrovou lokalizaciou
expresie. Furlan et al. zaznamenali expresiu HIF-la. v 77% pripadov CRC, pricom pozitivne
bunky vykazovali strednu alebo silnu intenzitu imunoreakcie. Podl'a naSich vysledkov a
udajov z literatary je HIF-la vysoko exprimovany v CRC a jeho expresia sa prejavuje
prevazne silnou imunoreackiou, ¢o méze suvisiet' s vysokou akumuldciou tohto proteinu v
bunkach CRC.

Statistickou analyzou sme nepotvrdili Ziadne signifikantné asociacie medzi expresiou HIF-1a
a klinicko-morfologickymi parametrami (vek, pohlavie, grade, stage, lokalizacia 1ézie, stav
LU, vaskularna invazia). Podobne aj Yoshimura et al. (12) a Furlan et al. (13) nepotvrdili
signifikatné korelacie medzi HIF-1 a klinicko-morfologickymi parametrami CRC. Naproti
tomu, Kuwai et al. (9) a Wu et al. (14) zistili, ze expresia HIF-1a signifikantne koreluje s
nadorovou invaziou, vysokym stagingom a stavom LU.

V naSej skupine 111 CRC sme zaznamenali expresiu CA IX v 75,7% pripadov s prevazne
silnou imunoreakciou (73%). Saarnio et al. (15) ako prvi Studovali expresiu CA IX v CRC a
zistili, ze 76% pripadov bolo pozitivnych, pricom pozorovali slabu intenzitu imunoreakcie CA
IX v 29% pripadov CRC a stredni az silni v 47% vzoriek. Dali autori tieZ zaznamenali
nadmernt expresiu tohto proteinu v CRC (16,17,18). Z nich Hong et al. (17) detegovali
strednt az silnu intenzitu v 77,4% pripadov. Expresia CA IX je vo vSeobecnosti, rovnako ako
pri HIF-1a, vo vacsine pripadov vysoka a silna, ¢o mdze suvisiet’ s vysokym nahromadenim
proteinu v bunkach CRC.

CA IX je transmembranovy protein a jej kratky usek zasahuje aj do cytoplazmy buniek. V
nasom subore CRC sme detegovali okrem membranovej lokalizécii (68,5%) aj kombinovanu
membranovu a cytoplazmovu pozitivitu (7,2%). Goethals et al. (19) vo svojej stadii
pozorovali membranovl lokalizdciu imunoreakcie, ale aj miernu cytoplazmovu pozitivitu.
Saka et al. (11) tiez zaznamenali membranovli imunoreakciu, pricom len v niektorych
pripadoch ju sprevadzala aj cytoplazmova pozitivita.

V predloZenej praci sme nezaznamenali Ziadne signifikantné vzt'ahy medzi expresiou CA IX
a klinicko-morfologickymi parametrami CRC. Nase vysledky sa zhoduju s d’al$imi §tudiami
(11,20), v ktorych tieZ nepozorovali signifikantné korelacie medzi CA IX a klinicko-
morfologickymi charaktersitikami pacientov s CRC. V praci Clevena et al. (16) bola
preukazana signifikantna korelacia medzi expresiou CA X a TNM stagingom. Ho a Coomber
(21) pozorovali, Ze vek je signifikantne asociovany s vysokou expresiou CA IX. Rasheed et
al. (18) vo svojej $tadii pozorovali signifikantnu korelaciu medzi pozitivitou CA IX a stavom
LU. Vysledky z literatiry st zna¢ne heterogénne, o modZze suvisiet' s pouzitim odliSnej
metodiky a klasifika¢nych systémov v §tadiach.

HIF-1a podla niektorych autorov (22,23,24) signifikantne koreluje s CA IX v mnohych
typoch nadorov (napr. malobunkovy karcinom plic, kr€ka maternice, prsnika). Pri CRC su
Studie nejednoznacné, preto sme v nasej praci korelovali tiez expresiu HIF-1a s expresiou CA
IX. Medzi sledovanymi proteinmi sme zaznamenali signifikantne pozitivnu korelaciu. Vo
vécsine pripadov sme pozorovali koincidenciu, teda pozitivitu na protein CA IX aj HIF-1a v
tom istom pripade. Greijer et al. (10) tiez pozorovali kolokalizaciu CA 1X a HIF-1a. v CRC. V
niektorych pripadoch sme zaznamenali expresiu HIF-1a, kym expresiu CA IX sme v tychto
pripadoch nedetegovali. Kaluz et al. (25) prezentuje vysvetlenie, ze trva urCity Cas, kym je
protein CA IX detegovatel'ny po transkripcnej aktivacii vyvolanej HIF-1. Cleven et al. (16) a
rovnako aj Saka et al. (11) vo svojich §tadiach nepotvrdili signifikantnti korelaciu medzi CA
IX a HIF-1a. Ich zistenia naznauju, Ze expresia HIF-la nie je primarne zodpovedna za
indukciu expresie CA IX, ktora je pravdepodobne regulovana aj inymi faktormi a/alebo
signalnymi drahami funkénymi v rdmci nddorového mikroprostredia.
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Zaver

Pri analyze HIF-la a CA IX sme pri obidvoch proteinoch zaznamenali vysoku expresiu
Vv CRC. Ich statistickym porovnanim sme zistili pozitivnu signifikantni korelaciu. Z naSich
vysledkov vyplyva, ze medzi HIF-1a a CA IX existuje vzdjomnd asocidcia a hypoxia je
jednym z hlavnych regulatorov CA IX. Pritomnost hypoxie mé nepriaznivy vplyv na
prognoézu ochorenia, pricom hypoxické nddory odoldvaju chemoterapii a radioterapii.
Eliminovanie hypoxickych nadorovych buniek moze poskytnit vyznamny terapeuticky
prinos. Jednym z pristupov k takejto stratégii je aj ovplyvnenie CA IX ako prirodzené¢ho
markera hypoxie.
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Suhrn

Crohnova choroba je chronické zapalové ochorenie s multifaktoridlnou etiologiou. Jednym
z dolezitych faktorov v patogenéze Crohnovej choroby je zvySena hladina prozapalového
cytokinu - tumor nekrotizujiceho faktora alfa (TNFa). Zapalova reakcia, aktivacia
imunokompetentnych buniek ako aj nekréza buniek c¢reva st sprevadzané uvolnenim
vaésieho mnozstva proteindz do cirkulacie. DéleZitou st¢ast'ou liecby pacientov s Crohnovou
chrobou je aj imunomodulac¢na lie¢ba. Ciel'om naSej prace bolo Studovat’ ucinky anti-TNFa
protilatok na hladiny antiproteaz — alfa-2-makroglobulinu a alfa-1-antitrypsinu u pacientov
s aktivnou Crohnovou chorobou.

Vysetrovany subor tvorilo 14 pacientov s aktivnou Crohnovou chorobou. VSetci pacienti
dostali 5 mg anti-TNFa na kg telesnej hmotnosti.

Biochemické parametre boli vySetrované pred zacatim liecby a jeden a Styri mesiace po
podani anti-TNFa. Hladiny antiproteaz (o-1-antitrypsin a alfa-2-makroglobulin) ako aj o-1-
kyslého glykoproteinu boli vySetrované imunochemicky.

Liec¢ba bola pacientmi dobre tolerovana a nevyskytli sa ziadne neziaduce ucinky lieku pocas
celého sledovaného obdobia. Liecba zlepSovala klinicky stav naSich pacientov, o ¢om sved¢i
aj signifikantny pokles indexu CDAI (236 vs. 132). Proteiny akutnej fazy boli pred zah4jenim
liecby zvySené a po mesiaci od podania anti-TNFa sa signifikantne znizili. Sérova hladina
alfa-2-makroglobulinu bola pred za¢atim lieCby vyznamne znizena a po podani antiTNFa sa
zvySovala.

Znizenie hladiny alfa-2-makroglobulinu v sére pacientov v akttnej faze Crohnovej chorovy
pravdepodobne podmieniuje jeho zvysena spotreba. ZvySovanie jeho hladiny v priebehu lieCby
je zrejme ddsledkom znizenia aktivity zapalového procesu a jeho zniZenej spotreby.

Krucové slova
Crohnova choroba, antiproteazy, alfa-2-makroglobulin, alfa-1-antitrypsin, infliximab

Summary

Crohn's disease is a chronic inflammatory disease with a multifactorial aetiology. One
important factor in the pathogenesis of Crohn's disease is an increased level of pro-
inflammatory cytokine-tumor necrosis factor-alpha (TNFa). Inflammatory reactions,
activation of immunocompetent cells as well as necrosis of enterocytes are accompanied by
the release of more proteinases into the circulation. An immunomodulatory treatment is also
an important part of the treatment of patients with Crohn's disease. The aim of our work was
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to study the effects of anti-TNFa antibodies on antiprotease levels - alpha-2-macroglobulin
and alpha-1-antitrypsin in patients with active Crohn's disease.

Fourteen patients with active, moderate to severe Crohn’s disease were included. Patients
received 5 mg per kg body weight of anti-TNFa antibody (infliximab) in intravenous infusion.
Serum levels of alpha-2-macroglobulin, alpha-1-acid glycoprotein and alpha-1-antitrypsin
were assessed in all patients before therapy and in month 1 and 4 after therapy.
Concentrations of proteins were determined immunochemically.

The treatment was well tolerated, no side effects related to treatment with infliximab were
observed during the whole follow-up. Significant drop in Crohn’s disease activity index was
observed one month after application of infliximab (236 vs. 132). Acute phase proteins were
significant increased before therapy with significant decrease after one month of therapy.
Serum level of alpha-2-macroglobulin before beginning of therapy with anti TNFo was
significantly decreased. After administration of infliximab the macroglobulin level gradually
increased.

Decreasing the alpha-2-macroglobulin level in the serum of patients in the acute phase of the
Crohn's disease is likely due to its increased consumption. Increasing its level during
treatment is probably due to a decrease in the activity of the inflammatory process and its
decreased consumption.

Keywords
Crohn'’s disease, antiproteases, alpha-2-macroglobulin, alpha-1-antitrypsin, infliximab

Uvod

Zapalové ochorenia ¢reva (IBD) st multifaktorialnou poruchou imunity charakterizovanou
chronickym relapsujucim zapalom creva. Crohnova choroba (CD) je spolu s ulcerdéznou
kolitidou jednou z dvoch najcastejSich foriem IBD. Zatial’ ¢o ulcerdzna kolitida sa obmedzuje
len na hrubé ¢revo, CD je charakterizovana transmuralnym a diskontinudlnym zapalom
postihujucim traviaci trakt, s najc¢astejSim postihnutim termindlneho ilea a proximalnej Casti
hrubého creva (21,22). Aj ked’ presna etiologia CD ostava stale nejasnd, predpokladé sa, ze
rozhodujicu ulohu v naruSeni intestindlnej homeostazy veducej ku dysregulacnej zapalovej
reakcii v ¢reve zohrava interakcia medzi imunitnym systémom a mikrobidlnymi faktormi po
aktivacii niektorymi environmentalnymi faktormi u geneticky predisponovanych osob.
Zapalové poskodenie Crevnej steny je tak dosledkom aberantnej expresie prozapalovych
a protizapalovych molekul zucastiujicich sa procesov ako vrodenej tak aj ziskanej imunity
(4). Vyznamnym patobiochemickym mechanizmom podielajicim sa na patogenéze
zapalového poSkodenia steny €reva je aj zvySenie oxida¢ného stresu. Je zname, Ze kl'ucovu
ulohu v patogenéze CD zohrava tumor-nekrotizujuci faktor alfa (TNF-a)(8,14), ¢o viedlo aj
k vyvoju lieckov modifikujucich priebeh choroby (2,14,23). V porovnani s konven¢nou
terapiou vykazuji anti-TNF preparaty vysSiu frekvenciu vyskytu remisii ako aj ich dlhsie
trvanie.

Proteindzy st enzymy Stiepiace peptidové vdzby v inych bielkovinach. Podla katalytického
mechanizmu sa proteolytické enzymy rozdel'uju do Styroch skupin: a) serinové proteazy, b)
cysteinové protedzy, c) aspartylové protedzy a d) metaloproteindzy. Prirodzené inhibitory
proteindz mdzeme rozdelit’ na dve skupiny na zdklade spektra ich aktivity na inhibitory
skupinovo Specifické a inhibitory skupinovo neSpecifické. NajrozsiahlejSou je kategoria
skupinovo Specifickych antiprotedz. Skupinovo neSpecifické antiproteinazy su schopné
inhibovat’ enzymy vsetkych Styroch typov proteolytickych enzymov. Patria sem napr. alfa-
makroglobuliny, z ktorych u ¢loveka je najvyznamnejsi alfa-2-makroglobulin (A2MG).
Alfa-1-antitrypsin (A1AT) je relativne maly glykoprotein s m.h. 52 kDa, zlozeny z 394
aminokyselin, patriaci do skupiny inhibitorov serinovych proteindz, ktorého hlavnym zdrojom
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je pecent. A1AT patri aj medzi proteiny akutnej fazy. Malé mnozstva A1AT sa syntetizuju aj
v extrahepatalnych tkanivach, avSak A1AT nachadzajuci sa v sére pochadza prakticky len
z peCene. A1AT je typickym predstavitelom velkorodiny inhibitorov serinovych proteaz,
ktoré st si vel'mi podobné ako Strukturou tak aj funkciou. Jednou z hlavnych tloh inhibitorov
serinovych proteaz je regulacia aktivity enzymov zapojenych do proteolytickych kaskad.
Reakéné centrum inhibitora serinovych proteaz pozostava z 20 aminokyselinovych zvyskov
a funguje ako pseudosubstrat pre cielové proteinazy (8,9,10). Naviazanie proteindzy do
reakéného centra AIAT mé za nasledok vyrazné konformacné zmeny charakterizované
prechodom z tenznej do relaxovanej konformacie s presunom naviazaného enzymu z horného
polu na dolny pol A1AT (11,12). Vysledkom tychto konformac¢nych zmien je katalyticka
inaktivita protedzy a stabilizdcia Struktury AI1AT (13). Komplexy proteaza-antiproteaza sa
potom navizuji na membranové receptory, ¢o umoziuje ich vychytanie z cirkulacie (14).
Cielom nasej prace bolo zhodnotit' hladiny antiproteinaz v sére pacientov s Crohnovou
chorobou a Studovat’ vplyv liecby pomocou anti-TNFa protilatky (infliximab) na ich hladiny.

Subor a metédy

Vysetrovany subor tvorilo 14 pacientov (9 zien a5 muzov, priemerny vek 36 rokov,
v rozmedzi 21 az 42 rokov) s aktivnou Crohnovou chorobou, so stredne t'azkou az t'azkou
formou (priemerné trvanie choroby 10,7 rokov). Kontrolny stibor tvorilo 31 klinicky zdravych
jedincov (darcovia krvi, preventivne prehliadky) s priemernym vekom 38,4 rokov. 13
pacientov bolo v poslednom roku pred zaradenim do Studie lieCenych preparatmi
obsahujucimi 5-aminosalicylovl kyselinu a traja uzivali kortikoidy. VSetci pacienti dostali
anti-TNFa (infliximab, Remicade, Schering-Plough) v davke 5 mg/kg telesnej hmotnosti
V jednej intravenoznej infuzii. Ostatna sprievodna terapia (5-aminosalicylova kyselina,
kortikoidy) ostala nezmenena. Pred podanim anti-TNFa protilatky bolo u vSetkych pacientov
urobené zdkladné hematologické (krvny obraz, hemokoaguldcia) a biochemické vysetrenie
(urea, kreatinin, ALT, AST, ALP akaliémia) ako aj rtg vySetrenie hrudnika za Ucelom
vylt€enia pripadnej kontraindikécie liecby pomocou infliximabu.

U pacientov bola zhodnotena klinicka aktivita choroby (CDAI-Crohn’s disease activity index)
a vySetrené hladiny alfa-1-antitrypsinu a alfa-2-makroglobulinu.

CDALI zohl'adiiuje pocet stolic za tyzdeni, abdominéalnu bolest’, celkovy pocit nedobrého stavu,
vyskyt extraintestindlnych prejavov, hematokrit a telesni hmotnost’ (15). Hladiny oboch
antiproteindz sme stanovovali imunochemicky elektroimunodifiiziou (16) s pouzitim
monospecifickych protilatok (SWAHuUA1AT/IDP, USOL Praha, Q-SwAHu-A2M, SEVAC,
Praha). Pre porovnanie sme vysetrovali aj hladinu alfa-1-kyslého glykoproteinu (A1KG) ako
predstavitel'a skupiny proteinov akutnej fazy. Tieto parametre sme vySetrili pred podanim
a potom jeden a Styri mesiace po podani anti TNFa. V tom istom ¢ase boli vySetrované aj
zékladné rutinne biochemické a hematologické parametre.

Pre Statistické vyhodnotenie boli pouzité neparametrické metody. Vysledky vyjadrujeme ako
aritmeticky priemer =+ strednd chyba priemeru (SEM). Rozdiel medzi subormi bol
vyhodnoteny Wilcoxonovym testom s pouzitim limitu vyznamnosti P < 0,05.

Vysledky

Liecba infliximabom bola u vSetkych sledovanych pacientov dobre tolerovana a ani u jedného
Z nich sme pocas sledovania nezaregistrovali ziadne neziadice vedlajSie uCinky. Zakladné
hematologické a biochemické parametre sa v priebehu liecby nemenili a ostavali v ramci
referen¢nych hodnoét, s vynimkou dvoch pacientov, u ktorych sme zistili miernu anémiu
spdsobent deficitom zeleza.

Zhodnotenie klinického stavu pacientov ukazalo, ze liecba pomocou anti-TNFa (infliximab)
zlepSovala klinicky stav naSich pacientov, ¢o sa prejavilo signifikantnym poklesom indexu
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CDAI z 236+34 pred liecbou na 132426 prvy mesiac po podani anti-TNFa. V d’alSom
priebehu doslo ku miernemu vzostupu CDAI na hodnotu 145+19 vo Stvrtom mesiaci po
podani anti-TNFa (tab.1).

1 mesiac po podani | 4 mesiace po podani

pred zacatim lieCby infliximabu infliximabu

CDAI 236+ 34 132 £26 145+ 19

Tab. 1 Hodnoty indexu CDAI akonjugovanych diénov u pacientov s Crohnovou chorobou
Vv priebehu liecby infliximabom

Porovnanie hladin vySetrovanych proteinov pred zacatim lie¢by s hodnotami v kontrolnom
stibore zdravych jedincov ukézalo signifikantne vysSie hodnoty A1AT a A1KG (A1AT: 2,29
g/l vs. 2,76 g/l, ALKG: 750 mg/l vs. 1128 mg/l)(obr.1). Hladina alfa-2-makroglobulinu bola
pred lieCbou signifikantne nizsia ako v kontrolnom stbore (1980 mg/l vs. 1418 mg/l).

Liecba pacientov pomocou antiTNFa protilatky znizovalo hladinu ATAG aj A1AT (obr.2,3).
Tento pokles bol Statisticky vyznamny. V d’al§ich mesiacoch sme pozorovali opétovné
zvySovanie hladin oboch vySetrovanych proteinov, takZze po Styroch mesiacoch od podania
antiTNFa sa hladiny A1AG a A1AT signifikantne neli$ili od hodnét pred zahajenim liecby.
Koncentracia antiproteazy A2MG sa spravala odliSne od A1AT a A1KG. Jej hodnota pred
zacatim liecby bola signifikantne zniZend oproti kontrolnému suboru zdravych jedincov
a v priebehu liecby sa jej hladina postupne zvySovala (1418 £ 290 mg/l — 1592 + 350 mg/l —
1658 + 318 mg/l)(obr.4).

Regresna analyza zavislosti zmien A2MG od zmien hladin A1AT (korelacny koeficient 0,44,
P > 0,1)(obr.5) a AIKG (korelacny koeficient 0,27, P > 0,34)(obr.6) neukazala ziadnu
signifikantni koreldciu medzi vySetrovanymi parametrami. Regresné analyzy zavislosti zmien
hladin ATAT od zmien AIKG ukazala Statisticky vyznamnu pozitivnu korelaciu tychto
dvoch parametrov (korela¢ny koeficient 0,64, P < 0,015)(obr.7).

Diskusia

V nasej praci sme pozorovali pozitivny u¢inok podania infliximabu na pacientov s Crohnovou
chorobou, ktory je v zhode s viacerymi publikovanymi pracami o priaznivom ucéinku anti-
TNFa na stav pacientov s Crohnovou chorobou (17,18,19). Index aktivity Crohnovej choroby
aj hladiny zapalovych markerov sa signifikantne zniZovali mesiac po aplikécii anti-TNFa.
Syntézu proteinov akitnej fazy stimuluje zvySena hladina prozapalovych cytokinov (IL-1,
TNFa), o ktorych sa predpokladd, Ze st hlavnymi medidtormi zapalového procesu pri
Crohnovej chorobe. D4 sa teda ocakavat, Ze liecba s anti-TNFo, ktora je zamerana na
kli€ovy prozapalovy cytokin v patogenéze Crohnovej choroby, bude spdsobovat’ zmeny
V hladinach alfa-1-kyslého glykoproteinu a alfa-l-antitrypsinu, ktoré sme pozorovali v nasej
studii. AvSak v d’alSom sledovani sa ukdzalo len slabé nesignifikantné zvysenie klinickej
aktivity (CDAI) chorobného procesu, zatial’ ¢o hladiny troch vySetrovanych proteinov aktitne;j
fazy sa signifikantne zvySovali. Ako ukazali vysledky prac niektorych autorov (20,21,22),
zvySenie hladiny alfa-1-kyslého glykoproteinu predchadzalo klinickému relapsu Crohnove;j
choroby, ¢o by mohlo vysvetlit’ diskrepanciu medzi hladinami AAG a AAT na jednej strane
a klinickym stavom naSich pacientov s Crohnovou chorobou S$tyri mesiace po podani anti-
TNFa na strane druhe;j.

Alfa-2-makroglobulin je predstavitelom skupinovo neSpecifickych inhibitorov proteinaz.
A2MG sa lisi od ostatnych inhibitorov proteindz tym, Ze nepdsobi na aktivne miesto
proteolytickych enzymov, ale funguje ako ,,molekulova pasca®. V jeho molekule sa nachadza
zvlastny tsek o dizke niekolko desiatok aminokyselin, obsahujuci vizby I'ahko Stiepitelné
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celym radom proteindz. Po rozstiepeni tohto ,navnadového useku™ sa rychlo meni
konformacia A2MG. Molekula proteinazy je zovretd preskupenymi doménami A2MG
a naviac este kovalentne naviazand. Sucasne sa na povrchu molekuly A2MG exponuju miesta
$pecificky rozpoznavané receptormi na bunkovych membranach hepatocytov, ktoré vzniknuté
ireverzibilné komplexy pohlcuju a tak odstraituju z cirkulacie. Toto odstranovanie je vel'mi
Specifické a ucinné, takze ich polcas v cirkulacii je len 2-5 minut.

V aktivnej faze Crohnovej choroby je zrejme v krvi pacienta zna¢né mnoZzstvo proteinaz
pochadzajucich z aktivovanych granulocytov ako aj z posSkodenych buniek sliznice tenkého
creva a ktoré sa viazu na molekuly A2MG. Vytvorené komplexy st rychlo odstraiiované
z cirkulacie a hladina A2MG sa takto v dosledku zvysenej konzumpcie znizuje. Znizenie
aktivity zapalového procesu po podani protilatky proti TNFa znizuje spotrebu A2MG a tym
podmietiuje postupné zvySovanie jeho hladiny.

Je zname, ze A2MG viaze v sére aj TNFa a tak inhibuje jeho G¢inok (23). Znizena hladina
alfa-2-makroglobulinu v sére pacientov s aktivnou Crohnovou chorobou méze takto znizovat
eliminaciu TNFa z cirkulacie a tak potencovat’ jeho prozéapalovy ucinok.

Chybanie korelacie medzi hladinami oboch vySetrovanych antiproteaz (A2MG a A1AT)
svedCi o tom, ze ide o antiproteazy s rozdielnymi mechanizmami ucinku. A1AT ako protein
akutnej fazy podlieha na rozdiel od A2MG aj d’al§$im regulacnym faktorom, ako su napr.
prozapalové cytokiny. Tomu by nasvedcovala dobra korelacia A1AT s hladinou A1KG, ktory
je tiez proteinom akutnej fazy.

3000
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pred lieCbou
500 -

zdrave kontroly

A-1-KG A-1-AT A-2-MG

Obr. 1 Hladiny vySetrovanych proteinov v stibore zdravych kontrol a pacientov s Crohnovou
chorobou pred zac¢iatkom liecby
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Obr. 2 Hladiny alfa-1-kyslého glykoproteinu v sére pacientov s Crohnovou chorobou pred zaciatkom
liecby a 1 a 4 mesiace po podani antiTNFa
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Obr. 3 Hladiny alfa-1-antitrypsinu v sére pacientov s Crohnovou chorobou pred zaciatkom liecby a 1

a 4 mesiace po podani antiTNFa
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Obr. 4 Hladiny alfa-2-makroglobulinu v sére pacientov s Crohnovou chorobou pred za¢iatkom liecby
a 1 a 4 mesiace po podani antiTNFa
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Obr. 5 Korelacia zmien koncentracie alfa-2-makroglobulinu so zmenami v hladinach alfa-1-
antitrypsinu (P > 0,1)
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Obr. 6 Korelacia zmien koncentracie alfa-2-makroglobulinu so zmenami v hladinach alfa-1-m
kyslého glykoproteinu (P > 0,34)

Korelacia A-1-AT a A-1-KG

1800F

= C
a@1600
d r

0

1400

0

> L
=200}

)] !
*=>4000
= -

800 |

600}
1300 1600 1900 2200 2500 2800

alfa-1-ky

alfa-1l-antitrypsin

Obr. 7 Korelacia zmien koncentracie alfa-l-antitrypsinu so zmenami v hladinach alfa-1- kyslého
glykoproteinu (P < 0,015)

Zaver

V nasej stadii sme sledovali vplyv terapie infliximabom na sérové hladiny antiproteaz — alfa-
l-antitrypsinu a alfa-2-makroglobulinu. Liec¢ba bola pacientami dobre tolerovana a nevyskytli
sa ziadne neziadice ucinky lieCby pocas celého sledovaného obdobia. Liecba zlepSovala
klinicky stav naSich pacientov, o Com svedci signifikantny pokles indexu CDAI. Plazmaticka
hladina A2MG, ktora bola signifikantne znizend pred zacatim lieCby, sa zvySovala po
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aplikacii anti-TNFa. Je pravdepodobné, ze znizena hladina A2MG u pacientov s Crohnovou
chorobou méze byt’ dosledkom jeho zvysenej spotreby v dosledku zvysenej hladiny proteinaz
Vv sére pochadzajucich z aktivovanych imunokompetentnych buniek a poSkodenych buniek
¢reva. Postupny narast hladiny A2MG v priebehu liecby je zrejme odrazom zniZenia aktivity
zapalového procesu a znizenia konzumpcie A2MG. Chybanie korelacie medzi hladinami
Al1AT a A2MG je zrejme podmienené odliSnym mechanizmom uc¢inku oboch antiprotedz.
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Suhrn

Lipidové parametre, lipidové rizikové indexy a lipidové markery oxidacného stresu
(paraoxonazal (PON1) a lipoperoxidy (LPO)) odrazaju aktualny stav metabolizmu lipidov a
ovplyviiuji vznik a rozvoj ateroskler6ézy. Predpokladali sme, ze znizena aktivita PONI,
zvySené hladiny LPO a abnormalny lipidovy profil mézu predpovedat vznik a progresiu
aterosklerdzy u zdravych jedincov stredného veku.

Arylesterazova aktivita PON1, LPO, lipidovy profil (celkovy cholesterol, HDL-, LDL-, non-
HDL-cholesterol, triglyceridy (TG), apolipoproteiny (Apo) Al a B) a lipidové rizikové indexy
boli stanovené v sére 46 dobrovolnikov (priemerny vek 43,1 &+ 6,8 rokov): 24 normolipidecka
skupina (NL) a 22 hyperlipidemické skupina (HL).

ZvySené hladiny aterogénneho cholesterolu (LDL, non-HDL), lipidovych rizikovych indexov
(p <0,0001), LPO (p < 0,001) a znizena aktivita PON1 (p < 0,05) boli zistené v HL skupine.
Pozorovali sme silné korelacie medzi aktivitou PON1 a HDL (r = 0,635, p = 0,0005), ApoAl
(r = 0,703, p < 0,0001), pomerom ApoAl/ApoB (r = 0.536, p = 0.004), a pomerom non-
HDL/HDL (r = - 0.445, p = 0.013) v NL skupine. Naopak, v HL skupine neboli zistené
podobné korelacie medzi aktivitou PONT1 a tymito parametrami.

Vyznamné abnormality v lipidovych parametroch, oslabend aktivita PONI, zvySena
peroxidacia lipidov a zmenené vztahy medzi PON1, HDL a ApoAl mo6Zzu ovplyviiovat
antioxida¢né a anti-aterogénne funkcie HDL a mat za nésledok vySSiu néachylnost
lipoproteinov k oxidacnej modifikécii. Sledovanie lipidovych rizikovych parametrov spolu s
markermi oxida¢ného stresu u asymptomatickej populacie mdze byt prinosom pre vcasni
identifikaciu ochoreni stvisiacich s aterosklerdzou.

KPicové slova
aterosklerdza, lipidové rizikové indexy, lipoperoxidy, paraoxondza 1
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Summary

Lipid parameters, lipid risk indexes and lipid-related oxidative stress markers (paraoxonase 1
(PON1) and lipid peroxides (LPO)) reflect the actual status of lipid metabolism and influence
the onset and progression of atherosclerosis. We hypothesized that decreased activity of
PONI, elevated levels of LPO and abnormal lipid profile may predict the onset and
progression of atherosclerosis in the healthy middle-aged subjects.

Arylesterase activity of PON1, LPO, lipid profile (total cholesterol; HDL-, LDL-, non-HDL-
cholesterol; triglycerides (TG); apolipoproteins (Apo) Al and B) and lipid risk indexes were
determined in the serum obtained from 46 volunteers (mean age 43.1 + 6.8 years): 24
normolipidemic group (NL) and 22 hyperlipidemic group (HL).

Elevated levels of atherogenic cholesterol (LDL, non-HDL), lipid risk indexes (p < 0.0001),
LPO (p <0.001), and decreased activity of PON1 (p < 0.05) were found in HL group. Strong
correlations between PONI1 activity and HDL (r = 0.635, p = 0.0005), ApoAl (r = 0.703, p <
0.0001), ApoA1/ApoB ratio (r = 0.536, p = 0.004), and non-HDL/HDL ratio (r = - 0.445, p =
0.013) were observed in NL group. To the contrary, it has not been detected similar
correlations between PONT activity and these parameters in the HL group.

Significant abnormalities in lipid parameters, weakened PONI1 activity, increased lipid
peroxidation and altered associations between PONI1, HDL and ApoAl may influence
antioxidant and anti-atherogenic functions of HDL and result in higher susceptibility of
lipoproteins to oxidative modification. Monitoring of lipid risk parameters together with
oxidative stress markers in an asymptomatic population may be beneficial for the early
identification of atherosclerosis-related diseases.

Keywords
atherosclerosis, lipid risk indexes, lipoperoxides, paraoxonase 1

Uvod

Abnormality v metabolizme lipidov a lipoproteinov sa povazuji sa za vyznamné rizikoveé
faktory aterosklerdzy, ktoré sa zacali CastejSie objavovat’ u mladSich a strednych vekovych
skupin a pokladaju sa za vhodné prediktory predc¢asnej kardiovaskularnej (CV) chorobnosti a
umrtnosti (1). Riziko CV ochoreni sa mdze menit’ v zavislosti od typu lipidovych abnormalit
a cielovej populdcie (2). Je dobre zname, ze progresia aterosklerézy zavisi nielen od
pritomnosti a poctu rizikovych faktorov, ale tieZ od doby trvania asymptomatického Stadia.
Ochorenia suvisiace s aterosklerdzou sa vyvijaju pocas celého zivota, zacinajiic vyskytom
rizikovych faktorov (rozvoj subklinickej aterosklerdzy) a konc¢iac nadhlymi CV prihodami (3).
Epidemiologické tidaje ukazuju, Ze CV ochorenia su najcastejSou pric¢inou umrti v Eurdpe
(viac ako 4 miliony rocne), aj ked’ v poslednych rokoch imrtnost’ u tychto chordb vyznamne
poklesla v mnohych krajinach (4).

Vseobecne akceptovana oxidacnd hypotéza aterogenézy podporuje antioxida¢ni tlohu HDL v
procesoch oxidécie lipidov, najmé enzymu PON 1, ktory je priamo spojeny s funkciou HDL.
Tento enzym katalyzuje hydrolyzu lipidovych peroxidov, ktoré su viazané na LDL a HDL
(5,6). Preto je aktivita PONI kl'iCovym prispievatelom k antioxidacnej schopnosti HDL.
Paraoxonaza 1 sa viaZze na HDL prostrednictvom ApoAl, ktory stabilizuje jej aktivitu (7).
Nedavna §tadia skimala vztah medzi HDL a ApoAl u pacientov s deficienciou ApoAl a
zistila, ze PON1 zostava nad’alej viazana na HDL aj za tychto podmienok (8). Autori vSak
pozorovali niZsiu stabilitu komplexu PON1-HDL a zniZzenu aktivitu PON1 u tychto pacientov
v porovnani s kontrolou. Pri zvySenom oxidacnom strese moZe byt molekula ApoAl
modifikovand niektorymi produktmi oxidaéného stresu ako je myeloperoxidaza,
malondialdehyd a iné (9). Tieto molekuly menia Struktaru a funkciu ApoAl, inaktivuju
funkciu PON1 a tym zhorSuju atero-protektivne vlastnosti HDL (10).
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V klinickej praxi je dobre zname, Ze abnormdlny metabolizmus lipidov je jednym z
najdolezitejSich rizikovych faktorov rozvoja aterosklerdézy, najmd u mladsSej a strednej
populacie (11). Uvazovali sme, ¢i mozné zmeny v aktivite PON1 a v hladinach LPO za
podmienok abnormalneho lipidového profilu mézu byt vo vztahu s lipidovymi rizikovymi
faktormi u asymptomatickej populécie. Preto bolo hlavnym cielom naSej $tadie vyhodnotit’
hladiny lipidovych parametrov v nahodne vybranej vzorke zdravych jedincov v strednom
veku a identifikovat’ rizikové lipidové faktory. Okrem toho nas zaujimali aj vzt'ahy medzi
antioxida¢nou aktivitou PONI1, oxida¢nym poSkodenim lipidov, lipidovym profilom a
lipidovymi rizikovymi indexmi.

Material a metody

Do stadie bolo zaradenych 75 dobrovolnikov (priemerny vek 41,7 + 8,2 rokov) z Narodne;j
transfuznej sluzby SR v Bratislave. Z tejto skupiny 29 dobrovolnikov nespliialo kritéria a boli
vyradeni zo $tadie. Definitivne sa zcastnilo v tejto Studii 45 dobrovol'nikov (31 muzov a 15
zien), priemerny vek 43,1 + 6,8 rokov). Kritéria pre zaradenia do Studie boli nasledovné: bez
klinickych alebo laboratérnych dokazov metabolickych rizikovych faktorov ako je obezita,
hypertenzia, hyperglykémia a diabetes mellitus; sérové hladina ALT v rozsahu fyziologickych
hodnot a krvny tlak nizs$i ako 140/90 mmHg. Pred odberom krvi bola zaznamenana vyska a
vaha a vypocitany index telesnej hmotnosti (BMI). Dobrovolnici boli rozdeleni do dvoch
skupin podl'a nameranych hodnét lipidovych parametrov: 24 normolipidemické skupina (NL)
s hladinami lipidov v referenénom rozsahu a 22 hyperlipidemicka skupina (HL) s hladinou
celkového cholesterolu (CHOL-T), LDL- ¢ a HDL-c nad horny limit referen¢nych hodnét.
Vsetci dobrovolnici vyplnili dotaznik pre darcovstvo krvi a podpisali informovany suhlas na
zaradenie do Stadie.

Odber krvi a spracovanie vzoriek

Vzorky venoznej krvi sa odoberali do komercnych injekénych striekaciek bez antikoagulancii.
Prva cast’ striekaciek na stanovenie zdkladnych biochemickych parametrov bola
transportovand do laboratoria OKB. Druha cast’ striekaciek na stanovenie PON1 aktivity a
koncentracie LPO bola transportovana na Ustav lekarskej chémie, biochémie a klinicke;
biochémie LFUK. Sérum bolo izolované centrifugidciou za Standardnych podmienok,
presunuté do polystyrénovych skimaviek, zmrazené a skladované pri -80 ° C az do analyzy.

Stanovenie biochemickych parametrov

Zakladny lipidovy profil v sére bol stanoveny Standardizovanymi metédami pre automaticky
analyzator (ADVIA 2400 Chemistry System, Siemens, USA) pomocou stiprav Erba Lachema,
Brno, Ceska republika v akreditovanom laboratoriu OKB.

Arylesterazova aktivita PON1 (aryPONT1) v sére bola stanovena podl'a metody Gan a kol. (12)
spektrofotometricky (UV-1800 Spektrofotometer, Shimadzu Corporation, Japonsko) s
fenylacetatom ako substratom (Sigma-Aldrich, MO, USA). Produkcia fenolu bola kontinuélne
monitorovand 3 minuty pri 270 nm a 37° C. Arylesterazova aktivita PON1 bola vypocitana
pomocou molarneho extinkéného koeficientu pre fenol (1310 mol™.dm’.cm™) a vyjadren4 ako
pmol/min/ml séra.

Koncentrécia celkovych lipoperoxidov v sére bola stanovena podl'a metdédy El-Saadani a kol.
(13) spektrofotometricky (UV-1800 Spektrofotometer, Shimadzu Corporation, Japonsko).
Koncentracia LPO bola vypocitand pomocou molarneho extinkéného koeficientu pre I3 (24
600 mol™'.dm’.cm™) a vyjadrena ako nmol/ml séra.
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Statistickd analyza

Na vyhodnotenie vysledkov boli pouzité nasledovné testy: Shapiro-Wilk's W-test
na posudenie normalnej alebo neStandardnej distribucie udajov; Student's t-test na udaje
s normalnou distribuciou (priemer + Standardna odchylka); Mann-Whitney's U-test na udaje
s neStandardnou distribuciou (median (1. kvartil; 3. kvartil). Spearmanovy korelacny test bol
pouzity na vyhodnotenie vztahov medzi nameranymi parametrami v kazdej skupine
a vyjadreny pomocou korelaéného koeficientu (r). Statisticki vyznamnost' pre vietky
stanovenia bola na urovni p < 0,05 (two-sided). Pouzity bol §tatisticky program StatsDirect”
2.3.7 (StatsDirect Sale, Cheshire M33 3UY, UK) a program Excel 2010 (Microsoft Office
Excel Corporation, USA) na grafické znazornenie vysledkov.

Vysledky

Zakladné charakteristiky ucastnikov S$tadie, biochemické parametre, vypocitané lipidové
rizikové indexy a markery oxida¢ného stresu su uvedené v Tabulke 1. Zistili sme, ze vacsi
pocet muzov (82%) bol zastipeny v HL skupine (p < 0,05) nez v NL skupine (54%). Z celej
skupiny malo 41% ucastnikov hodnoty BMI > 25,0 (15 muzov a 4 Zien). NenaSli sme
vyznamny rozdiel vo veku a BMI medzi oboma skupinami (p > 0,05).

Parameter NL skupina HL skupina p
n/muzi (%) 24 (54) 22 (82) < 0,05
vek (roky) 41,4+5,0 44,9 + 8,1 0,082
BMI (kg/m°) 25,8+4,5 26,5 (25,4; 28,0) 0,298
CHOL-T (mmol/l) 4,83 +0,39 6,58 + 1,02 < 0,0001
HDL-c (mmol/l) 1,38 £ 0,35 1,20 £ 0,23 < 0,05
non-HDL-c (mmol/l) 3,45+0,41 5,36+ 0,93 < 0,0001
LDL-c (mmol/l) 3,03 +£0,38 4,32 +0,90 < 0,0001
TG (mmol/l) 0,83 (0,75; 1,04) 1,64 0,37 < 0,0001
ApoA 1 (g/l) 1,83 + 0,42 1,77 0,27 0,574
ApoB (g/l) 0,79 + 0,09 1,16 £ 0,23 < 0,0001
non-HDL/HDL 2,66 £0,79 4,38 (3,9; 4,8) < 0,0001
HDL/LDL 0,46 £ 0,13 0,28+ 0,06 < 0,0001
ApoA 1/ApoB 2,34 £0,61 1,57 £ 0,34 < 0,001
aryPONL1 aktivita 135,8 £ 31,5 119,6 £21,2 < 0,05
Lipoperoxidy 54,5 (47,7;63,5) | 81,7 (62,5; 108,1) <0,001

Tab. 1 Zakladné charakteristiky Gcastnikov §tudie, lipidovy profil a markery oxida¢ného stresu
Legenda k tabulke:

Hodnoty su vyjadrené ako priemer + Standardna odchylka pre parametrické premenné alebo ako
median (25. percentil; 75. percentil) pre neparametrické premenné.

P hodnota predstavuje Statisticky vyznamny rozdiel medzi nameranymi parametrami v NL a HL
skupine.

U dobrovolnikov zaradenych do HL skupiny, hladiny CHOL-T, LDL-c a non-HDL-c
prekracovali horny referencny limit. Zistili sme rozdiely v tychto hladindich medzi HL a NL
skupinou (p < 0,0001). Cela skupina dobrovolnikov mala koncentracie HDL-c v referencnom
rozsahu. AvSak 86% dobrovol'nikov z HL skupiny (11 muZov a 8 Zien) malo hladiny HDL-c
na dolnej hranici tohto rozmedzia. Tieto vysledky naznacuji tendenciu k niz§im hodnotdm
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HDL-c u hyperlipidemickych jedincov v porovnani s referenénym rozsahom a tiez s NL
skupinou (p < 0,05). Hladiny TG sa priblizovali k fyziologickym hodnotdm. Zaznamenali sme
vyznamny rozdiel v TG hladinaich medzi NL a HL skupinou (p < 0,0001). 28%
dobrovol'nikov z HL skupiny malo koncentracie TG nad hornou hranicou referencného
rozsahu ale tieto hodnoty neprekrocili 3,0 mmol/l. Vyznamné rozdiely v pomerov HDL/LDL
a non-HDL/HDL boli zistené medzi oboma skupinami (p < 0,0001). Hladiny markerov
oxida¢ného stresu u ucastnikov Stidie su uvedené v Tabulke 1. Existuji urcité rozdiely v
hladinach skiumanych markerov medzi oboma skupinami. Nizsia aryPON1 aktivita (p < 0,05)
a vyssia hladina LPO (p < 0,001) bola namerand v HL skupine ako v NL skupine.

Korelované parametre NL skupina HL skupina
r p r p
aryPON1 HDL-c 0,635 0,0005 - 0,422 0,026
ApoA 1l 0,703 < 0,0001 - 0,320 0,073
non-HDL-c - 0,455 0,013 0,238 0,142
ApoA 1/ApoB 0,536 0,004 - 0,061 0,394
ApoA 1 HDL-c 0,935 < 0,0001 0,940 < 0,0001
non-HDL/HDL - 0,801 < 0,0001 - 0,535 0,006
HDL/LDL 0,820 < 0,0001 0,401 0,032
non-HDL-c | LDL-c 0,917 < 0,0001 0,857 < 0,0001
ApoB 0,925 < 0,0001 0,916 < 0,0001
ApoA 1/ApoB - 0,415 0,022 - 0,555 0,004
CHOL-T 0,687 < 0,0001 0,978 < 0,0001
HDL/LDL - 0,549 0,003 - 0,622 0,001
ApoB LDL-c 0,807 < 0,0001 0,812 < 0,0001
CHOL-T 0,610 0,001 0,875 < 0,0001
HDL/LDL - 0,499 0,007 -0,738 <0,0001
non-HDL/HDL 0,555 0,003 0,614 0,001
ApoA HDL-c 0,906 <0,0001 0,444 0,019
1/ApoB LDL-c - 0,342 0,051 -0,513 0,008
HDL/LDL 0,907 < 0,0001 0,947 < 0,0001
non-HDL/HDL -0,913 < 0,0001 - 0,889 < 0,0001
LDL-c non-HDL/HDL 0,482 0,009 0,351 0,054
CHOL-T 0,701 < 0,0001 0,870 < 0,0001
Lipoperoxid | TG 0,517 0,015 0,877 <0,0001

Tab. 2 Korela¢na analyza medzi lipidovymi rizikovymi faktormi kardiovaskularnych ochoreni
a markermi oxida¢ného stresu

Legenda k tabulke:

r- Spearmanov korela¢ny koeficient

P hodnota predstavuje Statisticky vyznamny rozdiel medzi nameranymi parametrami v NL a HL
skupine.

Vysledky korelacnej analyzy medzi lipidovymi rizikovymi faktormi a markermi oxida¢ného
stresu su uvedené v Tabulke 2. Ako je zobrazené na obrazkoch 1 a 2, aktivita aryPONI1 silne
koreluje s HDL-c (p = 0,0005) a ApoAl (p < 0,0001) v NL skupine. Okrem toho, aryPON1
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aktivita pozitivne korelovala aj s pomerom ApoA1/ApoB (p = 0,004) a negativne korelovala s
non-HDL (p = 0.013) v tejto skupine. Na rozdiel od tychto vysledkov, podobné vztahy medzi
aryPON1 a tymito parametrami v HL skupine sme nepozorovali. Napriek zistenym hladinam
TG u tcastnikov studie, pozorovali sme silnejSiu korelaciu medzi TG a LPO (r = 0,877, p <
0,0001) v HL skupine ako v NL skupine (r = 0,517, p = 0,015).
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Obr. 1 Korelacie medzi arylesterazovou aktivitou PON1 and HDL cholesterolom v NL skupine
(r=0,635, p =0,0005) a HL skupine (r = - 0,422, p = 0,026)

I - Spearmanov korelacny koeficient

p - hodnota Statisticky vyznamného rozdielu medzi korelovanymi parametrami v jednotlivych
skupinach
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Obr. 2 Korelacie medzi arylesterazovou aktivitou PON1 a apolipoproteinom A 1 v NL skupine
(r=0,703, p <0,0001) a HL skupine (r = - 0,320, p = 0,073)

I - Spearmanov korelacny koeficient

p - hodnota Statisticky vyznamného rozdielu medzi korelovanymi parametrami v jednotlivych
skupinach
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Diskusia

V stadii sme sktimali vybrané markery oxida¢ného stresu, lipidové parametre a lipidové
rizikové indexy kardiovaskularnych chordéb u zdravych dobrovolnikov stredného veku.
Identifikovali sme jedincov so zvySenymi hladinami CHOL-T, LDL-c a HDL-c ako aj
rizikovych indexov. Dobrovolnici tejto skupiny nemali ziadne klinické alebo laboratdrne
dokazy CV ochorenia pred zaradenim do Studie. Do HL skupiny boli zaradeni vtedy ak mali
zmenené najmenej tri rizikové lipidové faktory. Vyskyt viacerych rizikovych faktorov
naznacuje nielen naruseny metabolizmus lipidov ale aj potencidlne riziko rozvoja
aterosklerdzy.

Ako bolo publikované, hyperlipidémia predstavuje dobre definovany rizikovy faktor
aterosklerdzy spojeny so zvySenou morbiditou a mortalitou (3,14). Okrem toho, non-HDL-c
je silnejSim markerom CV rizika nez LDL-c. Konkrétne, non-HDL-c¢ poskytuje odhad
mnozstva cholesterolu, ktory je naviazany na aterogénne Castice, vratane LDL, IDL, VLDL a
lipoproteinu(a) (15). Preto zvySené hladiny aterogénneho cholesterolu (LDL-c a non-HDL-c)
vyznamne prispievaji k patogenéze aterosklerozy a CV ochoreni. Tento stav sa modze
vyskytovat’ u jedincov s hypertriglyceridémiou ale aj bez nej (16). V stilade s tymito Stidiami
dobrovol'nici v HL skupine mali zvySené hladiny aterogénneho cholesterolu bez vyznamne;j
hypertriglyceridémie (Tabul’ka 1).

Je vSeobecne zname, ze nizke hladiny HDL-c st vyznamnym prediktorom CV ochoreni a
zvycajne su uzko spojené (nepriamo) s hladinami TG. Populacné Studia (4) vsak ukazala, ze
zvySené CV riziko s nizkymi hladinami HDL-c je nezévislé od hladin TG. V stlade s tymto
zistenim, naSa Studia identifikovala jedincov so zvySenym CV rizikom pri fyziologickych
hladinéch (resp. na spodnej hranici rozsahu) HDL-c a TG.

Publikované prace uvadzaji, ze hladiny HDL-c nie vzdy odraZaji funkénost HDL.
Antioxida¢ny systém HDL reprezentovany aktivitou PON1 ma podstatny vplyv na procesy
lipidovej peroxidacie. VSeobecne sa uznava, ze sérova hladina LPO je dobrym indikatorom
oxida¢ného poskodenia lipidov (5,6). Na zaklade tychto skutocnosti mézeme konsStatovat’, ze
¢im intenzivnej$i je oxidacny stres a produkcia LPO, tym intenzivnejSia je inaktivacia
mnohych proteinov viazanych na HDL, ako je PONI1, ApoAl a pod. V podmienkach
zvySeného oxidacného stresu mdze inaktivacia tychto proteinov ovplyvilovat’ antioxidacné,
anti-aterogénne a d’alSie funkcie ¢astic HDL (10,17).

Nasa Studia pozorovala rozdiely v hladindch markerov oxida¢ného stresu medzi oboma
skupinami (Tabulka 1). Vyznamne zniZend aktivita PON1 a zvySena koncentracia LPO bola
namerand v HL skupine v porovnani s NL skupinou. Tieto vysledky zreteI'ne naznacuju, Ze
existuju procesy zvyseného oxidacného poskodenia lipoproteinov a ich zniZzenej antioxidac¢ne;j
ochrany medzi dobrovolnikmi v HL skupine. Vzhl'adom na toto zistenie konStatujeme, Ze
zmenena funkcia PON1 moéze ovplyviiovat ulohu HDL a LDL v procesoch aterogenézy.
znizena aktivita tohto enzymu. Okrem toho, zmenené vzt'ahy medzi aktivitou PONI a tymito
parametrami (obrazky 1 a 2) spolu so zvySenou hladinou LPO v HL skupine mézu byt
dokazom znizenej schopnosti HDL inhibovat’ oxida¢né poskodenie lipidov. NaSe zistenia st v
sulade s hypotézou o HDL dysfunkénosti (10,18) a mézu prispiet’ k doteraj§im informaciam o
Specifickych zmenach v metabolizme HDL. Presné mechanizmy zodpovedné za
dysfunk¢énost” HDL nie su zatial’ objasnené.

Zaverom mdzeme konStatovat, ze monitorovanie rizikovych markerov metabolizmu lipidov,
najmd v asymptomatickych $tadiach aterosklerdzy, moze byt prinosom nielen pre skoru
identifikaciu zvySeného kardiovaskularneho rizika ale aj pre zniZenie predCasnej morbidity
a mortality u jedincov v strednom veku.
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PNEUMOKOKOVE INVAZNE INFEKCIE
U DOSPELYCH A PREVENCIA

(Pneumococcal invasive infections in seniors and prevention)
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Sthrn

Neopuzdrena forma Streptococcus pneumoniae je v dnesnej dobe pomerne Castou stcastou
fyziologickej flory hornych dychacich ciest. Nosi¢stvo pneumokoka, morbidita, invazivita
a mortalita je ovplyvnena jeho sérotypom. Rizikovou skupinou su nielen deti do 5 rokov veku
ale aj seniori, hlavne vo veku nad 65 rokov.

Podla statistiky WHO su pneumokokové pneumonie a nasledné infekcie s nimi spojené,
tret'ou najcastejSou pricinou umrtnosti, kde zomiera roc¢ne 3 — 5 miliénov l'udi.

Prave pre vysokl nebezpecnost’ ochorenia a nasledne aj vysoku imrtnost’ je tato problematika
povazovana, aj z pohl'adu Svetovej zdravotnickej organizacie (WHO), Eurdpskeho centra pre
kontrolu chorob (ECDC) a ostatnych relevantnych Struktir za zdvaznu a treba ju dosledne
sledovat’.

Za najucinnej$iu prevenciu sa povazuje ockovanie .Velka pozornost’ sa venuje, tzv. ,, plosnej
vakcinacii® a jej efektu na o€kovanu populéaciu .

Kruacové slova
invazne pneumokokové infekcie, Slovenské narodné referencné centrum pre pneumokokové
nakazy (NRC), ploSné vakcindcia, vakcina, prevencia, rizikové faktory

Summary

Nonencapsulated Streptococus Pneumoniae nowadays is quite commonly a part of the
physiological flora of the upper respiratory tract. State carrier, morbidity, invasiveness and
mortality are defined by the serotype. Risk group contains merely not only the children aged
under 5 years old, but includes also the seniors predominantly over 65 years of age.

WHO statistics reveal that pneumococcus pneumoniae and thus resulting infections are the
third common cause of death with the annual mortality in population being 3-5 million of
people.

Due to the seriousness of the illnesses and the correlating high mortality rates this isssue is
being taken into consideration as substantial with the need for monitoring by the World
Health Organization (WHO) and the European Centre for Disease Prevention and Control
(ECDC) and their relevant structures. The most effective prevention is vaccination.
Considerable attention is being given to “areal immunization programmes‘ and its effects on
the vaccinated population.

Keywords

invasive pneumococcal infections, Slovak National Reference Center for Pneumococcal
Diseases, area vaccination, vaccine, prevention, risk factors
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Uvod

Infekéné ochorenia spdsobuji mnohym l'ud’om obrovské utrpenie , zamestnavaju velku Cast’
zdravotnictva a zna¢ne odCerpavaju financné zdroje. Pre jednotliveca, zdravotnicke zariadenie
apre zachovanie finanénych zdrojov je vzdy vyhodnejSie ochoreniu predchédzat ako ho
liecit’. K astym povodcom infekcii nielen dychacich ciest ale aj réznych invaznych ochorent,
ako napriklad ochorenie intravaskularneho systému, bakteriémia, meningitida, patri aj
bakterialny druh Streptococcus pneumoniae. Rizikovou skupinou st nielen deti do 5 rokov
veku ale aj seniori, hlavne vo veku nad 65 rokov.

Podla statistiky WHO su pneumokokové pneumonie a nasledné infekcie s nimi spojené,
tretou najcastejSou pri¢inou umrtnosti, kde zomiera ro¢ne 3 — 5 miliénov l'udi. Bolo zistené,
ze riziko vyskytu pneumokokovych infekcii u seniorov spojenych s mortalitou stupa uz vo
veku nad 50 rokov. Vyrazny uspech pri lieébe invaznych pneumokokovych infekcii bol
zaznamenany v polovici 20. storocia objavenim niektorych novsich antibiotik, ktoré rozsirili
spektrum antibakteridlnych latok v terapii pneumokokovych infekeii.

V ostatnych rokoch bolo vSak zaznamenané vazne ohrozenie Ui¢innosti antibiotik z dévodov
narastajicej, rychlo sa Siriacej rezistencie ato nielen na Slovensku, ale aj vo vicSine
europskych krajin. Dost’ nelichotivé je, ze na Slovensku je tiroven rezistencie u pneumokokov
na bezne ordinované antibiotikd v porovnani so susednymi krajinami ( napr. Raktisko, Ceska
republika) vyssSia. Pri¢inou je pravdepodobne casto zbyto¢né a nespravne pouzivanie
antibiotik. NajucinnejSou zbrafiou v boji proti Sireniu infekcie je prevencia. V znacnej miere
k tomu prispieva hlavne zaradenie o¢kovania proti invaznym pneumokokovym infekciam do
narodné¢ho imuniza¢ného programu .Aktivnou imunizaciou sa znizuje tiez pocet komplikacii
a miera nazofaryngealneho nosicstva v populacii.

Pri invaznych pneumokokovych ochoreniach (IPO) dochadza k prieniku baktérii do povodne
sterilnych miest v 'udskom organizme, ako je napriklad krv, likvor, pleuralna tekutina,
perikardidlna tekutina apod. Tieto ochorenia st jednou zhlavnych pri¢in morbidity
a mortality nielen u deti ale aj dospelych. Faktory asociované s horSou prognézou su vek viac
ako 65 rokov, Sok, potreba mechanickej ventilacie, chronické ochorenie srdca alebo pluc,
renalne zlyhanie, imunosupresivna terapia a iné. Vyssi vek (nad 50 rokov) v zavislosti od
pridruZenych ochoreni moze zvySovat’ mortalitu, pripadne riziko pneumokokovej pneumonie
aj pri infekcii menej virulentnymi sérotypmi. Osobitne tazky priebeh bol zaznamenany
u asplenickych pacientov s poruchou imunity, prip. malnutriciou. V tychto pripadoch moze
mat’ ochorenie rychly priebeh s letdlnym koncom (do 24 — 48 hodin). V suvislosti so
stipajucim vekom

zaznamenalo Ndrodné referencné centrum pre pneumokokové infekcie V poslednych 10
rokoch zjavny exponencialny vzostup incidencie invaznych pneumokokovych infekeii.
Rizikom s tzv. invazne pneumokokové ochorenia sposobujuce bakteriémiu veducu ku
vzniku pneumonie, sepsy, meningitidy alebo artritidy. Jednd sa o oplzdrenu (vysoko
virulentnu ) formu baktérii sposobujucich infekciu prevazne endogénneho povodu.

Na zaklade doterajSich §tidii mozno konStatovat’, Ze viac ako 90% ochoreni u starSich osdb
predstavuje bakteriémia . Priblizne u 5-10 % pacientov to je meningitida (Solovi¢, Audicova
2013). Len u malého percenta pacientov (1-2%) bola zaznamenand septicka artritida,
purulentna perikarditida a peritonitida. Bolo zistené, ze 60-87% spominanych infekcii je
asociovanych s pneumoéniou. NajvysSia zaznamenand incidencia bakteriémie/sepsy na 100
000 pacientov bola zaznamenana vo vekovej skupine 75 - 84 rokov, ¢o ¢inilo 2,75 %. Je tu
teda zjavny exponencialny vzostup incidencie pneumokokovej infekcie s rastiicim vekom.
Meningitida je vac¢Sinou sekundarna — otogénneho alebo pourazového povodu.

Zaznamenana letalita, zapri¢inend pneumokokmi, je ale omnoho vyssia u starSej populacie s
viacerymi komorbiditami. Napriklad u pneumonie sa pohybuje od 10 do 30%, u meningitidy
od 16 do 37% .
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Sucasny stav rieSenej problematiky na Slovensku a v zahranici

Invazne pneumokokové ochorenia patria do skupiny nakaz podliehajicich v zmysle zakona
NR SR ¢. 355/2007 o ochrane, podpore arozvoji verejného zdravia. Za nakazy s vysokou
dolezitostou su povazované invazne pneumokokové infekcie aj v inych krajindch EU. Preto
boli tieto ndkazy zaradené v zmysle rozhodnutia Eurdpskej komisie medzi 50 nékaz, ktoré st
hlasené do Eurdpskeho systému surveillance (The European Surveillance System — TESS-y)
v ramci ECDC.

Pre hlasenie pneumokokovych invaznych ochoreni plati nasledovna Standardné definicia:
Klinické kritéria - nie st relevantné pre ucely epidemiologického sledovania
Laboratérne kritéria — aspon jedno z tychto troch kritérii:

- Izolacia pneumokokov z prirodzene sterilného miesta

- Dokaz nukleovej kyseliny pneumokokov z prirodzene sterilného miesta

- Izolacia antigénu z prirodzene sterilného miesta

Epidemiologické kritérid - neuplatiiuji sa

Klasifikacia pripadu ochorenia :

A. Mozny pripad ochorenia — neuplatiiuje sa

B. Pravdepodobny pripad ochorenia - neuplatiiuje sa

C. Potvrdeny pripad ochorenie — kazda osoba, ktora spiia laboratorne kritéria

Pri hlaseni pneumokokovych infekcii treba postupovat podla formulara vypracovaného
Slovenskym Narodnym Referenénym Centrom pre pneumokokové nakazy (NRC) .

Material a metody

Diagnostika sa opiera o ( podl'a statutu NRC pre pneumokokové infekcie):

- diagnostické postupy uvedené v Statute NRC pre pneumokokové infekcie

- sérotypizaciu kmenov S. pneumoniae

- molekularno-biologicky dokaz S. penumoniae

- pulznu elektroforézu verifikovanych kmenov s naslednym zaradenim do pulzotypov

- ulohy vyplyvajiuce z Odborného usmernenia pre survelliance pneumokokovych infekcii

Klinicky obraz pneumokokovej infekcie moZe byt’ veI'mi menlivy. Diferencidlna diagnostika
sa robi na zaklade posudenia anamnézy , klinického obrazu a RTG vysledkov. Diferencialno-
diagnosticky je potrebné odlisit’ vel'mi pestri paletu ochoreni inej genézy. Diagnézu treba
potvrdit’ mikrobiologicky.

Odber materialu

Odber materialu zavisi od klinického obrazu pacienta. Odobera sa napriklad sputum, punktat,
aspirat, bronchoalveolarna lavaz (BAL), vytery z hnisavych lozisk (ucho, spojivkovy vak),
atd’.

Mikroskopicky dokaz

Realizuje sa farbenim mikroskopického preparatu podl'a Grama. (Obr. 1)
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Obr. 1 Mikroskopicky preparat - S.pneumonie v spate Kultivacny dékaz (19)
Streptococcus pneumoniae mozu rast' v hlienovitych, bezfarebnych koldniach nepravidelného
tvaru pripominajuci kvapocky oleja (Obr. 2). Pri znizenej tvorbe kapsulového polysacharidu
su kolonie lesklé, o - hemolytické velké asi 1 mm, charakteristického miskovitého tvaru
(Obr.3).

Obr. 2 Mikroskopicky preparat - S.pneumonie v spute (41)

Obr. 3 Typicky miskovity tvar kolonii - S.pneumoniae (S-faza) (42)

Pre identifikaciu sa pouziva niekolko testov.

- najjednoduchsie je stanovenie pomocou optochinového testu

- vV pripade problémov, ¢i nejasnosti mozno vyuzit' aj dalSie identifikatné metody,
akymi s0 napriklad latexova aglutinacia, biochemicka identifikacia pomocou
Streptotestu (Lachema) alebo molekularno-biologické metody (PCR, Génové sondy).

- sérotypizacia — ide 0 identifikaciu baktérii na zaklade ich antigénnej Struktury.
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Problémy antimikrobidlnej terapie a prevencie.

Sucasny stav G¢innosti antibiotik na Slovensku a ich vysokej , ¢asto neodovodnenej spotreby,
vyzaduje neodkladné riesSenie niektorych efektivnych opatreni, hlavne na urovni regionalnej a
lokalnej. Rezistencia, ako bolo opakovane v mnohych stadidch potvrdené,

(Mikromed, Slovensky medicinsky dialog, GRACE), ma totiz vyrazny regionalny charakter.
Boli zistené vyrazné odliSnosti, ktoré stvisia s pravidelnym monitoringom vyskytu
pneumokokovych infekcii a ich terapii v ramci jednotlivych regionov Slovenska. (14,17).

Na liecbu infekcii DC v ambulantnej praxi sa pouziva priblizne 60 — 80 % vsSetkych
antibiotik. Z toho je priblizne 50 — 60 % antibiotik predpisanych zbytocne a su nevhodne
indikované. Casto neoddvodnené a nadmerné uZivanie antibiotik (ATB) urychluje vznik a
Sirenie rezistencie a z toho dovodu stratégie cielené na obmedzenie spotreby ATB patria
medzi najucinnejsie. Rezistencia baktérii ohrozuje ako ucinnost’ ATB, tak aj vysledok liecby
infekénych ochoreni. (7,8,9)

Perspektivne rieSenie tohto medicinskeho problému sa vidi v prevencii pneumokokovych
ochoreni ato hlavne v povinnej vakcinacii rizikovych vekovych skupin (deti a seniori) a
indikovanych imunodeficientnych pacientov (23,31). Problémom tu ale mézu byt odli$nosti
V ramci imunitného systému kazdého ¢loveka a jeho reakciou na podanu vakcinu.

Odporicané ockovanie u Seniorov:

1. Pacienti s rizikovymi faktormi (chronické ochorenia): bronchidlna astma, diabetes,
chronickych srdcovo-cievnych ochoreni, pltc, obli¢iek, atd’. (polysacharidova vakcina
Pneumo23)

2. Pacienti s vysokorizikovymi faktormi = zavazné poruchy imunity, absencia sleziny,
maligne ochorenia.(konjugovana vakcina Prevenarl3 i polysacharidova vakcina Pneumo23)
3. Seniori nad 65 rokov (konjugovana vakcina Prevenarl3 i polysacharidova vakcina
Pneumo23)

Konjugované vakciny (Prevenar 13 sa v dnesnej dobe uprednostiiuju pred polysacharidovymi
(Pneumo23), pretoze poskytuji ,.komplexni* imunitnti odpoved’ so Specifickymi protilatkami
(1gG1 a 1gG3) — ukazalo sa , Ze su ucinnejsie ,ako tie, ktoré st indukované i polysacharidovou
vakcinou Pneumo23 (IgG2). Vd’aka tomu je ochrana po ockovani spol'ahlivejsia a S vysokou
pravdepodobnost’ou tiez dlhodobejsia. (2,3,4,40).

Kvalita imunitnej odpovede ovplyviiuje nielen prevenciu pneumokokovych ochoreni, ale tiez
bacilonosi¢stvo.

V ostatnej dobe sa ale vramci celosvetového meradla u seniorov odporica ockovanie
obidvoma vakcinami. Podmienkou je zachovanie 8-tyzdnového intervalu — lepSie 1 roka.
Ako dovod sa uvadza, ze ak je tento interval dlhsi, strata imunitnej odpovede je mensia.

Ako prvé sa odporti¢a o¢kovanie konjugovanou vakcinou Prevenarl3

Podla Regionadlneho uradu verejného zdravotnictva SR sa pre prax odporuca:

1. Dosledné presadzovanie ockovania u rizikovych vekovych skupin

2. Vykonavanie v€asnej mikrobiologickej diagnostiky hlavne u otitid a sinusitid

3. Pravidelné zistovanie sérovarov izolovanych kmenov a regionélne sledovanie ich vyskytu
4. V ramci posilnenej surveillance IPN sledovat’ aj neskoré nasledky po prekonani infekcie.
(24,25,26)

Zaver

Zaverom mozno skonStatovat, ze hoci sa celosvetovo uvadza viac ako 91 sérotypov
Streptococcus pneumoniae, ich prevalencia sa obmedzuje na cca 30 sérotypov. Rizikom su
invazne pneumokokové ochorenia ako napriklad artritida, sepsa, meningitida. Tieto dominuju
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u niektorych rizikovych skupin ako su deti do 5 rokov veku, seniori star§i ako 60 rokov
a pacienti s chronickymi infekciami. Zdrojom je vyhradne chory ¢lovek alebo bacilonosic.
Nosi¢stvo, morbidita, invazivita a mortalita st ur€ujice pri pohl'ade na dolezitost’ prevencie
Pl vpopulacii (7,8,9). Podla medzindrodnych epidemiologickych $tadii invazne
pneumokokové ochorenia predstavuju celosvetovy problém sprevadzany vysokou morbiditou
a mortalitou (4,18,22). Vzhl'adom na to, ze sicasné pneumokokové vakciny su sérotypovo
Specifické, je mimoriadne dolezité monitorovanie vyskytu kauzalnych sérotypov a dosledkov
vysokej genetickej plasticity pneumokokov, ¢o predstavuje i jeden z cielov Eurdpske siete pre
invazne pneumokokové ochorenia.

Slovenské Ndrodné referencné centrum pre pnemokokové ndikazy - na zaklade vysledkov
hlaseni prichddzajucich z jednotlivych regiénov Slovenska upozorfiuje na to, ze aj pri
vyznamnom zlepSeni v hlasenosti je incidencia pneumokokovych infekcii na Slovensku 1,86/
100000 obyvatel'ov (tidaj za rok 2017) este stdle ovplyvnena vyznamnou podhlésenostou,
pripadne poddiagnostikovanostou.

Tato situdcia preto nabada, aby bola regiondlnemu $ireniu pneumokokovych infekcii a ich
kauzalnych sérotypov venovana dostato¢na pozornost.

Literatira

1. Avdicova, M., Francisciova,K., Klement,C., Donovalova,A.: Epidemiologické aspekty
vyskytu invazivnych pneumokokovych infekcii a dopad celoplosného ockovania deti proti
pneumokokom na Slovensku, Pediatria pre prax — Suplementl, 2012; 13(S1).

2. Beran,J., Havlik,J.: Pneumokokové nédkazy a moznosti ofkovani proti nim, Praha:
Maxdorf,s.r.0.,2006,136 s. ISBN 80-7345-091-7.

3. Beran, J., Havlik, J., Vonka, V.: 2005. Oc¢kovani - Minulost, pfitomnost, budoucnost.
1. vyd. Praha: Galén. 348 s. ISBN 80-7262-361-3.

4. Black, S., Shinefield, H., Fireman, B., et al.: Efficacy, safety and immunogenicity of
heptavalent pneumococcal conjugate vaccine in children, Pediatr Infect Dis J. 19, s. 187-195.
5. Blechova,Z., Mare$ova,V., Horova,B.: Diagnostika Streptococcus pneumoniae
Vv praxi,Antibiotika a rezist., 2007,1-2(6), s.15-17

6. Bottkova E., Mad’arova L.,Klement C.,Camajovzi J.,Avdicova M.,Hudeckova H.:
Aktualny stav vo vyskyte invazivnych infekcii spdsobenych Streptococcus pneumoniae na
Slovensku, ich sérotypy a moZnosti diagnostiky, VI. Slovensky vakcinologicky kongres
Strbské Pleso 15.-17. Jan. 2015, Prednaska.

7. Bottkova, E., Klement, C., Mad’arova, L., éamajové,J., Avdi¢ova,M., Hupkova H.,
Hudeckova,H.: Sérotypy invazivnych pneumokokovych infekcii v rokoch 2011-2013 na
Slovensku, Pediatria 2014, 9(Suplement),s. 14-17.

8. Camajova, J., Bottkova, E., Klement, C., Mad’arova, L., Hupkova,H., Avdi¢ova,
M., H. Hudeckova, H.: Invazivne pneumokokové ochorenia a monitoring zameny
kauzalnych sérotyov Streptococcus pneumoniae.Podla hlaseni- Regionalny urad verejného
zdravotnictva so sidlom v Banskej Bystrici, Banska Bystrica 2012.

9. Gondova,l.,, Taka¢,B.: Vyskyt pneumokokovych pneumoénii u hospitalizovanych
pacientov v sucasnosti, Pediatr. prax, 2015, 16(4), s. 168-170 .

10. Guevara, M., Barricarte, A., Pérez B., et al.: Heptavalent-pneumococcal conjugate
vaccine (Prevenar). Differences in effectiveness between populations , 2008 May-Aug,31(2),
s.171-192. Review. Spanish.

11. Hanquet, G., Perrocheau, A., Kissling E. et al.: Surveillance of invasive pneumococcal
disease in 30 EU countries: Towards a European system?,_ ECDC Country Experts for
Pneumococcal Disease. Vaccine. 2010 May 21,28(23) s. 3920-8.

240


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20394721
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20394721

12. Hausdorff WP., Siber G., Paradiso PR.: Geographic differences in invasive
pneumococcal disease rates and serotype frequency in young children. Lancet 2001; 357:
950-952.

13. Hope, J.: Pneumonia jabs for pensioners to be scrapped 'as they don't work', Updated: for
the Daily Mail,31 May 2011.

14. Hupkova, H., Trupl, J., et al.: Antibioticka rezistencia a distribucia sérotypov kmenov
S. pneumoniae pri akitnom zapale stredného ucha u deti do 5 rokov (predbezné vysledky),
Antibiotika a rezistencia, 2007, 5(1-2), s. 21-23.

15. Hupkova, H., Jakubikova, J. , Bazarova, K ., et al : Two Case of Severe Invasive
Infections in Children Caused by Streptococcus pneumoniae serotype 14- case report, Folia
Microbiol.,2009,54 (6), s. 563 — 565.

16. Hupkova, H., Urbandikova, 1., Trupl, J., et al.: Mikrobiologické aspekty otitis media
acuta v detskom veku v Slovanskej republike, Pediatr. Prax,2010,Supl.3, s. 8 — 11.

17. Hupkova, H., Jakubikova, J., Stankovié¢, I., et al.: Rezistencia pneumokokov na
antibiotika v Slovenskej republike, Antibiotika a rezistencia,2007,6,(1-2), s .6 — 11.

18. Huss A, Scott P, Stuck AE, Trotter C, Egger M.: Efficacy of pneumococcal
vaccination in adults: a meta-analysis. CMAJ. 2009 Jan 6;180(1):48-58., CMAJ. 2009 May
12;180(10), s.1038.

19. http://textbookofbacteriology.net/

20. Kajtar,P.: Sucasné odporucania na diagnostiku a lieCbu komunitnych pneumonii, Via
pract., 2015, 12(2), s. 64-70.

21. Konradsen HB, Kaltoft MS.: Invasive pneumococcal infections in Denmark from 1995
to 1999: Epidemiology, Serotypes, and Resistence. Clinical and Vaccine Imunology, 2002;
9(2): 358-365.

22. Las¥an, S., La$§anova, M.: Vakcinicia a prevencia pneumokokovej komunitnej
pneumonie, Klin. Farmakol. Farm., 2014, 28(4),s. 147-151.

23. Lepoutre, A., Varon, E., Georges, S., et al.: Impact of infant pneumococcal
vaccination on invasive pneumococcal diseases in France, 2001-2006. Euro Surveill. 2008
Aug 28;13(35), s. 18962.

24. Liskova,A., Lengyelova,L.: Antibiotickda rezistencia u Streptococcus pneumoniae
v rokoch 2010-2013. Pediatria(Bratisl.),2014, s.18-109.

25. Mad’arova, L., Bottkova, E., Oravkinova, M., Avdi¢ova, M., Feikova, S., Klement,
C.: National surveillance system of invasive pneumococcal diseases in Slovakia, 2011-2017.
ESPID 2018. Poster. Malmo 28.05.2018-02.06.2018.

26. Mad’arova,L.,Bottkova,E.,Oravkinova,M., Avdicova,M., Feikova,S.,Klement,C.:
Multidisciplinarny pristup k poskytovaniu zdravotne starostivosti. Konferencia SZU. Banska
Bystrica. ISBN: 978-80-89702-51-0.

27. Mad’arova, L., Bottkova ,E., Oravkinova, M., Avdicova, M., Feikova, S.,
Klement,C.:Invazivhe pneumokokové a hemofilové ochorenia na Slovensku, IX.
Vakcinologicky kongres 2018. 26-  28.04.2018.ISBN 978-80-89797-31-8. Zbornik
abstraktov, str. 29 . Surveillance invazivhych pneumokokovych ochoreni na Slovensku
28. Marchetti F, Ronfani L, Nibali SC, Tamburlini G. :Delayed prescription may reduce
the use of antibiotics for acute otitis media: a prospective observational study in primary
care. Personal. Archives of Pediatrics & amp; Adolescent Medicine, 2005, 159(7): 679-684.
29. Motlova, J., Benes§, C., K¥izova, P.: Invazivni pneumokokové onemocnéni v Ceské
republice v letech 2000-2006. Epidemiol Mikrobiol Imunol, 2008, 57, s. 14-21.

30. Motlova, J., Bene§, C., K¥izova, P.: Invazivni pneumokokové onemocnéni v Ceské
republice v letech 2000. Zpravy EM (SZU, Praha), 2009, 18, s. 203—209.

241


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19124790
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19124790
http://textbookofbacteriology.net/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18761883
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18761883
callto:2018.%2026-28.04.2018
callto:978-80-89797-31-8

31. Motlova J. :Distribuce sérotypli a séroskupin Streptococcus pneumoniae u pacientil s
invazivnimi pneumokokovymi onemocnénimi v Ceské republice v letech 1996—2003:
podklady pro vakcinaéni strategii. Epidemiol Mikrobiol Imunol 2005; 1(54): 3—10.

32. Petras, M., Lesna, I.K.: Ockovani proti pneumokokovym nékazdm, Manual ockovani
2010.

33. Plesko, M., Hupkova, H., Simurka, P.: Analyza pneumokokovych infekcii u pacientov
hospitalizovanych na pediatrickej klinike FN Tren¢in v rokoch 2000 — 2010, Antibiotika
a rezistencia, 2011,(1), s. 49-52.

34. Prymula R. : Invazivni pneumokokova onemocnéni — incidence ve svété a implikace pro
CR. Pediatr pro Praxi, 2006; 7(6): 334-337.

35. Ruckinger, S., et al.: Reduction in the incidence of invasive pneumococcal disease after
general vaccination with 7-valent pneumococcal conjugate vaccine in Germany. Vaccine
2009; 27, s. 4136-41.

36. Solovi¢ L., Avdicova M., Szilagyova M., Svihrova V., Gembula L., Tichopad A.:
Pneumokokové ochorenia a ich zdravotnd a ekonomicka zataz u starSej populacie na
Slovensku, Revue mediciny v praxi 2013,11(4), s. 8-12.

37. Siragi, P., Klement, C., Mezencev, R., Mad’arova, L., Kissova, R., Strharsky, J.,
Trenkler, J., Solovi¢, 1., Avdi¢ova, M., Szilagyiova, M., et al .: Zdravotna a ekonomicka
zataz pneumokokovych ochoreni u starSej populdcie na Slovensku, In: Casopis pre
kontinudlne vzdelavanie v pneumoldgii a ftizeoldgii 2013.

38. Urbaskova, P., Jakubu, V., Zemli¢kova, H., a C Z-EAR SS*: Trendy antibiotické
rezistence invazivnich kment Streptococcus pneumoniae sledované v ramci EARSS v Ceské
republice,Antibiotika a rezistencia, 2007,1 — 2,(6),s. 12-14.

39. Vackova, Z., Klimova, M., Kozikova, J.: Novd metoda a schéma typizace
Streptococcus pneumoniae, Epidemiol. Mikrobiol. Imunol., 2013, ¢. 2, s. 62.

40. Welte T., Torres A., Nathwani D.: Clinical and economic burden of community-
acquired pneumonia among adults in Europe ,Thorax 2012;67(1), s.71-79.

41. Wikimedia Commons

42. www.bacterianphotos.com

43. Zemli¢kova, H.: Streptococcus pneumoniae — vliv pneumokokovych konjugovanych
vakcin na vyskyt antibiotické rezistence, Pediatr. praxi 2012; 13(6): 424-426.

242


https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Streptococcus_pneumoniae_on_Columbia_Horse_Blood_Agar_-_Detail.jpg

PROSTACYKLIN A ATEROSKLEROZA
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Suhrn

Vyznamna uloha pri udrziavani cievnej homeostazy prindlezi prostanoidom s ich
vazoaktivnym pdsobenim na hladkua svalovinu ciev. Je to predovSetkym prostacyklin (PGI2) s
vazodilatatnym U¢inkom a tromboxan A2, ktory v porovnani s PGI2 mé antagonistické
ucinky. Cielom naSej prace bolo zistit, ako sa menia hladiny prostacyklinu v zavislosti od
roznej predispozicii jedincov k ateroskleroze, ako aj v zavislosti od pohlavia. Vzorky krvnej
plazmy sme ziskali od 142 dobrovolnikov, z ktorych bolo 91 Zien a 51 muzov, ktorych sme
na zaklade celkového cholesterolu a LDL subfrakcii rozdelili do 6 fenotypovych skupin,
z ktorych skupiny 1-4 mali neaterogénny lipidovy profil a skupiny 5-6 aterogénny. Zistili
sme, ze jedinci v skupinach 1-4 mali signifikantne zvySené hladiny prostacyklinu v
porovnani s jedincami v skupinach 5-6. Pokles PGI2 sa signifikantne prejavil len u zien. V
skupinach 5-6 sme zistili signifikantne vyssiu produkciu PGI2 u muzov oproti. U zien v
skupinach 5-6 sme zistili signifikantna pozitivnu korelaciu medzi hladinami malych denznych
LDL3-7 subfrakcii a hladinami PGI2 v plazme. AvSak tito korelacia sa nezistila
U neaterogénnych jedincov vo fenotypovych skupinach 1-4. Z lipoproteinovych subfrakeii
v aterogénnych skupinach 5-6 boli signifikantne zniZené len antiaterogénne subfrakcie LDL1
a large HDL oproti neaterogénnym skupinam 1- 4.

Krucové slova
prostacyklin, ateroskler6za, LDL a HDL subfrakcie

Summary

An important role in the maintenance of vascular homeostasis belongs to prostanoids with
their vasoactive effect on the smooth muscle of the blood-vessels. It is primarily prostacyclin
(PGI2) with a vasodilating effect and thromboxane A2, which has antagonistic effects
compared to PGI2. The aim of our work was to find out how prostacyclin levels change
depending on the different predisposition of individuals to atherosclerosis as well as on
gender. Samples of blood plasma we obtained from 142 volunteers (91 females and 51
males), which we divided into six phenotypic groups based on total cholesterol and LDL
subfractions. Groups 1-4 had non-atherogenic lipid profile and groups 5-6 atherogenic. We
found that individuals in groups 1-4 had significantly elevated prostacyclin levels compared
to individuals in groups 5-6. PGI2 decline was significantly manifested in females only. In
groups 5-6 we found significantly higher PGI2 production in males compared to females. In
females in groups 5-6, we found a significant positive correlation between levels of small
dense LDL3-7 subfractions and PGI2 levels in plasma. However, this correlation was not
found in non-atherogenic individuals in phenotypic groups 1-4. From lipoprotein subfractions
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in atherogenic groups 5-6, only anti-atherogenic subfractions of LDL1 and large HDL were
significantly reduced compared with non-atherogenic groups 1-4.

Keywords
prostacyclin, atherosclerosis, LDL and HDL subfractions

Uvod

K udrzaniu normalnej funkcie cievnej steny je potrebné zachovat integritu cievneho endotelu.
Jeho poskodenie vedie k poruchdm cievy, vyustujicim do aterogenézy. Sekréciou biologicky
aktivnych mediatorov zasahuju endotelové bunky do funkcie cievy, homeostidzy cievneho
systému a tym nepriamo ovplyviiuji funkciu ostatych organov a organizmu ako celku (1).
Vyznamna uloha pri udrziavani cievnej homeostazy prindlezi prostanoidom s ich
vazoaktivnym posobenim na hladkd svalovinu ciev. Je to predovSetkym prostacyklin (PGI2) s
vazodilatacnym Uc¢inkom (2) a tromboxan A2, ktory v porovnani s PGI2 mé antagonistické
ucinky (1). Neporusena sekrécia PGI2 a ucéinna kontrola sekrécie TxA2 je dolezitd pre
udrzanie vaskuldrnej homeostdzy. Pri ateroskleroze sa vyskytuji poruchy arterialnej
produkcie PGI2.

V roku 1976 sa zistilo, ze prostaglandinové endoperoxidy su transformované arteridlnymi
mikrozoOmami na nestabilna latku s antiagregacnymi a vazodilataénymi vlastnostami (3 - 5)
Tento novy lipidovy faktor bol nazvany PGX, a ked’ bol neskdr syntetizovany, jeho nazov bol
zmeneny na prostacyklin (PGI2) (6). Prostacyklin je biologicky aktivny lipid so silnymi
antiagreganymi a vazodilatatnymi vlastnost’ami.

Prostacyklin  (PGI2), nestabilny metabolit kyseliny arachidonovej, syntetizovany
vaskuldrnymi endotelidlnymi bunkami a bunkami hladkého svalstva, je silnym
vazodilatatorom a endogénnym inhibitorom agregéacie dostiiek. Prostacyklin je c¢lenom
prostanoidnej skupiny eikosanoidov, ktoré¢ reguluji homeostdzu, hemostdzu, funkciu
hladkého svalstva a zdpal. Prostanoidy st odvodené z kyseliny arachidonovej tc¢inkami
fosfolipazy A, cyklooxygenazy (COX) a Specifickych prostaglandinovych syntaz.
Prostacyklin zabranuje aktivacii krvnych dostic¢iek. Interakcie prostacyklinu na rozdiel od
tromboxdnu (TXA2), silne naznacuji mechanizmus kardiovaskuldrnej homeostazy medzi
tymito dvomi hormonmi v stvislosti s poSkodenim ciev.

Prostacyklin PGI2 je neenzymovo hydratovany na 6-keto prostaglandin Fla (polcas rozpadu
— 2-3 min) a potom sa rychlo premeni na hlavny metabolit 2,3-dinor-6-keto PGFla (t%2 = 30
minut) (7). Prostacyklin bol kedysi povazovany za cirkulujici hormon, ktory reguloval
interakcie dosti¢iek a ciev, ale rychlost sekrécie do obehu spolu s kratkym pol¢asom
naznacuju, Ze prostacyklin posobi lokalne (8).

Ciel'om naSej prace bolo zistit, ako sa menia hladiny prostacyklinu v zavislosti od r6znej
predispozicii jedincov k aterosklerdze, ako aj v zavislosti od pohlavia.

Material a metody

Vzorky krvnej plazmy sme ziskali od 142 dobrovolnikov (priemerny vek 53,66 +14,92
rokov), z ktorych bolo 91 Zien (priemerny vek 54,14 + 1,531 rokov) a 51 muzov (priemerny
vek 53,41 + 2,23 rokov). Na zdklade celkového cholesterolu a LDL subfrakcii sme
dobrovolnikov rozdelili do 6 fenotypovych skupin (tab. 1)
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mg/dl mg/dl mg/dl mg/dl
Trieda | Aterogenicita | celkovy chol | celkové LDL |LDL1,2 |LDL3-7
1a N <200 <130 norma 0
1b N > 200 > 130 vysoké 0
2a N > 200 <130 norma | stopy
2b N > 200 > 130 norma | stopy
3 N > 200 <130 norma | zvySené
4 N > 200 > 130 norma | zvysené
5 A <200 <130 norma | vysoké
6 A > 200 > 130 norma | vysoké

Tab. 1 Fenotypové skupiny jedincov podla celkového cholesterolu a LDL subfrakcii
N — neaterogénna skupina, A — aterogénna skupina

Plazma: Vzorky krvi santikoagulantom EDTA (etyléndiamintetraoctova Kkyselina) boli
centrifugované po dobu 5 min. pri 1200 x g, pri 4°'C. Plazma bola uskladnena pri -80°C a
pouzitd na stanovenie hladin prostacyklinu PGI2.

Izoldacia prostanoidov z krvnej plazmy

Prostacyklin sme izolovali z krvnej plazmy pomocou C-18 chromatografickych kolon Sep-
Pak (Waters). Kolonky sme aktivovali premytim 99.6% etanolom (20 ml), nésledne 15%
etanolom (20 ml) anakoniec vodou (20 ml). Jeden ml plazmy sme zmiesali s 1 ml
fosfatového tlmivého roztoku (pH 3,3) a naniesli na kolonu. Nésledne sme kolonu premyli
redestilovanou vodou (20 ml), 15% etanolom (20 ml) a petroléterom (20 ml), pomocou
ktorého sme odstranili lipidy z plazmy. Na eluciu prostanoidov sme pouzili metylformiat (10
ml). Vyeluované prostanoidy sme zamrazili na -70 °C.

Odparovanie vzoriek

Prostanoidy v metylformiate sme odparovali pod dusikom vo vodnom kupeli pri teplote 40 —
50°C. Po odpareni metylformiatu sme k prostanoidom pridali 0,5 ml EIA tlmivého roztoku z
Elisa kitu Prostaglandin F,, (Cayman Chemical, MI, USA).

Stanovenie koncentrdcie prostacyklinu v krvnej plazme
Koncentracia prostacyklinu PGI, v krvnej plazme u dobrovolnikov bola stanovena pomocou
Elisa kitu 6-keto Prostaglandin F;, (Cayman Chemical, MI, USA).

Stanovované parametre

Celkovy cholesterol (TC), LDL-cholesterol, HDL-cholesterol, triacylglyceroly (TAG) v
plazme boli stanovené v certifikovanom laboratoriu. Na analyzu subfrakcii plazmatickych
lipoproteinov sme pouzili elektroforézu na polyakrylamidovom géli - systém Lipoprint
(Quantimetrix corp., CA, USA).

Statistickd analyza

Statistick4 analyza bola uskutoénena pomocou SPSS verzie 18 (SPSS Inc., USA). Vysledky
st prezentované ako priemer = SEM. Porovnanie dvoch skupin sa analyzovalo Studentovym t
testom. Na porovnanie viac ako dvoch skupin s porovnatelnymi odchylkami sa vykonala
jednosmerna analyza ANOVA, po ktorej nasledoval Tukey test. Hladina vyznamnosti bola
nastavena na hodnotu P <0,05.
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Vysledky

V naSej praci sme sledovali, ¢i sa menia hladiny prostacyklinu v zavislosti od roznej
predispozicii jedincov k aterosklerdze, ako aj v zavislosti od pohlavia.

Jedinci v neaterogénnych skupinach (1-4) maju signifikantne zvySené hladiny prostacyklinu
(p=0,045) v porovnani s jedincami v aterogénnych fenotypovych skupinach 5-6 (tab. 3).
Pokles PGI sa signifikantne prejavil len u zien (1532 + 35 pg/ml v skupine 1la — 4 vs 1362 +
40 pg/ml v skupine 5-6, p=0,03), pricom u muzov v aterogénnych skupinach 5-6 bol
nesignifikantne znizeny v porovnani s neaterogénnymi skupinami la-4. V nasom projekte
sme tiez zistili signifikantne vysSiu produkciu PGI u muzov oproti zendm v aterogénnych
skupinach 5-6 (zeny 1362,12 + 40,30 pg/ml vs muzi 1506,95 + 319,7 pg/ml; p=0,03).

U zien s aterogénnou hypercholesterolémiou vo fenotypovych skupinach 5-6 sme zistili
signifikantn pozitivnu korelaciu medzi hladinami malych denznych LDL3-7 subfrakcii a
hladinami PGI v plazme (p<0,01). U muzov v aterogénnych skupinach 5-6 bola dana
korelacia negativna, avSak nesignifikantne. Korelacia medzi malymi denznymi LDL3-7
subfrakciami a PGI sa v8ak nezistila u neaterogénnych jedincov vo fenotypovych skupinach
la-4. Z LDL cholesterolovych subfrakcii len LDL1 bola signifikantne znizen4 v aterogénnych
skupinach 5-6 (p<0,001) (tab.2). Ostatné subfrakcie boli signifikantne zvySené. Podobny
vysledok sme zistili aj u HDL subfrakcii, kde iba large HDL boli signifikantne zniZené
v aterogénnych skupinach 5-6 oproti neaterogénnym skupinam 1 — 4 (p<0,001) (tab.3).

mg/dl | mg/dl | mg/dl | mg/dl | mg/dI
Fenotypové Vek total
skupiny (roky) chol LDL | LDL1 | LDL2 | LDL3-7
1a-4 PRIEMER| 54,13 214,69 |134,40( 57,29 | 21,63 | 1,47
sem 1,53 4,77 3,87 1,74 | 1,22 0,22
N 104 104 104 104 104 104
5-6 PRIEMER| 52,91 242,74 1157,97| 39,89 | 42,03 | 20,03
sem 2,23 11,13 6,14 | 2,55 | 2,47 2,62
N 35 35 35 35 35 35
p T-test 0,6094 | 0,0100 |0,0027| 0,000 | 0,000 | 0,000

Tab. 2 LDL lipoproteinové subfrakcie

mg/dl | mg/dl | mg/dl | mg/dl | pg/ml

Fenotypové large Small
skupiny HDL | imHDL | HDL HDL PGI
1a-4 PRIEMER | 21,89 | 25,89 | 7,21 | 55,11 |1545,3
sem 1,26 | 0,70 | 0,42 1,71 |29,114
N 66 66 66 66 95
5-6
PRIEMER | 11,74 | 23,37 | 7,06 | 42,58 |1426,4
sem 1,50 | 2,06 | 0,48 2,71 41,802
N 19 19 18 19 32

p T-test 0,000 | 0,146 | 0,855 | 0,0007 | 0,045
Tab. 3 HDL lipoproteinové subfracie
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Diskusia

Ciel'om naSej prace bolo zistit, ako sa menia hladiny prostacyklinu v zavislosti od roznej
predispozicii jedincov k ateroskler6ze, ako aj v zavislosti od pohlavia. V skupine naSich
dobrovolnikov boli fenotypové skupiny 5-6 skupiny s aterogénnym lipidovym profilom a
skupiny 1a — 4 s neaterogénnym.

LDL-cholesterol sa povazuje za jeden z najdolezitejSih faktorov vzniku a rozvoja
aterosklerdzy. Podl'a velkosti Castic sa deli na 5 skupin, z ktorych tzv. malé denzné Castice su
vysoko aterogénne, pretoze, vzhl'adom k svojej velkosti, 'ahSie prenikaju do arterialnej steny.
Maju tiez nizSiu afinitu k LDL-receptoru, rychlo sa oxiduju, maju dlhsi polcas zivota a v
porovnani s vacsimi Casticami LDL, vyssi obsah cholesterolu.

Existuje niekolko $tudii, ktoré dokazuju vyznamny vplyv malych denznych LDL na rozvoj
aterosklerozy, a to aj nezdvisle na ostatnych znamych lipidovych a inych faktoroch. Zistilo sa,
ze u pacientov s kardiovaskuldrnym ochorenim su koncentracie tychto subfrakcii
signifikantne vysSie ako u zdravych l'udi (9).

V naSej praci sme zistili, ze jedinci s vy$Sou predispoziciou k aterosklerdze (skupina 5-6),
s vysokymi hladinami malych denznych LDL3-7 subfrakcii mali signifikantne zniZené
hladiny prostacyklinu. Rasttci pocet dokazov z roéznych stadii ukazal, ze PGI2 mo6ze mat’
ochranny u¢inok voci riziku aterotrombozy (10). Zaroven protektivny Uc€inok na vaskularny
endotelovy systém mozu mat’ aj vel'ké subfrakcie HDL (large HDL) a LDL1 subfrakcie, ktoré
boli signifikantne zniZzené u jedincov v aterogénnej skupine 5-6.

Ateroskler6za je zapal v intime velkych artérii, ktory je vyvolany vysokymi hladinami
sérového cholesterolu, a v ktorom rozne typy buniek vratane monocytov / makrofagov,
endotelovych buniek (ECs), buniek hladkého svalstva (SMC), T buniek, a krvné dosticky
komplexne interaguju (1). Aké st teda zakladné mechanizmy ucinkov TXA2 a PGI2 pri
aterogenéze? Ross a Gloenset (11) veria, Ze intravaskularna aktivacia krvnych dosticiek je
kl'aicovy proces pre tvorbu ateromatozneho plaku. Preco ale krvné dosticky nie su aktivované
v artériach zdravych jedincov? U zdravych jedincov prostacyklin zabranuje aktivacii krvnych
dosticiek, potlaca ich prirodzent tendenciu k adhézii a agregécii. Moncada (5) predpoklada,
7e ateroskleroza sa vyvinie, ked’ je obmedzené vylu¢ovanie prostacyklinu. Inymi slovami,
ateroskleroza je choroba z nedostatku prostacyklinu (5). V naSom projekte sme potvrdili
signifikantne zniZzené hladiny prostacyklinu u pacientov s aterogénnym lipidovym profilom v
porovnani s jedincami s neaterogénnym lipidovym profilom. Zaujimavé je naSe zistenie
pozitivnej korelacie hladiny prostacyklinu s hladinami malych denznych LDL3-7 subfrakcii v
aterogénnych skupindch 5-6, ale nie v neaterogénnych skupiniach 1-4. Tato koreldcia sa
prejavila len u Zien, u ktorych sme zistili signifikantné zniZenie hladiny PGI oproti skupine 1-
4. Pohlavné rozdiely v produkcii PGI boli popisané v in vitro experimente pouZzitim l'udskych
endotelovych buniek izolovanych zo Zily pupocnikovej Snury. Vysledky vykazuju vysSiu
odozvu samcich buniek na stimuldciu trombinom ako bunky samic (12). V naSom projekte
sme tiez zistili signifikantne vysSiu produkciu PGI u muzov oproti Zendm v aterogénnych
skupinach 5-6. Muzi v aterogénnych skupinach mali signifikantne vyssie hladiny PGI oproti
zenam, ¢o mohlo byt odpoved’'ou na signifikantne zvysené LDL3-7 subfrakcie u muzov.
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