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Vazeni autori, mili kolegovia!

A opdt’ presiel nielen akademicky skolsky rok, ale aj rok skuto¢ny, so svojimi 365
dinami, kedy ¢lovek v hoci ktorom povolani i v zivote bilancuje ¢o spravil, ¢o este spravi,
resp. aké ulohy ¢i uz zivotné alebo profesionalne na neho cakaju.

Dalsi Ladzianskeho zbornik (v poradi 9.) je zamerany tak trochu na retrospektivu. Co
sme urobili od vtedy, ako sme tento paméitny zbornik obnovili. Vel'a? Malo? Da sa este viac?
Odpoved... ?

Cerpajme z toho, &o uZ bolo vytvorené a vytvarajme dokonalejsie.

doc. MUDir. Eliska Kubikova, PhD.
Bratislava, 7. 12. 2015
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CERPAJME Z MINULOSTI, KTORA NAS
NAVEDIE NA BUDUCNOST

Eliska Kubikova

Anatomicky ustav, Lekarska fakulta UK, Sasinkova 2, 811 08 Bratislava, Slovensko,
eliska.kubikova@fmed.uniba.sk

Anatémia je nepochybne velmi stard disciplina. Ako vznikala? Nemame celkom urcité
vedomosti, ale predsa ich vieme zdokumentovat’ nalezmi paleontolégov ¢i antropoldgov.
Historia nas prevadza starym Egyptom a jej hieroglyfickymi odkazmi, & starou Cinou alebo
anatomickymi vedomost’ami v Mezopotamii, v Palestine.

Vdaka vSak gréckej medicine, Alkmedénovi, ktory sa pokusil o anatomickt pitvu, alebo
Hippokratesovi, podl'a ktorého dnesni absolventi lekarskeho $tadia skladaj sl'ub na promocii,
pokrocila medicina tam, kde je teraz. Takisto je to aj s anatomiou. Ale teraz nechajme davnu
historiu a pod'me do davnej, ale predsa nie tak davnej sucasnosti.

Vyucba anatomie na prvej historickej univerzite v Bratislave nie je presne v pisomnictve
zdokumentovana. Velkym medznikom vsak bolo zaloZenie Lekarskej fakulty v Budapesti,
kde posobil napr. Vaclav Trnka (profesor anatomie), rytier z Kfovic, ktorému v tom Case
pripadla tazka uloha vyuCovat a prednasat anatomiu na univerzitnej urovni. Musel vSak
najprv zalozit Anatomicky uUstav a zabezpeCit' najmé jeho prevadzku. Pedagogicka praca v
anatomii bola rozdelena na teoretické prednasky a praktické cvicenia, ako je to aj doposial’.
Zakladom bola ucebnica anatomie danskeho povodu Winslowa ,.Expositio anatomica
structurae corporis humani,,. Nepomerne vacSie tazkosti vSak nastali s praktickym
vyuCovanim anatémie. Pre anatomické pitvy mali Bratislavska a Nitrianska stolica dodavat’
teld popravenych zlo€incov. Na anatomickom ustave mali v roku 1777 iba jednu l'udsku
mftvolu, preto boli anatomické pitvy zriedkavé. V stcasnej dobe vdaka §l'achetnym darcom
anatomické pitvy ma Anatomicky tstav LFUK zabezpeceny na niekol’ko rokov (v databaze je
takmer 1000 darcov).

Dalsie obdobie stviselo so zriadenim Lekarskej fakulty Alzbetinskej univerzity v Bratislave,
ktorej profesori zacali odovzdavat’ svoje nové skusenosti novym profesorom, ktori prisli do
Bratislavy z Prahy (Kristian Hynek, Jiti Brdlik, Zdenek Mysliveéek, Gustav Muller ¢i
Stanislav Kostlivy). Rok 1922- vybudovanim Ustavu anatomického bol povereny MUDr.
Antonin Frank. Anatomicky ustav zacal plnit’ svoju tilohu v Skolskom roku 1923/1924 a ustav
predstavovala jedna kancelaria, ale potreboval aj dalSie infrastruktury, takze budovanie
anatomického ustavu bolo tazké vratane personalneho vybudovania. Stalym problémom bol
aj nedostatok priestorov. Ciastoéne sa problém vyriedil tym, e prednosta Ustavu pre
patologickii anatomiu, histolégiu a bakterioldégiu profesor Antonin Spilka zapozical
prednaskovu miestnost’ v starej budove na Sasinkovej ulici 2. Tato miestnost’ vSak nemohla
pojat’ vSetkych posluchadov prvého semestra, navySe sa profesorovi Spilkovi po case
podnéjomnici prestali pacit' a zaujal voci nim odmietavy postoj. NavySe bola pre vyucbu
anatomie potrebna aj pitevia, ktorou bola miestnost v komplexe Statnej nemocnice na
dnesnej Miczkiewiczovej ulici. Tato piteviia vSak tiez patrila pod tGstav patoldgie, kde bol
prednostom uz spominany a negativne naladeny prof. Spilka. Ako ultimum refundum sa
ukdzala moznost konat’ pitevné cvienia v nepouzivanej marnici detskej nemocnice na
Lazaretskej ulici, ale po kratkom Case sa tato miestnost’ z hygienického hladiska stala tplne



nevhodna. Dalsim miestom , kde sa etablovala anatomicka piteviia boli suterénne miestnosti v
jednej z budov Statnej nemocnice, ktoré pdvodne slizili ako operaény trakt experimentalne;
chirurgie pre operaciu pokusnych zvierat, ktoré patrili do kompetencie chirurgickej kliniky
Alzbetinskej nemocnice. Daldim hendikepom v tom obdobi bol chronicky nedostatok uéebnic
a takisto vedecka praca bola takmer nemozna. Prvym prednostom Ustavu anatomického
Lekarskej fakulty bol profesor Antonin Frank, ktorého treba povazovat' za priekopnika
budovania anatomie na Slovensku. Profesor Frank tak dokladne ovladal anatémiu, ze
napriklad so zavretymi oCami dokazal presne urcit' aj fragment 'ubovolnej kosti lebky.
Nastupcom prof. Franka sa stal prof. Frankerberger, ktory sa vSak venoval viac histologii a
embryolégii, preto Lekérska fakulta poZiadala profesora L. Borovanského, asistenta
anatomického ustavu Lekarskej fakulty Karlovej univerzity, aby prevzal prazdne miesto
prednostu. Profesor Borovansky vSak oznamil, ze do Bratislavy za ziadnych okolnosti
nepride. Preto profesor Frankerberger musel prednasat’ biologiu, histologiu i anatémiu. V tom
¢ase si vytvoril okolo seba skupinu mladych spolupracovnikov, medzi ktorych patril aj nestor
slovenskej anatomie MUDr. Julius Ledényi Ladziansky, ktory sa stal prvym slovenskym
prednostom Anatomického ustavu Lekarskej fakulty Univerzity Komenského. Vyznamnym
poc¢inom Ledényiho bolo vytvorenie slovenskej anatomickej nomenklatary. V roku 1935
vydal dielo Nomina anatomica, kde uvadza latinsku, slovensku terminolégiu anatomickych a
medicinskych vyrazov. V priebehu histérie je potrebné spomenit i najblizsiu
spolupracovnicku prof. Ledényiho a neskdr asistentku na Anatomickom ustave MUDr.
Eugéniu Stekladovi, ktora sa stala prvou Zenou v histérii vedenia Anatomického tstavu. Po
nej prevzal vedenie ustavu prof. Kratochvil, ktory sa stal neskor dekanom Lekarskej fakulty a
potom prednostom Kliniky detskej chirurgie. Dal§imi prednostami boli profesori Cierny,
Remis, Benuska a Mraz. Vd’aka profesorovi Mrazovi sa zrealizovala kompletna rekonstrukcia
pitevne Anatomického ustavu, vysla prva ucebnica Anatomie I'udského tela a rozvinula sa
neuroanatomia. V roku 1993-1998 boli vykultivované dve [ludské glioblastémové
stabilizované bunkové linie 8-MG-BA a 42-MG-BA, ktor¢ dosiahli svetovy referencny status
- vySe 6 milionov citanych odkazov. Tieto bunky sa dodnes pouzivaji na poprednych
pracoviskach v genetickom a onkologickom vyskume (Leibnitz —Istitut DSMZ, Nemecko).
Ked spominame histériu, nesmieme zabudnut’ ani na vyznamnych lekarov, ktori pracovali
ako demonstratori, neskor asistenti Anatomického Ustavu a stali sa vyznamnymi chirurgami,
¢i pokracovali na teoretickych ustavoch ako profesori Kapeller, Zlatos, neskorsi prednostovia
Ustavu histolégie a embryologie a vyznamni chirurgovia ako Cerny, Payer, Paskan, Siman,
Holoman a d’alsi. Od roku 2009 je prednostkou Anatomického ustavu. Lekarskej fakulty doc.
MUDr. Eliska Kubikova. Po profesorovi Kratochvilovi, ktory bol aj prednostom Detskej
chirurgickej kliniky na Duklianskej ulici je druhou prednostkou ako byvala klinicka, ktora
pracovala takisto na Klinike detskej chirurgie a druhou Zenou, ktora vedie Anatomicky ustav.
No a ako dnes pokracuje anatomia? Ktorou cestou? V sucasnej dobe nastava mierny odklon
od klasickej anatomie. Nie vSak v tom zmysle, Ze by sa mala anatémia ucit’ kratSie alebo nie
do hibky, predsa anatomia bude vzdy zdkladom medicinskeho vzdelania, aviak sa priklana vo
vyucbe od prvého dotyku s anatomiou ku klinickému mysleniu. Z tychto ddévodov sme
pristapili aj k zavedeniu povinne voliteI'ného predmetu Klinicko — topograficka anatémia. V
ramci tohto predmetu v pregradualnom ale aj v postgradudlnom Studiu okrem teoretickych
prednasok, ktoré popri zopakovani zakladnej anatémie nadviazu na takmer vSetky klinické
odbory s moznostou vykonavania roznych lekarskych zakrokov na flexibilnych kadaveroch a
tym sa lepsie pripravit’ na budice lekarske povolanie a klinickej praxe. Takisto vel'ké vyuzitie
Anatomického ustavu je vo forme workshopov, ktoré organizuju najma kliniky chirurgického
zamerania. Toto je vSak mozné iba vdaka rekonStruovanym priestorom Anatomického
ustavu, nadSeniu k tomuto predmetu a obrovskej snahe budovat” Anatomicky ustav tak, aby
naozaj anatdmia sa stala miestom, kde mrtvi ucia Zivych.
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MIMOBUNKOVY MATRIX CERVENEJ PULPY

(Extracellular matrix of the red pulp)

Ladislav Guller', Eli§ka Kubikovd', Jan Jakubovsky’

14nat0mick)} ustav, Lekarska fakulta UK, Sasinkova 2, 24, 813 72 Bratislava
? Ustav histologie a embryoldgie Lekdarska fakulta UK, Sasinkova 4, 813 72 Bratislava
ladislay.guller@fmed.uniba.sk

Suhrn

Ludsku slezinu tvori bohatd mimobunkova vlaknita siet’, zlozena z retikulovych vlakien bielej
a Cervenej pulpy, aj z prstencovych vlakien zilovych sinusov. Tato siet’ realizuje hlavné tlohy
sleziny — fagocytdzu zmenenych erytrocytov a cudzich latok makrofdgmi, aj imunitnt reakciu
lymfocytov na vnutrocievne antigény. Technikami svetelnej, aj elektronovej mikroskopie sme
opisali mimobunkovy matrix ¢ervenej pulpy sleziny I'udi a zvierat. Fibronektin je vo vlaknach
retikulovych povrazcov Cervenej pulpy, v cirkumferentnom retikule PALP, aj v prstencovych

vlaknach sinusov.

KPuacové slova
cervend pulpa, slezina, fibronektin, retikulové vldkna

Summary

The human spleen, composed of abundant extracellular fibrous network, consisting from
reticular fiber of the white and red pulp of the spleen and from annular fibers of venous
sinuses. In this network, are realized the core functions of the spleen and phagocytosis of
foreign particles and from macrophages altered red blood cells, by as well as lymphocyte
immune response to endovascular antigens. We watched by light and electron microscopic
techniques the extracellular matrix in the red pulp of the human spleen. We observed
fibronectin, both in reticular fiber strands of red pulp and in the annular fibers sinuses.

Key words
Red pulp, spleen, fibronectin, reticular fibers

Uvod

Slezina (splen, lien) je najvacsim sekundarnym lymfoidnym organom. Nachadza sa v nej asi
Stvrtina lymfocytov v tele. Iniciuje imunitna reakciu na antigény nesené krvou. Napriek tomu,
hoci sa stavbou podoba lymfovym uzlindm, nie je obojstranne spojena s lymfovym systémom.
Vsetky rozpustné a korpuskularne antigény, patogény, cervené krvinky, apoptézou a nekrézou
zmenené nadorové bunky vstiipia do sleziny a opustia ju krvnym obehom (1, 2, 3). Povrch
sleziny pokryva peritoneum viscerale (tunica serosa). To pevne nasada na puzdro sleziny — na
capsula (tunica) fibrosa. Z puzdra odstupuju do parenchymu sleziny hojné tramcové vybezky
(trabeculae splenicae). Na tramcoch lipne siet’ tvorend jemnymi vladknami kolagénu (retikula)
s fibroblastovymi retikulovymi bunkami a makrofagmi (4). Takto sa vnutro sleziny rozdel'uje
na vel'ké mnozstvo dutiniek s vypliiou, ktorti nazyvame dren — pulpa splenica. Pulpu sleziny
tvori Cervena a biela pulpa, ktoré funguju ako 2 organy — biela pulpa je stcast'ou imunitného
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systému a Cervena pulpa odstranuje odpadovy material (napr. poskodené erytrocyty z krvi)
4).

Dutinky vyplnené pulpou vzajomne komunikuji. Bunky fibroblastového retikula su velké,
maju svetlé jadro a pocetné vybezky cytoplazmy, ktoré sa navzajom spajaji. Vldkna retikula
tvori zrnita zlozka a vlakna kolagénu. Zrnita zlozka ma prevahu, vlakna kolagénu v mnohych
miestach chybaju. V1aknita zlozku oznacuji ako (mimobunkové, fibrilové) retikulum. Vlakna
retikula sleziny obsahuju proteiny typu III pN-kolagénu, kolagén typu IV, laminin a tenascin.
Vsetky spomenuté proteiny sa vyskytuju v slezine pocas jej vyvinu. Ich mnozstvo sa v behom
ontogenézy sleziny meni (5). V retikulovych vldknach periartériovej lymfovej poSvy je znamy
kolagén typu I (6). Obraz retikula sa meni v zavislosti od miesta vyskytu v slezine. Vo vicsej
Casti bielej pulpy a povrazcov Cervenej pulpy retikulum tvori vel'ké priestorové okd. Smerom
k okrajom bielej pulpy sa priestorové oka retikulovej siete formuju do kruhov, a zmensuji sa.
Fibrilové retikulum moZzno zretelne vidiet v striebrom impregnovanych histologickych
rezoch, zatial' ¢o v rezoch zafarbenych s hematoxilinom eozinom retikulum prekryva vel'a
buniek parenchymu sleziny (7).

Materidl a metédy

Sleziny I'udi aj pokusnych zvierat sme spracovali formol-parafinovou technikou. Histologické
rezy sme farbili s hematoxylinom a eozinom. Vo vybranych pripadoch sme vysetrili aj vzorky
tkaniva zo sleziny histo- a imunohistochemicky, s technikou kryostatovych rezov, z chemicky
nefixovaného tkaniva. Pre elektronovii mikroskopiu sme pouzili fixaciu s glutaraldehydom a s
Os04. Vzorky tkaniva sme zaliali do Durcupanu ACM (Fluka). Tenké rezy sme kontrastovali
octanom uranylu a citraitom olova. Podrobné informacie o pouzitych metddach a o postupoch
pozriv (4, 8,9).

. . ) ey ) . .'- L]
. . ..” "'_. ., I : 22 ,."". 't’:. .“. ’I,. ;
P ,‘ Y e 52 1 IFL ,_-- : . _ / e ?’,v; £ ¢
Obr. 1 Periartériova lymfocytova posva a jej cirkumferentné retikulum (CR) PALP. V lavej
hornej tretine obrazku sinusy (s) ¢ervenej pulpy. Autoimunitnd trombocytopénia (AITP).

Gomori. x 200.
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Vysledky

Histologické rezy, zafarbené s hematoxylinom a s eozinom neinformovanému oku poskytuji
v Cervenej pulpe na prvy pohl'ad fadny obraz. Poznatky ziskané s transmisnou elektronovou
mikroskopiou, aj z vysledkov imuno- a enzymovo- histochemickych analyz spatne umoziuju
lepsiu interpretaciu rezov zafarbenych s hematoxylinom a eozinom. Velkym prinosom st pre
analyzu Cervenej pulpy nedofarbované rezy, impregnované striebrom (Gomori), analyzované
v diferenénom interferenénom mikroskope (DIC). Umoziuju znézornit’ presnu topograficka
orientaciu rozloZzenia prstencovych, aj pozdiznych retikulovych vlakien (Obr. 1, 2) s ohladom
na iné Struktiry. Také vlakna okrem in¢ho obsahuju aj fibronektin (Obr. 3). Na steny sinusov
sa nadvazuju viaceré lektiny (aglutininy). Tak napr. s aglutininom (lektinom) z Helix pomatia
(HPA) reaguju tak mimobunkové Struktiry v stenach sinusov ako je glykokalyx na povrchoch
buniek, ktoré lemuja sinusy (Obr. 4, 5).

§ic s ?{i‘,‘;’?

Obr. 2 AITP. Prstencove (PRV) gaj pozdlzne (LRV) retikulové vlakna Vstenach sinusov.
Nefarbeny rez. DIC (Nomarski). x 400.

Diskusia

Opisujeme fibronektin v retikulovych vlaknach povrazcov Cervenej pulpy v cirkumferentnom
retikule PALP a v prstencovych vlaknach sinusov, tak ako D'Ardenne et al (10). V protiklade
s naSimi nalezmi, aj nalezmi D'Ardenneho je opis Liakku a Autio-Harmainena (11), ktori
v stene sinusov fibronektin nenasli. Debata o tomto nestlade presahuje moznosti predkladane;j
prace. Retikulové vlakna su bohaté na glykoproteiny extracelularneho matrixu. Vldkna tvoria
priestorovu kostru, ktorou migruju, a na ktora sa pripajaju rozne bunky. Pripajanie buniek na
mimobunkovy matrix sprostredkuju integriny. Distribucia integrinov sa zhoduje s rozlicnymi
proteinmi mimobunkového matrixu ako st kolagény typu III a IV, aj nekolagénové proteiny
vitronektin, laminin, tenascin a fibronektin. O nich je zname, ze sa vyskytuju v retikulovych
vldknach sleziny (12, 13, 14). Mnohé z proteinov mimobunkového matrixu posobia ako
délezité mediatory bunkového rastu, diferencovania sa a migracie (15). Fibronektin aj laminin
su glykoproteiny s lepiacimi vlastnostami. Maju délezita ulohu v pripojeni buniek k podkladu
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Obr. 3 Kralicie protilatky proti 'udskému fibronektinu (anti-FN) vo vldknovych Struktirach
povrazcov a v prstencovych vlaknach sinusov S cervenej pulpy (CP) l'udskej sleziny. Anti-FN
a SwaR-FITC. x 200

]
ol Gn' N

[ 2y )
Obr. 4 AITP. OhraniCenie sinusov reaguje intenzivne s aglutininom z Helix pomatia (HPA),

slabsie s bunkami povrazcov ¢ervenej pulpy. Krali¢ie protilatky (KP) proti HPA a SwaR-FITC.
x 400.
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Obr. 5 Sinus vystielajica bunka (SVB). Fixdcia za pritomnosti ruténiovej Cervenej.
Glykokalyx ¢ierny. Pod povrchom SVB miestami vakuoly pinocytozy. Zvacs. X 16.000

(16). Glykoproteinové zlozky retikulovych vlakien si miesta pripajania fagocytujicich buniek
ako st makrofagy a neutrofily (17, 18, 11). V sieti retikula sa realizuju hlavné funkcie sleziny
a to fagocytdza cudzich latok a zmenenych erytrocytov makrofagmi, ako tiez imunitna reakcia
lymfocytov na antigény v cievach (13). Fibronektin je kI'i€¢ovym proteinom mimobunkového
matrixu, zapojenym do tychto procesov (19). V slezine I'udi opisujt Sidlo et al. (20) napadny
vzt'ah fibronektinu k vldknam prstencov, vytvaranych s typom IV kolagénu. Toto sa zhoduje
s nasimi nalezmi. Vizualizacia §truktir ¢ervenej pulpy prostrednictom lektinov poukazuje na
pritomnost’ oligosacharidov v mimobunkovych $truktirach, ¢o opisuju Hromec a Jakubovsky
(21, 22, 9). Lektiny st glykoproteiny neimunitnej povahy. Specificky sa nadvézujii na cukry
buniek, aj medzibunkovej hmoty. St tivahy o ich ulohe v rozpoznavani molekul a buniek, aj
o ich vyzname v sociadlnom spravani buniek. Ich zistenie mé kI'icovy vyznam v interakciach
medzi bunkami.

Zaver:

Mimobunkovy matrix sleziny je zriedkavej$im predmetom zaujmu splenoldogov. Podiela sa
vSak na udrzovani §truktiry a tvaru orgénu a hrd ovela vyznamnejsiu rolu vo fukcii sleziny
ako si doposial’ zaujemcovia o splenoldgiu predstavovali.
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(Some experiences with the donor programmes in the world)
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Suhrn

Vramci 1. Medzinarodného Kongresu Klinickej Anatomie, 4. Argentinskeho Kongresu
Klinickej Anatémie a 12. Kongresu Argentinskych Spolo¢nosti Morfologickych Vied, ktory
sa konal v dnoch 24.-26. 9.2015 v Buenos Aires (Argentina) a ktorého som sa aktivne
zlcCastnila sa (okrem iného) konala aj diskusia okolo okrtihleho stola na tému: “Obstaravanie
kadaver6zneho materialu pre anatomickll vyucbu a vyskum, medzinarodné sktisenosti.” Aj
ked v Bratislave existuje fungujici a dostacujici darcovsky program, bolo zaujimavé
vypocut’ si aj skisenosti z inych Casti sveta.

Kricové slova
Kadaver6zny material, vyucba anatomie, sklisenosti

Summary

During 1% International Congress of Clinical Anatomy, 4 Argentinian Congress of Clinical
Anatomy and 120 Congress of Argentinian Societies of Morphological Sciences, which was
held 24" -26™ Sept. in Buenos Aires (Argentina) and of which I also took an active part
(besides other lectures) was also held a round table debate with the main topic:”Procurement
of cadavers for Anatomical teaching and research, international experience.” Although we in
Bratislava have quite functional and sufficient Donor Programme, it was interesting to hear
also about the experiences from other parts of the world.

Key words
Cadaveric material, anatomy education, experiences

Uvod

Aj ked dnes uz existuje mnozstvo technickych vymozenosti, ktoré pomahaji aj vyucbe
anatémie l'udského tela (plastické modely, videokurzy, on-line kurzy, interaktivne atlasy a
programy, mobilné aplikdcie a mnoho inych) l'udsky kadaverdzny material ostava stale
nenahraditelnou a jedine¢nou sucastou vyucby tohto predmetu. Jeho zaobstardvanie sa
v minulosti (a niekedy aj dnes) este stretdva s roznymi t'azkostami pravneho, religiézneho,
socialneho, ale aj financného charakteru. Aj ked’ na Anatomickom ustave LFUK v Bratislave
nastastie mame dostato¢ne fungujuci ,,Darcovsky Program®, zvladajici pokryt’ naroky
vyucby predmetu pocas celého roka, nie je to este stale vSade vo svete rovnako. Bolo preto
poucné sa podelit’ (vypocut si) skusenosti s Darcovskymi Programami aj zinych krajin:
niektoré z nich maju uz dlhu histériu darcovského programu, iné si ju len zacinaji budovat’,
snaziac sa pritom Cerpat’ zo sklisenosti inych.
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Material, metodika, vysledky

Prof. Bernard J. Moxham (Cardiff University, Wales, Velka Britania, prezident
International Federation of Association of Anatomists) zdoraznil prepotrebnost I'udského
kadaver6zneho materialu pre vyucbu anatomie, aj ked’ spomenul, Ze v ost. Castiach krajiny je
jeho vyuzitie akoby na Ustupe. V ramci vlastného darcovského programu ( s dlhou historiou)
prijimaji rocne asi 50 tiel pre priblizne 1000 ro¢ne oducenych Studentov mediciny.
Darcovsky program sa riadi zdkonnou upravou- tzv. ,,The Human Tissue Act®, kt. okrem
klasického anatomického darcovského programu upravuje aj darovanie réznych tkaniv pre
potreby transplantacie. Jeho nevyhnutnou sticastou je osvedéeny, podpisany ,,Informovany
suhlas®, kt. zahfna aj suhlas s povolenim fotografovania casti tela (v pripade zaujimavého
nalezu) a aj suhlas s povolenim uskladnenia takychto anatomicky zaujimavych nalezov (=
vyroba anatomickych preparatov). Cudské pozostatky jedného darcu sa starostlivo oznacuju
auchovavaju pokope, aby sa mohli samostatne (pre darcu) pochovat/skremovat. Na
dodrziavanie uvedenych pravidle je na Univerzite vyclenend samostatna zodpovedna osoba.
Studentov vedil k vd’a¢nosti za takto prejavent sluzbu darcom, ¢o je zddraznené mosadznou
pamitnou tabulou pri vstupe do velkej pitevne, kde sa v 10ro¢nych intervaloch dopliiaju
mena darcov a vel’kou mramorovou tabul’'ou vyznamného britského umelca Toma Phillipsa vo
vnutri pitevne. Z pozicie prezidenta IFAA odsudil propagované expozicie plastinovanych
ludskych tiel aupozornil na vypracované odporacané pravidld riadenie darcovského
programu pristupne na web stranke IFAA (1).

25.09.2015 15:46

e

Obr.1 Prof. Bernard J. Moxham pocas svojej prezentacie.

Prof. Mirna Duarte Barros (Sao Paolo University, Brazilia) tiez spomenula, Ze vo vyucbe
anatomickych predmetov preferuju l'udsky kadaver6zny material a plastické modely, on-line
kurzy a pod. povazuju len za doplnkovy materidl. Pri vyucbe pouzivaju prevazne kadaverozny
material tzv.“nevyzdvihnutych tiel” (az cca 80%), pricom niekolko oficialnych vyucbovych
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zéakladni je napojenych na Univerzitné a Fakultné nemocnice, kt. ich zasobuju dostato¢nym
poctom takychto tiel. Len priblizne 20% materidlu pochadza z darcovskych programov.
Uprava ich pravidiel sa riadi Zdkonom ¢&. 010.406-2002 (lanok 14) od r. 2008 (kedy zacali
fungovat’), zahffiajic podpisanie dokumentov: ,Vyhlasenie o Darovani Organov
a Pozostatkov.”, ,,Informovany suhlas“, ,,Vyhlasenie o svedectve Darovania“ a e-formular
»Registrovaného Darcu®. Darcovi musia dosved¢it jeho volu az 3 jeho rodinni prislusnici.
Vsetky dokumenty su pristupné na stiahnutie z Webportalu University, st formulované tak,
aby zaroven umoznovali (v pripade potreby) uchovania Casti tela pre potreby Anatomického
Muzea. Doélezité instrukcie a informacie o potrebe darcovského programu pre potencialnych
darcov a inych laikov su pristupné aj na webe Brazilskej Anatomickej Spolo¢nosti (2).

=
i

Obr. 2 Prof. Mirna Duarte Barros (Univerzita Sao Paolo, Brazilia).

Dr. Jennifer M. McBride PhD. (Cleveland Clinic Lerner College of Medicine, Case
Western Reserve University, U.S.A.) hovorila o tom, Ze pri vyucbe anatdmie pouzivaju pestry
repertoar vyukovych pomocok- medzi inym aj nefixovany kadaverdézny material z vlastného
darcovského programu. Na takomto materiali anatomické demonstracie su realizované
postgradudlnymi S$tudentami roéznych Specializacii. V ramci darcovského programu so
znacnou histériou rocne prijimaju asi 150-200 darovanych tiel, ¢o je hlboko postacujice
potrebam vyuky. VyluCovacie kritéria sG: znama HIV infekcia, hepatitidy, Jacob-
Creutzfeldova choroba, MRSA, vek mladsi ako 18rokov, morbidna obezita, pritomnost
klostridiovej infekcie, uz zname darcovstvo inych Casti tela, vzdialenost’ bydliska darcu od
Univerzity vySe 100mil, prip. rozsiahla trauma. Kompletné zuzitkovanie tela darcu trva
priblizne 1 rok, nasledne st jeho pozostatky vratené rodine alebo pochované v mauzdleu
cintorina Cleveland Lake View Cemetery. Tu sa nachadza aj krypta urien darcov, v roku 2009
bol nato¢eny dokumentarny film ,,.Darovani Vede“ o pribehoch l'udi-darcov a Studentoch
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vyuzivajucich tento materidl. Kazdoro¢ne sa kona ceremoénia ,,vd’akyvzdania“, kde su
pritomni: akademicky zbor, Studenti aj pribuzni darcov.

s g 'l:-_-.ll!m.w.-u--q-lm‘q
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25.09.2015 16:00

Obr. 3 Dr. Jenifer M. McBride PhD.

Dr. Keiichi Akita PhD. (Tokyo Medical and Dental University, Japonsko) rovnako
zreferoval o veelku uz dlhsej historii darcovského programu na Univerzite, ktorej pravidla su
dnes uz regulované upravenym zakonom. Do implementacie darcovského programu sa na
vyucbu anatomie pouzivali ,nezname (neprevzaté) tela”, Casto pochadzajuce od napr.
samovrahov, popravenych zloCincov z vdznic ainych odsudencov spolocnosti. Neustalou
aktivitou zodpovednych osob sa stala tato sluzba viac spolocensky oceniovanou a historicky
prvou osobou- darcom bola 80ro¢na zena prostititka v roku 1895. Pri vyucbe sa spotrebuju
vSetky tkaniva darcu, okrem kosti, ktoré s vratené pribuznym. Za ucelom vd’a¢nosti za
takato poslednu sluzbu darcov §tudentom mediciny sa kazdorocné kona pompézna slavnost’
na miestnom cintorine za pritomnosti miestnych autorit.

Dr. Namita Sharma (Bharati Vidyapeeth Deemed University, Dental College and Hospital,
Pune, India) zreferovala o niektorych lokalnych zaujimavostiach darcovskych programov na
Indickych Univerzitach, ktoré st pridatnym zdrojom l'udského kadaverézneho materialu pre
vyucbu anatdmie- vicSina totiz pochadza ztzv. ,neprevzatych tiel“. Jedinym vyluCovacim
kritériom prijatia tela je znama HIV infekcia, avSak toto sa prisne nekontroluje, o ohrozuje
pitvajucich Studentov a ucitelov, obzvlast tych, ktori trvaji na pitve holymi rukami (bez
rukavic). Darcovské programy naberaju v Indii na popularite, hlavne utoho starSicho
obyvatel'stva, ktorého blizki pribuzni emigrovali pre¢ zkrajiny. Proces darcovstva je
jednoduchy: darca vyplni a odovzdd formular (podpisany 2 svedkami-zvyCajne pribuzni)
prijimajtcej institucii, ktora mu odovzda ,,Informacny dopis“ a/alebo identifikacnii kartu
darcu.
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Obr. 5 Dr. Namita Sharma (India).
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Je potom na pribuznych, aby splnili tato darcovu vol'u- ak si napriek darcovej voli takyto
sposob pohrebu nezelaji, zvyCajne prijimajiica inStiticia takéto negativne stanovisko
akceptuje. VacSina darovanych tiel je od darcov hinduistického vierovyznania, ktorych
zvykom je pozadovat kratku modlitbu za darcu pri odovzdavani jeho tela prijimajuce;j
institacii, ponechanie si aspont mali¢kého ktiska darcu (zvy€ajne terminalny ¢lanok prsta) pre
vykonania zavereéného cirkevného obradu alebo v pripade umrtia vydatej Zeny navratenie jej
zlatého ornamentu a pohrebnych Siat.

Diskusia a zaver

Zaverom Prof. Dr. Susana Biasutto zhrnula zavery diskusie okrahleho stola a podelila sa so
svojimi (argentinskymi) skusenostami s prijmom ludskych tiel na vyucbu anatomie.
Anatomia sa na argentinskych fakultach vyucuje v 1.- a 2.ro¢niku $tidia a zdoraznuje sa jej
klinicka orientacia. Takze pouzivanie 'udského kadaverdzneho materialu je nevyhnutnostou.
V Argentine neexistuje oficidlny darcovsky program, takze vicSina tiel st tzv.”
nevyzdvihnuté tela”, ktorych je vSak nedostatok na uspokojivé pokrytie vyucby a vyskumu.
Jedinec moéze vSak darovat’ svoje telo na vedecko-pedagogické ucely (jednoducho o tom
informuje Zelanu prijimajicu institaciu, avSak vsetky nasledné naklady znaSaju pribuzni
darcu), jedinym vyluéovacim kritériom je aktivne infekéné ochorenie. Zakon upravujici
takéto darovanie v Argentine nie je (Zakon o darovani organov na transplanticiu nie je na
tieto ucely pouzitel'ny). Aj preto sa uskutocnila spominané debata okolo okrihleho stola, aby
sa argentinski kolegovia-anatomovia poucili zo skusenosti s darcovskymi programamai
s kolegami z inych kontinentov.

IMPORTANCE OF

CADAVER BND
CADAVER

DASSECTIONTO

Obr.6 Prof. Susana Biassutto.
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VARIACIE VZNIKU VRETENNEHO NERVU

(Variabilities of the radial nerve formation)
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Suhrn

Vretenny nerv je koncovou a najvicSou vetvou zadného zvdzku ramennej splete. Inervuje
vacsinu vystieracov a koze zadnej Casti ramena a predlaktia. V dostupnej literatire nie je vel'a
informécii o variaciach jeho vzniku v oblasti pazuchy. Nasa praca bola realizovand na 50
Pudskych kadaveroch, priom sme ramennu splet’ ozrejmili na oboch stranach kadaveru.
Z celkového poétu 100 ramennych spleti sme nasli 2 odchylky vzniku vretenného nervu (2%)-
spojka s laktovym nervom (1 vpravo a 1 vlavo). Distalny priebeh vretenného nervu sme
nesledovali. NaSe pozorovanie sme konfrontovali s vysledkami podobnych prac
a predkladame aj moznt embryologicku pri¢inu variacii. Udaje o anatomickych variabilitach
periférnych nervov (hlavne v pazuchovej oblasti) by mohli zaujimat’ lekarskych odbornikov
viacerych S$pecializacii: obzvlast ortopédov, traumatolégov, neurolégov, neurochirurgov,
fyzioterapeutov, radioldgov, anesteziol6gov, anatbmov a prip. i inych.

KPacové slova
Ramenna splet’, vretenny nerv, vznik, variacia

Summary

The radial nerve is the terminal and largest branch of the posterior cord of the brachial plexus.
It supplies the majority of the posterior and extensor components of the arm and forearm.
There are few information about its possible variabile formation in the axilla in the available
literature. After the dissection of 50 human bodies and revealing the brachial plexuses on their
both sides (we analysed totally 100 brachial plexuses). We have observed the communication
of the radial nerve with the ulnar nerve in 2 cases (2%)- 1 case on the right side, 1 case on the
left side. We did not follow the further distal courses of the brachial plexus terminal branches.
We confront our findings with the similar works from the literature and give a possible
embryological basis for the explanation of the variation presence. Reports of the peripheral
nerves anatomical variations are important to the medical personnel: especially to
orthopaedist, traumatologists, neurophysicians, physiotherapist, radiologists and also to the
anaesthesiologists.

Key words
Brachial plexus, radial nerve, formation, variation

Uvod

Vretenny nerv (nervus radialis, C5-8, T1) je najvicSou vetvou ramennej splete (plexus
brachialis), zvycajne je pokracovanim jeho zadného zvizku (fasciculus posterior). Inervuje
vaésinu extenzorov a koze zadnej Casti ramena predlaktia: ako st musculus (m.) triceps
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brachii, m. anconeus, m. brachioradialis, musculi (mm.) extensores carpi radialis longus et
brevis a vysiela kozné vetvy: nervus (n.) cutaneus brachii posterior, n. cutaneus brachii
lateralis inferior, n. cutaneus antebrachii posterior (4, 6). Variability v senzitivnej (koznej)
inervacii vretenného nervu su v literatire veelku dobre zdokumentované, obzvlast’ pre oblast’
predlaktia a ruky. AvSak dolezita je aj vedomost’ o jeho variabilitaich v pazuchovej (axilarnej)
oblasti, hlavne pre niektoré chirurgické (traumatologia, ortopédia) a anesteziologické
(blokady periférnych nervov) pristupy.

Material a metodika

Praca bola realizovana na 50 Tudskych telach (kadaveroch, bez predoslej fixacie) Ustavu
sudneho lekarstva (Univerzitnd nemocnica Bratislava), po predchadzajiicom odsuhlaseni
miestom prisluchajicou Etickou komisiou UNB.

Na kazdom tele bola ramenna splet’ ozrejmena a prestudovana obojstranne, t.j. celkovo sme
pozorovali 100 ramennych spleti. Ramennu splet’ Studovali v leziacej polohe tela, s mierne
abdukovanymi hornymi konc¢atinami.

Kozny rez sme viedli od lateralneho okraja m. sternocleidomastoideus (jeho hornej tretiny)
k medialnej tretine kI'a¢nej kosti a potom sme pokracovali k lateralnemu okraju kl'a¢nej kosti
a cez delto-pektoralnu ryhu na vnutornti plochu ramena po jeho dolnt tretinu.

Koza a podkozie boli odpreparované nabok a najpr bola prestudovana supraklavikularna ¢ast’
ramennej splete. Resekciou processus transverus sme obnazili spindlne nervy az na
intraforaminalnu uroven (k okraju dura mater spinalis). V pripade potreby izolacie dolnej Casti
splete sme odstranili ipon m. scalenus anterior alebo prerezali jeho Cast’.

Po vypreparovani kmenov (trunci) a ich vetvenia, sme oddelili m. pectoralis major v rozsahu
2-3cm od kIi¢nej kosti a kI'a¢nu kost’ samotnu (od medidlnej tretiny az po lateralnu). V tejto
faze bola odhalena klavi-pektoralna aponeur6za, m. subclavius a m. pectoralis minor, ¢o
umoznilo spristupnit’ dolny kmen (truncus inferior) a medialny zvézok (fasciculus medialis) .

V tseku spredu zakrytom m. pectoralis minor sa nervové kmene splete nachadzali vzajomne
blizko a okolo tepny. Narezanie svalov mm. pectorales minor et major nam umoznilo §tidium
infraklavikularnej Casti splete, pektoralne nervy (nn. pectorales med. et lat.), ako aj terminalne
vetvy vich celistvosti. Vznik zvizkov (fasciculi) sme zvyCajne pozorovali nie vysSie ako
uroven projekcie dolného okraja kl'i¢nej kosti.

Pri pozorovanej odchylke sme pokracovali v praci spomocou lupy. Distadlne priebehy
jednotlivych koncovych vetiev sme uz nesledovali.

Vysledky

V supraklavikularnej aj infraklavikularnej oblasti sme pozorovali zlozité nervové spojenia.
Variacie (supraklavikuldrne ¢i infraklavikularne) sa vyskytovali CastejSie vlavo. Sucasnu
ucast’ korenov C4 a T2 na tvorbe ramennej splete sme nezaznamenali. Dispozicia splete
nebola na oboch stranach tela rovnaka, nejestvovala dokonala symetria. U starSich tiel bola
vyrazne znizena elasticita a pevnost’ nervu, pri preparacii sa l'ahSie poskodili a boli akoby
»chabé“,  mlandravé”. U vretenného nervu sme v2 pripadoch (2%) pozorovali
anastomotickll vetvu k laktovému nervu (nervus ulnaris); 1x vpravo=1% (Obr.1) a 1x vlavo
=1% (Obr. 2).
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Obr. 1 Ramenna splet’ v pravej pazuchovej oblasti: anastomoticka spojka vretenného nervu
k laktovému nervu.

. 7
Obr. 2 Ramenna splet’ v l'avej pazuc
nervu k Pavému lakt'ovému nervu.

Diskusia a zaver

Vicsina literarnych pramenov sa zaobera variabilitami koznej (senzitivnej) inervacie
vretenného nervu predlaktia a ruky (1- 3, 7). Len nickol’ko prac rozobera variability
formovania sa nervus radialis, ktoré su rovnako doélezité (obzvlast pre traumatolégov
a ortopédov rieSiacich napr. fraktary humeru) (5, 7). Dokonca aj Bergmannova Ilustrovana
Encyklopédia Humannych Anatomickych variacii popisuje skor wvariabilitu distalnej
senzitivnej inervacie nervu, aj ked’ v texte st spomenuté mozné spojenia s n. ulnaris (avsak
bez Statistického vyjadrenia a opisu) (1). Kedze sme preskumali 100 spleti (na 50tich
kadaveroch), Statistické vyjadrenie varidcii je vcelku jednoduché. Marathe et al. (2010)
spomenul vo svojej praci nezvyCajni spojku medzi vretennym nervom an. cutaneus
antebrachii medialis v pazuchovej oblasti. Namking et al. (2013) v 1 pripade pozoroval
rozvetvenie a opatovné spojenie n. radialis v axile — vytvoriac slucku okolo ektopického svalu
(¢o bola pravdepodobne cast’ m. latissimus dorsi). Marathe (2010) aaj Yogesh (2011)
rovnako predkladaju pravdepodobné embryologické vysvetlenie nalezov variabilit periférnych
nervov: svaly hornych koncatin sa vyvijaju z mezenchymu paraxialneho mezodermu v Stom
tyzdni intrauterinného vyvoja. Radialne extensory predlaktia maji odlisny poévod od ostatnych
extensorov predlaktia. Za vyvoj hornej koncatiny je zodpovedna oblastna expresia Stich Hox
D (Hox D 1 to Hox D 5) génov. Motorické axény vrasti do zakladov konéatinovych
hrboléekov, zmieSajii sa vytvoriac ramennu splet’ hornej koncatiny. Rastové kuzele axénov
pokrauju aj v zarodku koncatiny. Postup rozvijajlicich sa axénov je regulovany expresiou
chemo-atraktantov a chemo-repulsantov vo vysoko koordinovanom vzorci S$pecifického
Stiepenia. Tropné substancie pritahujuo spravne rastové kuzele apodporuji ich
zivotaschopnost’ v zabezpedeni ich spravnej cesty. Tropné latky (substancie) zahihaju
zmozgu odvodeny neurotropny rastovy faktor, c-kit ligand, neutrin-1, neutrin-2 a pod.
variabilita v priebehu nervu moéze byt vysledkom zmeneného signalneho procesu medzi
mezenchymalnymi bunkami a neuronalnymi rastovymi kuzelmi alebo cirkulacnymi faktormi
v Case Stiepenia zvdzkov ramennej splete.
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Klinicky vyznam: znalost' moznych variacii vetvenia ramennej splete v pazuchovej oblasti
mdze byt nipomocnd vrieSeni traumatologickych a ortopedickych vykonov v oblasti
ramenného klbu aramena (prevencia moZnych iatrogénnych poskodeni polas
rekonstrukénych vykonov) (8). Uvedeny prehl'ad moze byt’ uzitocny pri procese neuronalnych
Stepov a pri neurofyziologickom diagnostickom hodnoteni periférnych neuropatii (4).
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ZMENY POZICIE NERVUS OPTICUS
V DOSLEDKU VARIACII SINUS SPHENOIDALIS

(Modifications of position of optic nerve as a result of variations of
sphenoid sinus)

Gabriela HeSkovd', Desanka V)fbohovdl, Yvetta Mellovd'

T Ustav anatémie, Jesseniova lekdrska fakulta Martin, UK Bratislava, Mala Hora 4, 037 54
Martin, heskova@jfimed.uniba.sk

Sthrn

V predkladanej praci sme sledovali zmeny priebehu a pozicie nervus opticus pri variaciach
pneumatizacie sinus sphenoidalis, osobitne korelaciu medzi pneumatizaciou processus
clinoideus anterior a protruziou nervus opticus. Hodnotili sme incidenciu protruzie nervus
opticus do sinus sphenoidalis, dehiscenciu steny sinusu a syntopicky vzt'ah nervus opticus ku
septum sinuum sphenoidalium. Vysledky boli ziskané retrospektivnou analyzou CT obrazov
46 pacientov starSich ako 18 rokov v koronarnej a axialnej rovine.

KPucové slova
Sinus sphenoidalis, nervus opticus, rinochirurgia

Summary

In the present work we investigated modifications of course and position of optic nerve as
aresult of variations of pneumatization of sphenoid sinus, particularly correlation between
pneumatization of anterior clinoid process and protrusion of optic nerve. We evaluated
incidence of protrusion of optic nerve into sphenoid sinus, bony dehiscence of the wall of
sinus and relation of optic nerve into sphenoid septum. Retrospective analysis of CT scans of
46 patients older than 18 years in coronal and axial planes was performed.

Key words
sphenoid sinus, optic nerve, rhinosurgery

Uvod

Nervus opticus (NO) prebiecha v izkom syntopickom vzt'ahu k superolateralnej stene sinus
sphenoidalis. Tento vzt'ah ovplyviiujii a menia variacie pneumatizacie klinovej dutiny,

pri ktorych sa nervus opticus moze diskrétne vyklenovat’ az dokonca méze prebiehat’cez sinus
sphenoidalis. Poloha nervu v sinuse zvySuje moznost' kontaktu nervu s priehradkou dutiny
klinovej kosti, pretoze intersindzne septum je Casto lateralizované. Zmeny priebehu a polohy
nervu zvysuju riziko jeho poskodenia pri endoskopickych chirurgickych intervenciach, zv1ast
pri dehiscencii kostenej steny sinusu nad nervus opticus apri Uzkom kontakte nervu
s asymetricky ulozenou prichradkou dutiny.

Material a metody

V stadii sme skumali a hodnotili CT snimky v koronarnej aj axialnej rovine 46 pacientov,
avsak celkovo bolo hodnotenych 87 zrakovych nervov, pretoze sme nehodnotili priebeh
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spominaného nervu na strane, kde boli identifikované cellulae sphenoethmoidales.

Technické parametre CT obrazu: slice thickness — 1 mm, increment — 1 mm, 120 kilovoltov,
150 miliamper/sec, kostné okno (center 800, width 2000 HU).

Zo §tadie boli vyradeni pacienti mladsi ako 18 rokov, pacienti s chronickymi a nadorovymi
ochoreniami, ktoré zatiefiuju sinus sphenoidalis pri CT vySetreni a pacienti s konchalnym
a preselarnym typom pneumatizacie sinus sphenoidalis. Nehodnotili sme tiez CT snimky
pacientov s cellulae sphenoethmoidales.

Protrazia NO bola hodnotena v pripade, ak 50% a viac priemeru NO prebiehalo cez dutinu,
pri¢om nerv sa vyklenoval do sinusu s alebo bez chybania kostenej steny oddelujticej dutinu
od nervu. Chybanie kostenej steny bolo hodnotené ako dehiscencia. Kritéria sme prebrali od
autorov — Dessi et al. (1994), Sirikci et al. (2000), Bademci et Unal (2005), Unal et al. (2006).
Hodnotili sme aj syntopicky vztah NO k septum sinuum sphenoidalium. Sledovali sme
syntopicky vztah priehradky a nervu v zmysle inzercie septa (prichradka bola pripojena
k stene sinusu v mieste jeho kontaktu s NO), alebo kontakt septa (prichradka sa dotykala NO,
ale inzerovala na inom mieste dutiny).

Vysledky

V nasej studii sme z celkového pocétu 46 hodnotenych CT snimkov pacientov identifikovali
21 pacientov (45,7%) s protruziou NO. Ztoho vpravo u 3 (6,5%), vlavo u 6 (13%)
a bilateralne u 12 (26,1%) pacientov. Dehiscenciu steny sme zistili u 15 (32,6%) pacientov.
Z toho vpravo u 4 (8,7%), vl'avo u 2 (4,3%) a bilateralne u 9 (19,6%) pacientov.

Obr. 1 Bilaterdlne protruzia n. opticus (hviezdicky) s dehiscenciou steny. Bilateralne
protriizia a. carotis interna v mieste jej predného ohnutia (trojuholnik), bilateralne
pneumatizacia processus clinoideus anterior (bodka). CT v axidlnej rovine.

Z celkového poctu 87 hodnotenych nervov sme protriaziu NO a dehiscenciu steny oddel’ujice;j
nerv od dutiny zistili nasledovne: protruzia 33 (37,9%) nervov, z toho vpravo 15 (17,2%),
vlavo 18 (20,7%) a dehiscencia steny v 24 pripadoch (27,6%), z toho vpravo 13 (14,9%),
vlavo 11 (12,6%).
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Obr. 2 Protruzia n. opticus (hviezdicka) s dehiscenciou (Sipka) vlavo. Recessus lateralis
superior (prerusovana $ipka), pneumatizacia processus clinoideus anterior (bodka), a. carotis
interna (trojuholnik). CT v koronarnej rovine.

Pe
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Obr. 3 Inzercia kompletného kosteného septa (Sipka) ku n. opticus (hviezdicka) vl'avo.
A. carotis interna (trojuholnik), recessus lateralis superior (prerusovand S§ipka),
pneumatizovany processus clinoideus anterior (bodka), sinus sphenoidalis (SS). CT

v koronarnej rovine.
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Protriizia NO a zaroven pritomnost’ pneumatizacie processus clinoideus anterior bola zistena
spolu v 16 pripadoch (18,4% ) ato zhodne v 8 pripadoch (9,2%) vpravo aj vlavo. Sucasny
vyskyt protrizie n. opticus a homolateralnej pneumatizacie processus clinoideus anterior je
Statisticky vysoko signifikantny (p<0,001).

Pri hodnoteni syntopickych vztahov NO ku septum sinuum sphenoidalium sme zistili Ze,
z celkového poctu 46 sledovanych CT snimok bolo septum pripojené ku NO spolu u7
(15,2%) pacientov, vpravo u4 (8,7%) pacientov a vlavo u 3 (6,5%) pacientov. Bilateralne
pripojenie septa k nervu sme nezaznamenali.

Pri vyjadreni podl'a polohy vpravo alebo vl'avo, zo sledovanych 87 poloh, bolo identifikovana
inzercia septa k NO spolu v 7 pripadoch (8%), ztoho vpravo v 4 (4,6%) avlavo v 3
pripadoch (3,4%). Vo vsetkych pripadoch islo o inzerciu kompletného kostené¢ho septa.

Diskusia

Incidencia protrazie a dehiscencie steny je uvadzana v literatire v Sirokom percentudlnom
rozpati — pri hodnoteni celkového poétu pacientov bez ohl'adu na polohu sledovanej variacie
(0daje uvadzame v poradi: autori - protriizia nervu a dehiscencia steny sinusu): (5) - 36,6%
a36,8%; (6) - 35,7% a30,7%; (2) - 31,5% a22,8%; (7) - 17,8% anehodnotili; (1) - 8%
a 8%; (8) - 7% a 13,5%. Pri hodnoteni poctu nervov s ohl'adom na jeho umiestnenie vpravo
alebo vlavo: (3) - 34,4% a 7,7%; (4) - 31,3% a 8%; (9) - 29% a nehodnotili; (10) - 18,2%
a 18,2%; (11) - 6% a 24%; (12) - 5,5% a 40%; (13) - 1,8% a 2,1%. Nase vysledky vykazuju
vys$$iu incidenciu protruzie nervu, ale vysledky dehiscencie su v rozpiti uvadzanom ostatnymi
autormi. Rozdiely vo vysledkoch vidime v odliSnych parametroch hodnotenia protrizie a
v obtiaznosti vizualneho posudenia hodnotenych $truktir v hrani¢nych hodnotach. Sirikei et
al. (2000), Bademci et Unal (2005) hodnotia protriziu ked viac ako 50% priemeru nervu je
v dutine, Hewaidi et Omami (2008) oznacuju akékol'vek vyklenutie nervu ako protraziu
rozneho stupnia. Davoodi et al.(2009), DeLano et al. (1996), Fasunla et al. (2012), Lakshmi et
al. (2015) do vysledkov zaradili vSetky nervy prebichajice cez sinus v roznom rozsahu jeho
priemeru a nedefinuju to ako protruziu.

Dalsie rozdiely vo vysledkoch sii podl'a nas ovplyvnené technickymi parametrami - hrabka
rezov od 1 mm (nasa $tadia) az po 5 mm (10), odli$né vySetrovacie metody — CT snimky,
endoskopia (9). Niektori autori porovnavali spolu pocet pacientov so sledovanou variaciou
bez ohladu na jej jednostranné alebo bilateralne umiestnenie a pocet pripadov variacie
zohl'adilujucej jej polohu vpravo alebo vlavo. Aj naSa Stidia potvrdila, Ze tieto vysledky su
odli§né a stoja za povSimnutie. Je to dané tym, Ze urCité % pacientov ma bilateralny vyskyt
variacie. Pochopitel'ne, vy$si pocet bilateralnych variacii zvacsuje rozdiel medzi % celkového
vyskytu u pacientov oproti % vyskytu na jednotlivych stranach. Pri hodnoteni dehiscencie
Unal et al. (2006) odlisuju dehiscenciu a extrémne tenk( stenu a Desii et al. (1994)
neuvadzaju dehiscenciu, ale extrémne tenku kostent lamelu ohraniCujicu vsetky nervy
s protriziou. My sme sa pri extrémne tenkej stene oddel'ujucej Struktiru od dutiny priklonili
k zaveru — dehiscentna.

Suvislost’ medzi protriziou NO asuCasne pritomnou homolateralnou pneumatizaciou
processus clinoideus anterior je z klinického hl'adiska vel'mi d6lezita. Podl'a nasich vysledkov
je tento vztah Statisticky signifikantny. Potvrdzuju to aj Sirikci et al. (2000) a Hewaidi et
Omami (2008). Sapci et al. (2004) uvadzaju az 86% stran so sucasnou protruziou NO
a pneumatizaciou processus clinoideus anterior. Ostatni autori véacSinou uvadzaju len
incidenciu pneumatizace processus clinoideus anterior a nehodnotia Statistickt korelaciu.

V naSej Stadii sme zaznamenali inzerciu alebo kontakt medzi septom a NO u 15,2%
pacientov. V tomto hodnoteni syntopického vztahu sa ndm zda presnejsie vyjadrenie podla
konkrétnej polohy len vpravo alebo len vlavo. Incidencia zohladnujuca takéto umiestnenie
variacie v nasej Stadii predstavuje 8% pripadov. Nizsiu incidenciu ako my uvadzaju Elwany
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et al. (1999) — 5,9%. Bademci et Unal (2005) a Unal et al. (2006) zistili vy3§iu incidenciu -
20% a 19,6%. Ako vSak uvadzaju, anatomické orientacné body, ako aj variacie v anatomii
sinus sphenoidalis st vel'mi roznorodé od pacienta ku pacientovi. Pri¢inou rozdielov su aj
malé subory pacientov (od 45 po 93 pacientov).

Zaver

Pri hodnoteni syntopického vzt'ahu nervus opticus k sinus sphenoidalis sme zistili vysoku
incidenciu protrizie nervu do dutiny a dehiscencie steny oddel'ujucej nerv od sinusu. Ide
o variacie, ktoré treba predvidat a identifikovat’ ich v predoperacnej priprave, pretoze
predstavuju zvysSené riziko neakanych komplikacii pocas chirurgickych intervencii. Toto
riziko sa eSte zvySuje pri dehiscencii steny oddel'ujucej sinus od NO.

Nasa §tadia potvrdila Statisticky vysoko vyznamny vztah medzi protriziou nervus opticus
a homolateralnou pneumatizaciou processus clinoideus anterior. Hodnotenie tychto vzt'ahov
ma podla nas prakticky vyznam - pritomna pneumatizicia processus clinoideus anterior
upozorituje na moznu protraziu NO v sinusoch, ktoré st z dovodu patologického procesu
zatienené ana CT snimkach zle Citatelné, takze nie je mozna presnd identifikdcia polohy
nervu.

Pri hodnoteni septacie sinus sphenoidalis sme si v§imali kompletné, inkompletné septa, alebo
tine v sinus sphenoidalis. Povazujeme za potrebné hodnotit’ aj tieto inkompletné septa a tine,
pretoze aj tie mozu byt v kontakte s nervom. Pri hodnoteni syntopického vztahu NO
k septum sinuum sphenoidalium sme vsak zistili inzerciu len kompletného septa k nervu.
Inzercia, alebo kontakt priehradky s NO predstavuje riziko moznej fraktary priehradky
a nasledného neimyselného poranenia nervu s vaznymi dosledkami.
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Suhrn

V mnohych pripadoch razstepovych syndromov je Casto jasna korelacia medzi genetickou
mutaciou a fenotypom razstepu. Aj ked’ existuje velké mnozstvo potencialnych klinickych a
subklinickych ¢ft suvisiacich s tzv. roz§irenym fenotypom razstepu, sila dokazov sa lisi. Patria
sem subepitelidlne chyby musculus orbicularis oris a dentalne anomalie.

Krucové slova
Razstep pery, razStep podnebia, subepitelidlne defekty, zubné anomalie

Summary

In many cases of clefts syndromes is often a clear correlation between genetic mutations and
the phenotype of the cleft. Although there are a large number of potential clinical and
subclinical traits related to the so-called extended phenotype of the cleft, the strength of the
evidence is variable. These include subepithelial defects of the orbicularis oris muscle and
dental anomalies.

Key words
Cleft lip, cleft palate, subepithelial defects, dental anomalies

Uvod

Oralne razstepy su heterogénnou a vyznamnou skupinou vrodenych chyb. Obsahuju
syndromovy a nesyndromovy razstep pery (CL - Cleft Lip), razstep podnebia (CP — Cleft
Palate) arazstep pery a podnebia (CLP — Cleft Lip and Palate). Priblizne 70% pripadov sa
izolované razstepy (ne-syndromové) s etiologickou zlozitostou, zahfhajuce niekol'ko
genetickych a enviromentalnych rizikovych faktorov, sledujici multifaktoridlny prahovy
model dedi¢nosti (1). Vacsina rizikovych faktorov je rozpoznana pocas planovania
rodiCovstva a prenatalnej konzultacie.

OO svalové defekty

Subepitelidlne defekty musculus orbicularis oris superior (OO svalové defekty)
pravdepodobne vyplyvaji znetplného vyvoja OO =zvierata, ¢o modze predstavovat
najmiernejSiu  fenotypovli expresiu razstepového spektra (2, 3). Tieto chyby boli
identifikované vyznamne castejSie u pribuznych jedincov s izolovanym CL/P ako u l'udi bez
rodinnej anamnézy vyskytu tejto chyby (4, 5). Okrem toho bez ohladu na to, ze vyskyt CL/P
je etiologicky odlisSny od CP, defekty OO svalov boli zaznamenané u osdb s vyskytom
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izolovaného CP (6). To samo o sebe naznaCuje, ze v niektorych pripadoch diagndza
izolovanych CP nemusi byt uplne presna a d’alej podporuje hypotézu o ,,zmieSanom razstepe

().

Zubné anomalie

Zubné anomalie najméd hypodoncia, mikrodoncia a nadpocetné zuby sa vyskytuji CastejsSie
u jedincov s CL/P. V skuto¢nosti bolo navrhnuté, rovnako ako u subepitelidlnych chyb OO
svalov, ze pritomnost alebo nepritomnost’ zubnych anomalii by mali byt zahrnuté do
celkového hodnotenia razstepového fenotypu (8). Vzhl'adom k ¢asovému a priestorovému
vyvoju Ust, podnebia a zubov je najcastejSie sa vyskytujicou anomaliou vrodené chybanie
lateralnych rezakov. Je dobre zname, Ze u jedincov s CL/P bo¢né rezaky v linii razStepu Casto
chybaju (9). Rovnako tak u tychto pacientov je zvySeny vyskyt chybajucich zubov mimo
razstepovej oblasti, najmi premolare a lateralny rezak (10). AvSak hypodoncia sa CastejSie
vyskytuje u nepostihnutych strodencov jedinca s razstepom (11,1%) ako u nepribuznych
(3,4%) (11). Vzhl'adom k tomu, ze existuje cely rad génov spojenych s vyskytom razstepu
napr. Msx1, Tgfa, Pax9, TgfB3, Fgfrl a IRF6 (12, 13, 14) ako aj s vyskytom agenézy zugov
sa podporuje hypotéza, Ze zubné anomalie prispievaju k razStepovému fenotypu. AvsSak
overenie etiologie chybajuceho zuba moze byt narocné. Véacsina stadii vyuziva retrospektivnu
prehliadku zubnych rontgenovych snimkov, ktoré vSak pri skriningu hypodoncie neumoziuju
potvrdenie priCiny chybania zuba (napr. ¢i je chybanie spdsobené extrakciou alebo je od
narodenia). Okrem toho je mozné, ze zakrok na opravu razStepu moéze narusit’ vyvijajiice sa
zubné 16zko, ¢o ma za nasledok vznik agenézy pripadne vznik miernej malformacie. Preto
detailné dlhodobé klinické aj radiologické udaje o vyvoji zubov a zubnej intervencie by sa
mali zbierat’ prospektivne od postihnutych rodin pre I'ahSie a presnejSie urcenie subfenotypu
(7). Lucas a kol. uvadza vyssi vyskyt straty zafarbenia skloviny u deti s vyskytom CLP
v porovnani s detmi bez CLP atento defekt prisudzuje traume pocas operacie CLP (15).
Ribeiro a kol. zistili vysoku prevalenciu hypodoncie trvalého lateralneho rezdka na strane
razStepu (49,8% pacientov) ako aj oneskoreny vyvoj korefia v porovnani s kontralateralnym
zubom (9,16). Vac¢sina §tadii skimajucich zubné deformacie medzi jedincami s razstepom
zahfiia r0zne typy razstepovych pripadov anie su rozlisené ich vysledky na zaklade typu
razstepu. V dosledku toho je k dispozicii v literatire malo informécii ohladom vyskytu
zubnych anomalii v réznych skupinach razstepov. Vzhladom k tomu razstep moze byt
vysledkom kombinacie genetickych a enviromentalnych faktorov a méze dojst’ k jeho vzniku
v réznom Case pocas tehotenstva a tym ovplyviiovat’ vznik kraniofacidlnych a dentofacialnych
Struktar (17, 18). Pretoze zubné anomalie m6zu byt komplikujucim faktorom v zubnej ako aj
ortodontickej lie¢be, pred zahajenim ortodontickej korekcie je potrebné vykonat’ vySetrenia na
urenie existencie anomalii (19).

Zaver

Heterogénna etiologia razstepovych defektov aich asociacia s menS$imi a va¢$imi defektmi
zdoraznuje nutné genetické vysetrenie a poradenstvo pre vSetkych pacientov s vyskytom
oralnych razstepov.
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Suhrn

U Tudi existuje sedem krénych stavcov, ktoré st oznacené C1 az C7. Charakteristickym
rysom stavcov C2 az C6 je rozdvojeny processus spinosus, vynimku tvori C1, ktory ho nema
a C7 , ktory ho nema rozdvojeny ale ukon¢eny vyraznym tuberkulom, hmatatelnym cez kozu
v krénej oblasti. Processus transversus je perforovany foramen transversarium, ktory pri
hornych Sestich stavcoch poskytuje priechod pre vasa vertebralia. Medzi anatomické varianty
krénych stavcov, ktoré bol uvedené vo vacsSine klasickych anatomickych ucebnic patria
najmi: tvz. kréné rebra, defekty arcus posterior, pritomnost’ kibovych plosok nad okrajmi
arcus anterior atlantis, pritomnost’ treticho okcipitalneho kondylu a podobne.

Krucové slova
Atlas, arcus anterior, arcus posterior, massae laterales

Summary

In humans, there are seven cervical vertebrae, which are labeled C1 to C7. A characteristic
feature of the vertebrae C2 to C6 is a projection known as the bifid spinous process only the
C7 vertebra has a prominent non bifid spinous process that can be felt at the base of the neck.
The transverse processes are each pierced by the foramen transversarium, which, in the upper
six vertebrae, gives passage to the vertebral artery and vein. The anatomical variations of the
cervical vertebrae as reported in most classical anatomical textbooks mainly include: cervical
ribs, non fusion of the halves of the posterior arch of the atlas, presence of articular facets on
the superior margin of the anterior arch of the atlas incase of presence of a third occipital
condyle and similarly.

Key words
Atlas, anterior arch, posterior arch, lateral masse

Uvod

Atlas je prvy krény stavec. Je spojeny s os occipitale a2. krénym stavcom — axis. Ma
vyznamné postavenie v pohyboch hlavy a krku. Atlas nema telo ako ostatné kréné stavce, ma
tvar kruhu s prednym azadnym oblikom — arcus anterior a posterior, spajajucich sa
v boénych oblastiach — massae laterales, na hornej a dolnej ploche majii kibové plosky —
facies articularis superior a inferior, pre spojenie s lebkou a susednym krénym stavcom,
laterdlne z nich vybiehaju bocné vybezky — processus transversus spolu s otvorom — foramen
transversarium . Za nimi, na zadnom obluku, sa nachadza Zliabok pre cievu zasobujicu
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mozog arteria vertebralis — sulcus arteriae vertebralis. Poznatky o moznych variaciach tohto
stavca maju vel’ky vyznam pre lekarov pracujuicich v roznych oblastiach mediciny. V tejto
praci sme sa zamerali na variacie hornych artikulaénych ploch.

Material a metodika:

Material sme ziskali z kostenych preparatov, ktoré vyuzivame na naSom uUstave pri vyucbe
Studentov prvého ro¢nika vSeobecného lekarstva. Jednotlivé stavce boli ziskané podla
beznych preparanych algoritmov pre konzervaciu kadaverov andsledne vypreparované
pocas pitevnych cvifeni a d’alej spracované overenymi postupmi.

Vysledky:

Facies articularis superior atlantis predstavuje podstatni ¢ast’ hornej plochy oboch massae
laterales prvého kréného stavca. Pravostranna a 'avostranna artikula¢na plocha je orientovana
Sikmo, priCom predna Cast’ je natocena blizsie k sagitalnej rovine ako zadnd, ma konkavny
tvar, v prie¢nom aj pozdiznom smere. Plochy s naklonené smerom nadol a dovnutra,
vonkajsi okraj je vyssie ako vniitorny a oby&ajne sa lisi vo velkosti, tvare a hibke. Vieobecne
sa opisuje ovalny, pretiahnuty, oblickovy tvar artikulacnych ploch. Ich obrysy su
nepravidelné, po stranach sa nachadzaju zarezy roznej velkosti a tvaru, ktoré im dodavaju
charakteristicky tvar. Vyplyva z toho vel'ké variabilita stavcov, neexistuje ani jeden rovnaky
stavec, kazdy ma charakteristicky tvar facies articularis superior atlantis a aj na samotnom
stavci sa prava alava strana nezhoduju uplne.) V dalSej faze sme sa zamerali na
morfometrické rozmery artikulaénych ploch. Merali sme horizontalny vonkajsi predozadny,
horizontalny vnutorny predozadny , vonkajsi transverzalny a vniitorny transverzalny priemer.
Pri stanoveni priemerov sme vychadzali z prace Siengul G. a jeho kolegov (2006).

Diskusia

Nas subor obsahoval 20 stavcov, to znamend 40 artikulacnych ploch, 6 z nich malo ovalny
tvar bez vyraznejSich boénych zarezov , predstavuje to 15% z celkového poctu sledovanych
stavcov. 24 ploch (60%) malo oblickovy tvar s vyraznym zarezom na vnutornej strane a viac
alebo menej vyraznym na vonkajSej strane a zvySnych 10 (25%) bolo uplne rozdelenych
priecnou ryhou na dve Casti s roznou velkostou a tvarom. Horizontalny vonkajsi predozadny
priemer bol 26,47 mm, hodnoty sa pohybovali v intervale 23,9 — 28,6 mm, horizontalny
vnitorny priemer bol 26,32 mm, v intervale 23,5 — 28,1 mm, transverzalny vonkajsi priemer
bol 10,64 mm, v intervale 8,7 — 12,6 mm, transverzalny vnutorny priemer bol 9,72 mm,
v intervale 7,9 — 11,8 mm. Z vysledkov vyplyva velk4 variabilita v tvare facies articularis
superior atlantis, ale rozdiely medzi vonkaj$imi a vnitornymi priemermi, v horizontalnom aj
transverzalnom smere, nie su signifikantné. Nami namerané hodnoty sme porovnali
s podobnymi meraniami, ktoré boli publikované v zahrani¢nej literatire (Siengul G., et
al.,2006, Singh S., 1965, Watanabe M., et al., 2010) a zistili sme, Ze st porovnatelné.

Zaver

Existuje cely rad variécii stavcov. Na naSom ustave sme ich zacali Studovat’ a vytvarat’ sibor
zahrnajtci vel’ky pocet stavcov, z rdznych Casti chrbtice a vacsi pocet presne zadefinovanych
parametrov. Vysledky tohto suboru budeme vyuzivat’ pri vyucbe na naSom ustave a zaroven
podrobné vedomosti o tejto problematike st vel'mi cenné pre mnohych odbornikov, ako st
napriklad neurolégovia, ortopédi, otorynolaryngologovia, ale aj ini lekari, ktori sa vo svojej
praxi dennodenne stretavaji s ochoreniami pripadne poraneniami v oblasti chrbtice. Jednym
z prikladov klinického vyznamu tejto problematiky je vertebrogénny syndrom. Je to nazov pre
celi radu klinickych prejavov, ako su bolest, vegetativne prejavy, poruchy hybnosti.
Rozdel'ujeme ho na primarny, ktory vznikd na zéklade morfologickych a funkénych zmien.
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V niektorych pripadoch prvotnou pri¢inou su funkéné zmeny, ktoré vedi ku zmenam
morfologickym, vinych pripadoch je to presne naopak, morfologické zmeny ved
k funkénym porucham. Druhti skupinu vertebrogénneho syndrému tvori sekundarny syndrém,
ktory vznika na zdklade inych zékladnych ochoreni, ako s napriklad nadorové ochorenia,
zépalové procesy, traumy apodobne. Vertebrogénny syndrom patri k najcastejSim
ochoreniam postihujucich Sirokt populaciu I'udi, ktoré su pri¢inou praceneschopnosti alebo
invalidity, hned’ po ochoreniach dychacich ciest
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Suhrn

Hlavové rozmery u novorodencov a dojciat koreSponduji s rozmermi mozgu (1). Na
posudenie postnatalneho rastu mozgu sa Casto pouziva obvod hlavy, ktory s objemom mozgu
pozitivne koreluje (1,10) Rast mozgu poc¢as novorodeneckého a dojceneckého obdobia je pre
vyvoj kognitivnych funkcii dolezitejsi ako pocas fetalneho vyvoja(4).

U sledovaného suboru dojciat sme v trojmesac¢nych intervaloch, az do veku jedného roka,

.....

véacésine pripadov niZSia a vysSie hodnoty dosahovala len najvacsia Sirka hlavy.

Kricové slova
Antropometria, hlavové rozmery, vplyv vyzivy, doj¢enie, novorodenec, dojca

Summary

The overhead dimensions in newborns and infants correlate with the size of the brain.

The head circumference, which is positively correlated with brain volume (1), has been
frequently used to assess postnatal growth of the brain (1,10). These results suggest that brain
growth during infancy and early childhood is more important than growth during foetal life in
determining cognitive function(4) In the reporting file infants we are in three-month intervals,
up to one year of age, evaluated the three dimensions of the head: the circumference, the
greatest length and the greatest width of the head. The obtained results confirmed the positive
impact of breastfeeding on the development of the monitored dimensions. With respect to the
reference values was the girth of the head in with our file lower, the greatest length of the
head was in most cases lower and higher values, reached only to the largest width of the head.

Key words

Anthropometry, the dimensions of the head, the, influence of nutrition, breastfeeding,
newborn, infant
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Uvod

Stav rastu a vyzivy st od narodenia az po ukoncenie rastu mimoriadne citlivymi
ukazovatel'mi zdravia a prosperity kazdého jednotlivca a ich sledovanie patri k zakladom
hodnotenia celkového somatického stavu. Hodnoty telesnych charakteristik su vel'mi délezité
pre posudenie telesného rastu a sucasne aj zdravotného stavu deti a mladeze (12). Hlavové
rozmery u novorodencov a dojciat koreSponduji s rozmermi mozgu (2). Na posudenie
postnatalneho rastu mozgu sa casto pouziva obvod hlavy, ktory s objemom mozgu pozitivne
koreluje (1,10) Rast mozgu pocas novorodeneckého a dojceneckého obdobia je pre vyvoj
kognitivnych funkcii délezitejsi ako pocas fetdlneho vyvoja (4)

Material a metodika

Sledovany subor pozostaval z 216 deti (105 dievcat a 111 chlapcov), ktoré pochadzali z
okresu Martin a Zilina. Vsetky deti boli vySetrované v pravidelnych trojmesacnych
intervaloch. U kazdého dietata sme hodnotili tri rozmery hlavy: obvod, najvi¢siu dizku a
zéver Statisticky vyhodnotil

Na meranie, ktoré bolo prevadzané podla metodiky Martina a Sallera (9) sme pouzivali
Standartné antropometrické nastroje.

Vysledky

Dievcata Chlapci
Dizka dojcenia [N X Sd i N X Sd i
oM 27 4539 (1,76 0,19 15 46,17 |1,70 - 0,37
3M 12 44,83 (1,03 - 0,41 27 46,27 2,57 -0,28
oM 20 45,28 |1,88 -0,09 |10 46,00 1,45 - 0,51
oM 3 46,17 (1,04 +0,05 [8 46,10 |1,29 - 0,42
12M 43 4533 (1,34 +094 |51 46,43 |1,71 -0,15

Tab. 1 Obvod hlavy (cm)

veku 3 mesiacov a u chlapcov dojcenych do 6 mesiacov. NajvysSie hodnoty dosahovali
dievéatd dojcené do 9 mesiacov a chlapci, ktori boli dojéeni do veku 12 mesiacov. Obvod
hlavy u chlapcov aj u dievcat bol vo vicsine pripadov mensi ako referencné hodnoty zdravej
populacie. Hodnoty z-skore sa pohybovali v rozpati medzi -0,51 u chlapcov dojcenych do 6
mesiacov do +0,94 u dievcat dojcenych do 12 mesiacov

Dievcata Chlapci
Dizka dojéenia [N X Sa i N X Sa i
oM 27 1493 10,70 | 1,05 15 1573 [1,L19 0,54
3M 12 1483 0,72 123 7 1559 10,69 } 0,75
6M 20 1498 10,83 0,96 [10 1515 [1,00 |- 1,41
oM 3 1500 [1,00 }091 |8 1513  [0,64 | 1,45
12M 43 1514 0,68 [-064 [51 1532 0,80 -1,15

.....
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populacie. Nizsie hodnoty sme zaznamenali len u dievéat nedoj¢enych a u dievcat dojcenych
do 3 mesiacov Zivota. a taktiez u chlapcov dojcenych do 6., 9 .a do 12.mesiacov. Hodnoty z-
skore sa pohybuju od - 0,54 u nedojcenych chlapcov do -1,45 u chlapcov dojcenych do 9
mesiacov.

Dievéata Chlapci
Dizka dojéenia [N X Sq i N X Sq i
oM 27 12,59 0,81 [023 15 12,70 0,70 0,37
3M 12 12,63 (0,48 [+0,28 |27 1293 [1,06 10,94
6M 20 12,58 (0,85 [0,20 [10 12,55 10,69 0,01
oM 3 12,67 0,58 [034 [8 12,81 (0,80 [+0,65
12M 43 1242 0,61  [0,02 |51 12,77 0,66 10,53

Tab. 3. Najvicsia §irka hlavy (cm)

mesiacov a chlapci dojceni do 6 mesiacov. NajvyssSie priemerné hodnoty dosiahli dievcata
dojcené do veku 9 mesiacov a chlapci doj¢eni do 3 mesiacov. Hodnota najvicsej Sirky hlavy,
u nasej vzorky, bola vo vaésine pripadov vysSia ako referenéné hodnoty zdravej populacie.
Hodnoty z-skére sa pohybovali v rozpéti medzi -0,02 u dievéat dojéenych do veku 12
mesiacov do +0,94 u chlapcov dojéenych do 3 mesiacov

Dievcata Chlapci
Di7ka dojéenia] N X Sq i N X Sq i
oM 27 [ 8455 6,68 [+0,80] 15 | 81,14 | 7,48 | +0,60
3M 12 [ 8525 | 444 [+094| 27 | 8307 | 7.85 | +1,00
6M 20 | 84,02 | 418 [+0,70] 10 | 83,19 | 7,51 |+1,02
9M 3 [8470] 7,00 [+083] 8 7937 | 6,65 | +024
12M 43 | 82,14 | 455 [+0,33] 51 | 83,52 | 6,05 |+1,09

Tab. 4 Index cephalicus

chlapcov dojcenych do 9 mesiacov. Najvyssie hodnoty boli ndjdené u dievcat dojcenych do 3
mesiacov a u chlapcov dojcenych do 12 mesiacov. Hodnoty index cephalicus u vicSiny
kategorii boli vacsSie ako referenéné hodnoty zdravej populacie. Hodnoty z-skoére sa
pohybovali v rozmedzi medzi +0,24 u chlapcov dojéenych do 9 mesiacov do +1,09 u
chlapcov dojc¢enych do 12 mesiacov.

V porovnani s normou boli v naSom stibore hlavové rozmery mensie . Chlapci dosiahli vysSie
hodnoty, signifikantné rozdiely sme pozorovali u deti dojéenych do 12 mesiacov.

Hodnoty Index cephalicus boli vysSie u diev€at vo vsetkych skupinach mimo dievcat
dojc¢enych do 12 mesiacov.
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Diskusia a zaver

De Onis (3) uvadza, Ze Standardné hodnotyWHO st dobrou pomédckou pre lepsi monitoring
nahlych zmien rychleho rastu dojciat.

V porovnani s detmi z Bratislavy , ktoré sledovali Nesc¢dkova et al. (9) deti z néasho
sledovaného stiboru dosiahli nizsie hodnoty obvodu hlavy a najviésej dizky hlavy., aviak
hodnoty naviésej sirky hlavy boli u nasho stiboru vicsie. Statisticky vyznamné rozdiely sme
pozorovali pri obvode hlavy u deti dojéenych do 12 mesiacov a pri najviciej dizke hlavy u
nedojcenych deti. Nescakova et al. (10) pozorovali vacsi obvod hlavy u chlapcov vo vsetkych
vekovych skupinach, v 3.v 6. a v 9. mesiaci boli rozdiely Statisticky vyznamné. Dojcené
dievcata mali Statisticky vyznamne vacsi obvod hlavy v 3. mesiaci, v 9. a 12. mesiaci mali
obvod hlavy mensi.

Hruskova a Blaha (6) sledovali Ceské deti dojéené do vekul2 mesiacov a zistili, ze
u.novorodencov bol priemerny obvod hlavy :u chlapcov 35,00 cm a u dievcat 34,00 cm.

U trojmesacnych deti bol obvod hlavy: u chlapcov 41,00 cm a u dievéat 40,00 cm.

Exkluzivne dojcenie minimalne do Styroch mesiacov ovplyvituje zvacSovanie obvodu hlavy u
deti zo socialne slabsich vrstiev (5). Toto zrychlenie rastu hlavy savisi s niz§im vyskytom
oneskoreného psychomotorického vyvoja (4), detskej mozgovej obrny (8) a demencie
dospelych (9).

Postnatalny rast hlavy je signifikantne vacsi u deti, ktorych matky dosiahli vysS$iu troven
vzdelania, alebo st z vy$sich socioekonomickych vrstiev.(5).

Nebola zistena suvislost’ medzi hodnotou IQ a rozmermi hlavy v 18 gestacnom tyzdni vyvoja
alebo po narodeni, ¢o dokazuje, ze rast mozgu pocas dojcenského veku a pocas vcasného
detstva je pre vyvoj kognitivnych funkcii ovel'a dolezitejsi, ako rast mozgu pocas fetalneho
vyvoja.(4).

Ziskané vysledky potvrdili hypotézu, Ze prirodzena vyziva pozitivne vplyva na telesny rast a
vyvin deti. Telesny rast dojenych deti je proporciondlny a najviac sa priblizuje telesnému
rastu zdravych deti.
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Suhrn

Temporomandibularny kib je najdélezitejsi kib pre zubného lekara. Kazdy lekar zaoberajuci
sa ortodonciou vyuziva anatomiu v diagnostike, terapii azavadzani miniimplantatov.
Zamerali sme sa na kvalitu oralneho zdravia u starSich pacientov a mapovanie anatomickych a
fyziologickych zmien orofacidlneho skeletu v prirodzenom procese starnutia. Stidia
pojednava o zakladnych topograficko-anatomickych vedomostiach nevyhnutnych v
ortopedickej stomatoldgii. Patologické anatomické pomery nasomaxilarneho komplexu casto
spojené s ortodontickou anomaliou a obstrukénym spankovym apnoe znizuju kvalitu Zivota.
Poukazujeme na vplyv chronického stresu na oralne zdravie pacientov.

KPacové slova
Starnutie, temporomandibularny klb, canalis mandibulae, ortodoncia, kefalogram, spankové
apnoe

Summary

Temporomandibular joint is the most important joint for a dentist. Each orthodontist uses
anatomy in diagnosis, therapy and application of mini-implants. We focused on the quality of
oral health of older patients and mapping of physiological changes of orofacial skeleton in the
aging process.The study discusses the basic anatomic knowledge necessary in orthopaedic
dentistry. Pathological anatomic conditions of nasomaxillary complex often associated with
orthodontic anomalies and obstructive sleep apnea reduce quality of life. We show effect of
chronic stress on oral health of patients.

Keywords
Aging, temporomandibular joint, mandibular canal, orthodontics, cephalometrics, obstructive
sleep apnea

Uvod

Articulatio temporomandibularis (ATM, TMK) patri medzi najzlozitejSie a najvytaZenejSie
kiby Tudského tela. Preto aj vyskyt ochoreni tohto malého kibu je dost’ &asty. Podla
niektorych §tadii trpi poruchou funkcie kibu az 40%-75% populacie (Buescher, J., 2007;
Machoii a kol., 2008). Zlozitost’ kibu spo¢iva aj v jeho stavbe. Kib je tvoreny kibovou jamou
(fossa mandibularis) spankovej kosti a kibovym vybezkom sanky (processus condylaris),
ktory do nej zapada pomocou hlavice sanky (caput mandibulae) tvaru elipsoidu. Kibova jama
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a hlavica si pokryté vizivovou chrupkou, ¢o umoziiuje adaptaciu kibu na nové oklizne
pomery. ATM kryje capsula articularis, ktora priamo speviuju ligamentum mediale
et laterale, (Dauber, 2007). Inkongruencie kibovych ploch vyrovnava kibovy disk (discus
articularis), ktory ma ovalny a bikonkavny tvar s centralne stenCenou intermedidlnou zénou
a rozdel'uje kib na dve samostatné dutiny: hornt diskotemporalnu a dolnt diskomandibularnu.
CT and MRI vyskumy poukazuju na velké mnozstvo fyziologickych variacii morfologie a
topografie disku. Z topografického hladiska lezi kib v regio parotideomasseterica. Lateralne
od kibu prebieha a. temporalis superficialis a asi 1,5 cm kaudalne od caput mandibulae a.
maxillaris. Obe uvedené koncové vetvy a. carotis externa zabezpeluji krvné zasobenie
kibovych Struktir vytvarajuc cievnu splet’ okolo puzdra kibu. V blizkosti kibu prebieha
mediokaudélne n. auriculotemporalis; vetva n. mandibularis zabezpetujuca inervaciu kibu
(Asaki akol., 2006; Khan akol., 2008) a lateralne plexus parotideus. Dorzalne ulozeny
venozny plexus pterygoideus tvori s tukovym tkanivom Zenkerov retroartikularny vankuas
(Selma a kol., 2004). Ventralne sa do discus articularis upina cast’ m. pterygoideus lateralis.
Na l'udskej lebke v 7., 8. a 9. decéniu dochadza k zniZeniu hrubky kosti najmé v mechanicky
menej namahanych oblastiach. Alveolarny vybezok acast’ bezzubej Celuste a sanky
podliehaju regresii. Dochadza k remodelacii TMK. V niektorych pripadoch vznika defekt
artikularneho disku. Atrofia sanky je najvyraznejSia v strednej tretine corpus mandibulae.
Foramen mentale sa relokuje do blizkosti alveolarneho hrebeiia (Schumacher, 1984).

Praca nadvézuje na doteraz odprezentované studie topografie orofacidlnej oblasti, ktorej sa
intenzivne venujeme niekolko poslednych rokov. Cielom nasSej Stidie bolo autenticky
zobrazit’ anatomické pomery TMK a Struktur v jeho okoli v zavislosti od veku a stavu chrupu,
a zaroven poukdzat’ na aplikdciu znalosti v ortodontickej ambulancii.

Material a metédy

V studii bolo pouzitych 8 preparatov hlav oboch pohlavi, rézneho veku (3.-8. decénium)
a stavu chrupu. Preparat ¢. 1 v 3. decéniu charakterizovala pritomnost’ zachovalého chrupu
v celom rozsahu. Ciastoéne ozubené preparaty ¢. 2 a 3 v 5. decéniu obsahovali samostatne
stojace zuby (¢. 2 — frontalny usek a¢. 3 — distalny usek). Bezzuby sagitalny rez ¢. 4 (6.
decénium), ktory nevykazoval znamky resorpcie a preparaty €. 5 a 6 (6. decénium), ¢. 7 (7.
decénium) a ¢. 8 (8. decénium) —vysoky stupeii resorpcie alveolarneho vybezku bezzubej
Cel'uste a sanky. Na preparaciu boli pouzité Standardné preparacné nastroje. Morfometrické
parametre sa hodnotili meradlom na meranie hriubky koruniek, digitdlnym posuvnym a
papierovym meradlom. Tvrdé tkaniva sa zbrusovali vrtaCikmi kuZzelovitého a gulickového
tvaru rucnej vitacky. Postupnost’ prace bola rovnakd pri vSetkych preparatoch; zahtiala
odpreparovanie mékkych tkaniv v regio parotideomasseterica, odklopenie glandula parotis
a plexus parotideus az po m. masseter, ktorého odstranenim bola obnazena predna stena
sanky. Spristupnend bola fossa temporalis (s ponechanim casti m. temporalis) a zbrusena
prednd a zadna kompaktna stena sanky (so zachovanim kostené¢ho lemu ramus mandibulae
z dovodu autentickosti topograficko-anatomickych pomerov). Vo fossa infratemporalis boli
spristupnené svaly, nervové acievne Struktury. Morfometrické hodnoty, ako aj vztahy
nervovocievnych Struktir ku TMK vo fossa infratemporalis boli zaznamenané do tabuliek.
Postupnost’ preparacie sme zachytili fotoaparaitom Olympus E-420 aNikon D-80
v supermakro rezime a d’alej spracovali poc¢itacovou technikou.

Vysledky

V predkladanej $tudii sme zaznamenali morfometrické parametre TMK a vyhotovili unikatnu
fotodokumentaciu (obr.1). Kranialnu kibovti plochu tvori fossa mandibularis, jej hibka je od 2
- 4mm. Nase nalezy potvrdzuju variabilitu discus articularis nezavislu od veku preparatu.
Velkost disku sa pohybuje v rozsahu 21 - 22mm x 15 - 18mm. Hrubka je po obvode 3 - 4mm
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avstrede 1 - 2mm.V tejto faze ndsho vyskumu mézeme potvrdit’ psychofyziologicky koncept
bolestivého syndromu TMK s primarnym vplyvom stresu. V liecbe sme pouzili nahryzovia
dlahu s doCasnym zvySenim zhryzu o 1-8mm podl'a stupna klinickych tazkosti pomocou
tvrdej akrylovej nahryzovej dlahy. Pacienti nosili tato ortopedicktl poméocku kazdi noc 7-8
mesiacov doplnent termoterapiou. Vysledky liecby sme monitorovali kazdé 4 tyzdne.
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Obr. 1. Vizualizacia anatémie temporomandibularneho kibu a artikularneho disku

Lokalizacia a priebeh a. maxillaris an. auriculotemporalis moéze byt individualna. A.
maxillaris moze byt lokalizovand medialne od m. pterygoideus lateralis (MPL), ale aj
lateralne, smeruje do fossa infratemporalis takmer kolmo na sagitdlnu rovinu. V naSom
vyskume vo vsetkych pripadoch prebieha a. maxillaris lateralne od n. ligualis a chorda
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tympani. Vzdialenost’ odstupu artérie z hlavného kmena a. carotis externa k vrcholu caput
mandibulae je v rozsahu od 14 -21mm. N. auriculotemporalis prebicha mediokaudalne od
ATM cca 8 mm, poza collum mandibulae priblizne rovnako u vsetkych preparatov.

412,14 080KV 5.0mA 12 4% 13, SmSy

Obr. 2. Kefalometricky snimok — diagnostika v ortodoncii — pravdepodobny rastovy trend
sanky

N. alveolaris inferior vytvara slu¢ku okolo a. maxillaris. PocCas fyziologického procesu
starnutia dochadza k atrofii alveolarnej kosti vo vertikdlnom smere. Vzdialenost’ alveolarneho
hrebena od horného okraja CM sme zaznamenali v rovine prechadzajicej predpokladanou
lokalizaciou M1. Zmena tejto vzdialenosti nastdva v prirodzenom procese starnutia.
Zaznamenané parametre mandibularneho kanala zodpovedaji hodnotdm uvedenym v
literatare. CM bol tvoreny kompaktnou kost'ou u vsetkych nasich preparatov.
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Obr. 3. Vztah externej morfoldgie sanky k priebehu manbibuldrneho kanala (Upravené
podla: Palsson a Kjaer, 2009)

Lokalizaciu CM sme pozorovali vo vertikalnej a v horizontalnej rovine. V majorite pripadov
bol kanal lokalizovany lingvalne a inferiorne. Kanal prebieha v ramus mandibulae $ikmo
ventrokaudalne, kym v corpus mandibulae smeruje horizontalne, sti¢a sa smerom k foramen
mentale. Nervovocievny zvidzok sa v oblasti M2 rozdel'uje. Jedna Cast’ vystupuje z foramen
mentale posterokranidlne, kym druhd Cast’ pokracuje v kostenej lamele pod pravym uhlom
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smerom nadol ku koreiom rezdkov. Goniovy uhol s priemernou hodnotou 123° zviera zadny
okraj ramus mandibulae a spodny okraj corpus mandibulae. Mandibularny uhol s priemernou
hodnotou 143° bol merany v mieste prieseCnika dotyénice k verikdlnemu a horizontalnemu
priecbehu CM. Mentalny uhol s priemernou hodnotou 39° sme zaznamenali v priesecniku
doty¢nice k horizontdlnemu priebehu kanala a dotyCnice jeho kranidlneho priebehu pred
vstupom do foramen mentale (obr. 3).

V nasej $tadii sme pouzili kefalogramy na demonStraciu pritomnosti kraniofaciadlnych
abnormalit (retropozicia sanky, plytké zadné dychacie cesty, zvdcSené mikké podnebie,
retropozicia cel'uste) u pacientov s poruchami spanku. Kefalogramy sme vyuzili aj na
demonstraciu individudlneho rastového trendu sanky. K analyze a biologickej interpretacii
snimky je nevyhnutna vyborna znalost’ anatomie orofacialnej oblasti (obr. 2).

Diskusia

Nase nalezy potvrdzuju variabilitu discus articularis. Klepacek a Mazanek (2001) uvadzaju,
ze po 5. dekdde dochddza k perforacii disku v jeho stenCenej centralnej casti. Toto
konstatovanie len Ciastocne koreSponduje s naSimi nalezmi, nakol’ko na preparatoch 3. a 7.
decénia disk predstavovala pomerne hruba bikonkavna platnicka, kym na hlave 5. decénia bol
disk tvoreny iba tenkou vizivovou, perforovanou vrstvou. Kib podlieha degenerativnym
a proliferativnym zmenam v prirodzenom procese starnutia (Tvrdon akol., 2006).
Mikrotraumatizacia kibu v dosledku zmien zhryzovych pomerov spdsobuje patologické
zmeny chrupky kibu améze viest ktvorbe osteoartrotickych zmien. A. maxillaris je
lokalizovana vo vécsine pripadov  (55,4%) laterdlne od m. pterygoideus lateralis
(Pretterklieber a kol., 1991), ¢o nezodpoveda naSim nalezom, nakol'’ko v 75% artéria prebicha
medidlne od m. pterygoideus lateralis. Zaujimavostou je odliSnost priebehu artérie u
preparatov, ktoré tvoria jeden celok. A. maxillaris prebicha Tlavostranne lateralne
a pravostranne medialne.Variacie jej povrchového aj hibkového priebehu opisuji aj Harn
a Durham (2003). Priemerna vzdialenost’ vrcholu hlavice mandibuly od miesta odstupu a.
maxillaris z kmena a. carotis externa je 22,4 mm (Orbay a kol., 2007). Podl'a nasich merani
sa tato vzdialenost pohybuje v rozsahu 14 - 21mm. Priemernd vzdialenost kanala od
spodného okraja sanky je 6.54 mm (10.52), priemer kanala je 2.69 mm (2.52), n. alveolaris
inferior 1.53 mm (1.84), a. alveolaris inferior 0.57 mm (0.42), v. alveolaris inferior 0.43
mm (0.52), (Kilic et al., 2010). V bezzubej sanke su steny mandibularneho kanala tvorené
spogioznou kostou, ¢o zvySuje riziko poskodenia nervovocievneho zvdzku pocas
chirurgického zakroku (Polland, 2001). Goniovy uhol podla nasich nalezov zodpoveda
poznatkom uvedenym v literatire (Andrik et al., 1981). Zmeny externej morfoldgie sanky v
zavislosti od individualnych okluzalnych pomerov kore$ponduji s réznou lokalizaciou CM
(Jung - Nah - Cho, 2007; Palsson and Kjer, 2009). Dysfunkciou TMK trpi 40-75% populécie
(Buescher, J., 2007; Machon a kol., 2008). Anatomické predispozicie, napr. patologicka
anatomia hornych dychacich ciest si kompenzované nervovou aktivitou, ktord je vo faze
spanku zniZena. Ortodonticky pozicionator sanky zabezpefuje zmenu pozicie sanky pocas
spanku, ¢im dochadza k rozSireniu nestabilnych hornych dychacich ciest, ktoré sa pocas
spanku zuzuji (obstruktivne chrapanie) alebo az kolabuju (spankové apnoe), (Tomori a
kol.,1999; Proffit et al.,2013). Kefalometricky snimok a jeho analyza je zakladnou stcastou
ortodontického vySetrenia a predpokladom stanovenia legitimneho lieCebného planu.
K spravnej biologickej interpretacii snimku je nevyhnutnd znalost' anatoémie orofacialnej
oblasti, ¢omu moéze pomoct nasa jedinecnd fotodokumentacia. Ddlezité je stanovenie
pravdepodobného rastového trendu sanky (Kaminek, 2014).
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Zaver

Definovali sme anatomické vedomosti o TMK potrebné pre uspe$nii prax zubara so
zameranim na ortopedicku stomatologiu. Upozornili sme na nevyhnutnost analyzy
kefalometrickej snimky pred pripravou liecebného planu pred liecbou fixnym ortodontickym
aparatom.V majoritnej skupine naSich pacientov bolestivy syndrom TMK vyvolava stres
zvySujuci  neuromuskularnu aktivitu svalov orofacidlnej oblasti. TMK podlicha
degenerativnym  a proliferativaym zmenam v procese starnutia, ale ma signifikantnt
schopnost’ adaptacie a regeneracie v dosledku pritomnosti vizivovej chrupky. Obstruktive
spankové apnoe moze byt povazované za anatomicky problém. V prirodzenom procese
starnutia dochadza k postupnej strate zubov, ¢im dochadza k ubytku alveolarnej kosti vo
vertikalnom smere. Vizualizacia canalis mandibulae v r6znych vekovych skupinach pomaha
zvysit bezpecnost’ pocas zubného oSetrenia.
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Suhrn

Zmeny v zlozeni l'udského organizmu su pouzivané ako ukazovatele, ktorymi hodnotime
adaptaciu Sportovca na rozne fyzické zatazenie, pripadne zmenu zatazenia, pri relativne
konstantnych vyzivovych a psycho-socidlnych faktoroch. Stbor probandov sme vybrali z
timu Tadového hokeja HK Ruzinov 99 Bratislava. VSetkych probandov sme podrobili
zmien vo fyzickom zatazeni $portovcov, ktoré by malo byt cielenejSie pre dany ro¢nik
narodenia v kontexte nasich odporacani.

Kruacové slova
Aktivna telesna hmota, antropometrické vySetrenie, l'adovy hokej, acrobna zataz, anaerdbna
zataz

Summary

Changes of human body composition are used as indicators that evaluate the athlete's
adaptation to various physical load or the load-changes at a relatively constant nutrition and
psycho-social factors. We chose a set of probands of ice hockey team HK Ruzinov 99
Bratislava. All probands underwent anthropometric examination in the same season. The
results of our study indicate the necessity to change the physical load of athletes” training and
it should be more targeted to age group in the context of our recommendations.

Key words
lean body mass, anthropometric examination, ice hockey, aerobic endurance, anaerobic
endurance

Uvod

Profesionalny $port sa vyznacuje stupajicou poziadavkou na vysoky vykon $portovcov a plati
to aj pri kolektivnych Sportoch, ku ktorym zarad’ujeme ladovy hokej. Zmeny v zloZeni
P'udského organizmu su pouzivané ako ukazovatele, ktorymi hodnotime adaptaciu Sportovca
na rozne fyzické zatazenie, pripadne zmenu zat'aZenia, pri relativne konstantnych vyzivovych
a psycho-socialnych faktoroch. Narast aktivnej telesnej hmoty je spojeny s narastom fyzickej
vykonnosti, sily, akceleracie a so zvySenym metabolizmom a energetickym vydajom. Narast
tukovej zlozky l'udského organizmu vedie ku opacnym prejavom (1). Pocas fyzickej zataze
organizmu je zasobovanie krvou pre bunky, ktoré maji vacsi energeticky vydaj (teda najméd
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svalové bunky), omnoho intenzivnejsie (srdce precerpa az 30 litrov krvi za minatu pocas
maximalnej zataze). PoCas zataze stiipa zasobovanie svalov z 20% az na 80%. Profesionalni
hraci ladového hokeja sa vyznaCuju zvySenym objemom ventriculus sinister, zvid¢Senou
hrubkou steny komory a zniZzenou pokojovou pulzovou frekvenciou (2). Svalové tkanivo je
vel'mi citlivé na dodavku kyslika. Vo vSeobecnosti je sval krvou bohato zasobeny. Prietok
krvi sa meni v zavislosti od aktivity svalu. Pri maximalnej zatazi sa priesvit ciev zvacSuje az
devit-nasobne. Trénovany sval je lepSie prekrvovany a celkovo odolnejsi (3).

Svalové vlakna mozno rozdelit na pomalé vldkna (typ 1) a rychle vlakna (typ Ila a IIb).
Pomalé vldkna st efektivnejSie vo vyuzivani kyslika pre rovnomernu svalovi kontrakciu
pocas dlhSieho casového useku. Rychle vldkna vyuzivaju anaerobny metabolizmus a su
vhodné na generovanie vysokého vykonu v pomerne kratkom cEase. V priemere je pomer
spominanych vldkien v tele 1:1. Hokejisti maju v celkovom zastipeni svalovych vlakien
prevahu rychlych vlakien (4). Medzi najviac namahané svaly hracov l'adového hokeja patria:
m. pectoralis, m. biceps brachii, flexory zapéstia a prstov ruky, mm. profundi thoracis, m.
rectus abdominis, m. rectus femoris / m. quadriceps femoris, m. sartorius, adduktory stehna,
extenzory predkolenia a prstov nohy. Dalej st to m. triceps brachii, extenzory predlaktia a
prstov na rukach, m. deltoideus, m. trapezius, m. latissimus dorsi, gluteadlne svalstvo, m.
gastrocnemius, flexory stupaje (2).

Ladovy hokej patri k Sportom s vysokou intenzitou, ktora nie je kontinualna pocas hry, avsak
je potrebna vysoka fyzicka pripravenost hracov pre zvladnutie takejto zataze (5). V nasej
studii sme hodnotili vplyv fyzického zatazenia na zmenu telesnych parametrov hracov
ladového hokeja vo zvolenych ro¢nikoch narodenia (1995, 1996, 1997, 2000, 2001, 2002),
ktoré mozu byt prinosom pri uprave tréningovych jednotiek.

Metodolégia a subor probandov

Subor probandov sme vybrali z timu 'adového hokeja HK Ruzinov 99 Bratislava. Pracovali
sme s vekovou skupinou hra¢ov Mladsi ziaci. Tuto kategériu tvoria hraci vo veku od 10 do 12
rokov (roénik narodenia 2000 - 2002). Dalsou vekovou skupinou boli hra¢i Dorastu. Tito
kategoriu tvoria hraci vo veku od 15 do 18 rokov (ro¢nik narodenia 1995 - 1997). Kategoérie
su urCene Slovenskym zvdzom l'adového hokeja. Celkovo bolo v stibore meranych 60
probandov. Probandov sme rozdelili do 6 skupin po 10 hracov podla ro¢nika narodenia.
Vsetci probandi boli dlhodobo zatazovani intenzivnym tréningovym procesom. Tyzdenny
tréningovy mikrocyklus pozostival zo 4 tréningov na lade a jedného alebo dvoch
tréningovych cyklov mimo l'adu a minimalne jedného sut'azného zapasu.

Probandov sme podrobili antropometrickému vysetreniu. Pri antropometrickych meraniach
boli hodnotené viaceré parametre. Hmotnost' sme merali pomocou mechanickej vahy znacky
Transporta N.P. Chrudim s presnostou na desatinu kilogramu. Telesni vysku sme merali
pomocou antropometra GPM - Swiss Made s presnostou na 1 mm. VySetrovany stal s
chodidlami pri sebe a pozeral priamo pred seba. Boli merané miery Sirkové (rozmer ramien,
vzdialenost’ medzi crista iliaca dx. et sin, tranzverzalny obvod hrudnika, sagitalny obvod
hrudnika, Sirka lakt’a, Sirka ¢lenka), obvodové (obvod hrudnika, obvod ramena, predlaktia,
zéapistia, glutealny obvod stehna, lytka, Clenka). Hribka koznych rias (tvar, podbradok,
hrudnik I, hrudnik II, triceps, chrbat, brucho, bok, stehno I, Iytko I) bola merana pomocou
kalipera typu Somet — Standardny tlak 10g/mm s presnostou na jednu desatinu milimetra).
Somatotypy boli urCované podl'a metodiky Heath - Carter. Na vyhodnotenie udajov sme
pouzili program MS Excel.

52



SOMATOMETRIA
Vstupne data

=& Osobné Odaje <<
1 |Meno Peter
2 |Priezvisko Juréik
3 |Datum narodenia 30.1.1999
4 |Datum merania 5122013
5 |Sport Futbal
== Telesné miery <<
1 |Telesna wika 165 4
2 |Tel hmotnost 5640
== TUKY ==
3 |Rameno 7.0
4 |Chrbat 5.4
5 |Lytkot 4.0
6 |Bok 34
== OBVODY ==

7 |Rameno (max} 26.0
8 |Lytko 350
9 |Bi-ep.humer 5.8
10 |Bi-ep famur 9.0
11|Pas 83.0
12 |Boky 91.0

ED-Corporation

Obr. 1 vstupné udaje pri pocitani somatotypu

SOMATOMETRIA
D.vek 14,85
Mena: [Peter | Priezvisko: Juréik |
Telesna vySka: 1654 |cm Tel.hmotnost: 56,4 kg
Somatické Index Tuky
znaky
Endo 0,000 BMI 20,62 B tuku 7,85
Meza -17,167 |Rohrer. 1,246 |%ATH 0,00
Ekto -28,580 |Ponder. 4313 ATH(kg) 56,40
S -2858 |O-B 3410 |WHR 0,912
Sy -575 Povtela 1,618
Somatotypy

(-)

Endo Mezo Ekto
|lsoma1 1,543320449 3,545 2990980613

ED-Corporation
Obr. 2 vystupné udaje pri pocitani somatotypu



Vysledky

Probandov sme podrobili komplexnému somatotypologickému vysetreniu, z ktorého sme
ziskali hodnoty endomorfnej, mezomorfnej a ektomorfnej zlozky somatotypu a nasledne sme
tieto hodnoty porovnavali vzhl'adom na ro¢nik narodenia (1995, 1996, 1997, 2000, 2001,
2002). Endomorfna zlozka vyjadruje zastipenie tukovej zlozky. Najvyssia hodnota tukovej
zlozky je u probandov narodenych v roku 2002. U hracov narodenych 1995 - 1997 ma tukova
zlozka vyrazne mensi podiel na celkovej stavbe tela, aj napriek podobnému tréningovému
zat'azeniu. Najvyraznejsia endomorfné zlozka je u hracov v pred-adolescentnom veku - 2000 -
2002. Ro¢niky 2000, 2001 a 2002 maji teda vyraznejsie zastipenie tukovej zlozky.

ED-Corporation

Graf 1 Hodnoty endomorfnej zlozky

Hodnota mezomorfnej zlozky vyjadruje stupenh muskularity kazdého probanda. Hraci ro¢nika
narodenia 1995, 1996 a 1997 dosahuju hodnotu okolo 4,5. Je to viac ako mladsi probandi u
ktorych je vyssia diskrepancia hodnot.

Hodnota ektomorfnej zlozky vyjadruje stupei pozdizneho rozloZenia telesnej masy.
Zaujimavostou je, ze graf indexu Stihlosti ma protikladny vzhl'ad ako graf svalovej zlozky.
Hraci narodeni v roku 2002 maju najvacsiu diskrepanciu medzi indexom Stihlosti a tukovou
ze kym mladsie ro¢niky - 2000 - 2002 - maju vyraznejsiu tukovu zlozku, tak pri rovnakom
zatazeni a pravidelnom cviceni mézu v adolescentnom veku dosiahnut’ hodnoty starSich -
1995 - 1997. Z toho vyplyva, Ze aj napriek rovnakému zat'azeniu a frekvencii tréningov
vplyvaju na celkovy somatotyp aj d’alSie faktory, ako si enviromentalne a endokrinné faktory.

Celkové hodnotenie somatotypu je znazornéné na grafe ¢. 4. U hracov roénika narodenia
1995 - 1997 vidime vyrazne dominujicu mezomorfnt, teda muskuldrnu zlozku somatotypu.
Druhtl najvysSiu hodnotu u tychto rocnikov dosahuje ektomorfnd zlozka, teda zlozka

v

narodenia 2000, kedy zacina dominovat’ zlozka linearity (ektomorfna zlozka), svalova zlozka
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vyrazne klesa. Pri roéniku narodenia 2001 sa vyrovnava muskularna zlozka a zlozka linearity.
Pri najmladsich probandoch - ro¢nik narodenia 2002 - dochadza k opédtovnému vzostupu
svalovej zlozky, ktora sa stava dominantnou.
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Graf ¢&. 3 - Hodnoty ektomorfnej zlozky
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Graf ¢. 4 - Celkové hodnotenie somatotypu a zobrazenie vsetkych zloziek somatotypu

Diskusia

Pri spravnom popula¢nom vybere dochadza so stupajucim vekom detskych Sportovcov a
s prislusnymi morfologickymi zmenami k nérastu ich fyzickej vykonnosti (6). Vysledkami
nasej Stidie sme poukazali na morfologické nedostatky pri vybranych ro¢nikoch narodenia
hracov ladového hokeja. Zaroven, nizSie uvedené odporucania mézu pomoct odstranit’
jednotlivé diskrepancie, a tym aj zlepsit’ vykonnost tychto hracov.

ZvySenie anaerébnej zat’aZe vo vybranych ro¢nikoch

Hraci narodeni v roku 2000 a 2001 mali najnizSiu svalovi zlozku spomedzi vSetkych
meranych skupin probandov. Tréneri by sa preto mali zamerat na zvySenie svalovej ich
zlozky, z tréningového pohladu ide o anaerébnu zataz. Studie ukézali aj iné vyznamné
benefity pri zvySovani anaerdbnej zlozky zataze. Vyznamné bolo znizenie LDL frakcie
lipoproteinov, zniZzenie celkového cholesterolu, znizenie hodnoty triacylglycerolov (TAG) a
zvysenie HDL frakcie lipoproteinov. Jednym z moznych rieSeni by mohol byt tzv. High-
intesity interval training (HIIT). Naimo a kol. (7) porovnavali efekt HIIT tréningu s tradicnym
tréningom vytrvalosti. 24 hracov 'adového hokeja bolo nahodne pridelenych k jednej z metod
pocas 4-tyzdinového tréningového cyklu. Kompozicia tela, hriibka svalov a anaerdbna sila boli
vzdy merané pred tréningom a po tréningu. Vysledky ukazali, Ze je mozné vyuzit HIIT na
zvysenie svalovej hrubky, sily a vykonu na l'ade.

ZvySenie aerébnej zat’aZze vo vybranych ro¢nikoch

Vo vekovej skupine hra¢ov narodenych v roku 2002 bola vyrazne zvySena tukova zlozka.
Tukova zlozka je vyrazne vyssia, ako u ostatnych meranych ro¢nikov narodenia. Z toho
dovodu by sa tréneri mali zamerat' na zvySenie aerdbnej aktivity u tychto hracov. Rovnako
boli zaznamenané dalSie vyrazné benefity. Vyznamné zlepSenie metabolizmu v oblasti
lipidového spektra — znizenie LDL frakcie, celkového cholesterolu, TAG, zvysenie HDL
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frakcie. Neustale stupajiica prevalencia obezity v detskom a adolescentnom veku stale ziskava
Coraz viac vedeckej pozornosti (8).

Sledovanie Specifickych kriviek

Pri vySetreni rozoznavame krivky Specifické a neSpecifické. Specifickymi krivkami sa
hodnota svalovej zlozky a tukovej zlozky, pretoze ich priamo meriame. Index Stihlosti je dany
matematicky, zlozkou svalovou a tukovou — ide teda o krivku ne$pecifickt. Ako ukazovatele
diagnostického prinosu meracich metdd slizi hodnota Specificity a senzitivity.

Specificita vyjadruje schopnost’ testu vybrat’ pripady, u ktorych skimany znak nenastava - to
znamend, aby nam test dal ¢o najmenej faloSne pozitivnych vysledkov. Senzitivita vyjadruje
uspesnost’ testu s akou zachyti dany znak/ochorenie — test ma vysokl senzitivitu, ak
dostaneme minimum falo$ne negativnych vysledkov (hodnoty sa pohybuju od 0,0 do 1,0) (9).

Zaver

Pri snahe dosahovat’ stipajicu vykonnost’ hracov 'adového hokeja s ich stiipajicim vekom je
potrebné, aby morfologické charakteristiky tychto hracov boli zodpovedajuce vykonnostnym
oCakavaniam. Nami realizovand Stidia ukazuje potrebu zmien vo fyzickom zatazeni
$portovcov. Malo by byt cielenejSie pre dany rocnik narodenia. Kontrola efektivity tychto
zmien moze byt vykonavana vhodnymi opakovanymi meraniami.
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MECHANIZMY NERVOVEHO SYSTEMU
KOORDINUJUCE FYZIOLOGIU ,
VYPRAZDNOVANIA MOCOVEHO MECHURA

(The mechanisms of the nervous system coordinating the physiology
of the micturition)
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Suhrn
Predlozena publikécia je zamerana na podrobny popis mechanizmov inervacie mocového
mechtira vo vztahu k jeho fyziologickému vyprazdinovaniu.

Kruacové slova
Inervacia mocového mechura, fyzioldgia vyprazdnovania mo¢ového mechtira

Summary
The goal of this article is the detail description of the urinary bladder innervation in
relationship with the physiology of micturition.

Key words
Innervation of the urinary bladder, physiology of micturition

Uvod

Mocovy mechur (vesica urinaria) je duty svalovy organ uloZeny za symfyzou v malej panve.
Spolu s parovymi obli¢kami (renes), mocovodmi (ureter) a mo¢ovou rarou (urethra) vytvara
u Cloveka mocovy systém. Fyziologia vyprazdiiovania mocového mechura je podmienena
mechanizmami nervového systému. Dolnd c¢ast mocového traktu umoziiuje uschovanie
a vyla¢enie mocu. Plnenie jeho normalnej funkcie je vysledkom koordinacie kontrakcie
a uvolnenia svalov mocového mechura, stahovatov mocovej rury a svalov panvového dna.
Poruchy tychto aktivit, alebo ich interakcii vedu k rozvoju portich funkcie dolného mocového
traktu. V ich riadeni ma nervovy systém zakladnua ulohu (1).

Nervy moc¢ového mechura pochadzajt z plexus vesicalis, ktory prebiecha po stranach fundus
vesicae. Obsahuje sympatické vlakna z plexus hypogastricus inferior (segmenty L1 - L3),
parasympatikové vlakna z panvového parasympatiku (segmenty S2 - S4), pochadzajuce rovnako
z plexus hypogastricus inferior, senzitivne vldkna miechovych nervov (L2 - S2) a
somatomotorické vlakna pre m. sphincter urethrae externus (2). Najviac senzitivnych
nervovych zakonceni sa nachadza v trigone, pri Gstiach mocovodov a vo vniitornom vyusteni
mocovej rury. V nervovom pletenci a v svalovine mechura s mnohé ganglia mikroskopickych
rozmerov. Senzitivne nervové zakoncenie ovplyviuje kapsaicin (3,4,5).

Sympatické vlakna zvySuji u muzov napitie m. sphincter vesicae a uzatvaraju vstup do
mocovej rary. Vldkna parasympatiku aktivuji otvaraci mechanizmus uretry a vyvolavaji
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kontrakciu m. detrusor. Spinalne nervy vedi do miechy podnety napétia steny a vnemy nutkania
na mocenie a bolest’ (6).
Informécie z mechura prenésaju senzorové nervové vlakna do CNS. Signalizuju zvyseny tlak v
mechure a zvySené napitie mocového mechura. Vedomé mocenie sa zacina stiahnutim
brusnych svalov a branice, vzostupom vnutro brusného tlaku, ochabnutim zvieraca a svaloviny
panvového dna. Spodina mechura klesa, mocovod sa skracuje a otvara spolocne s hrdlom
mocového mechiira. Zvierac sa stiahne. Tym sa zvysi tlak v mechtre. V mocovodoch sa znizi
uzaverovy tlak, prebehne mocenie. Ukoncenie mocenia umoziuje volny uzaver vonkajsieho
zvierata. Ddjde k stiahnutiu dna panvy a vnitorného zvierac¢a. Prid mocu sa prerusi v druhej
tretine mocovodu a mo¢ z hornej tretiny sa vypudzuje spat’ do mocového mechira (7,8,9,1,10).
Riadenie mocenia koordinuju viaceré Casti centralneho nervového systému. Aferentny a eferentny
periférny nervovy systém prenaSaju signaly z dolnej €asti mocového systému. Reflexny
systém tvori pat’ zloziek:

1. eferentné neurébny miechy
periférne eferentné neurény
primarne aferentné neurény
interneurény miechy

5. neurény v mozgu
Pregangliové neurdny, lokalizované v sakralnom parasympatikovom jadre a v miechovom
sympatikovom jadre excituju periférne eferentné neurdny, inervujuce hladky sval mocového
mechira a mocovej rury. Motorické neurdny sakralneho Onufovho jadra excitujii priecne
pruhovany sval vonkajSich sfinkterov mocovej rary. Myelinové a nemyelinové aferentné axony
prenasaju informacie zdolného mocového traktu do lumbosakralnych povrazcov miechy.
V dolnom mocovom trakte su tri typy receptorov:

1. tlakové receptory

2. objemové receptory

3. ,silent” (tiché) receptory, ktoré sa stani ,,nociceptormi® (receptory reagujuce na

neprimeranu bolest)

Aferentna cesta sa kon¢i v miechovych interneuréonoch. Miechové interneurdony odovzdavaji
informacie do mozgu, alebo do inych Casti miechy. Nakol'ko reflexy mocenia obstaravaju
disynapsové, alebo polysynapsové cesty maji interneurénové mechanizmy rozhodujiicu rolu
v riadeni dolného mocového traktu. Centralna cesta, podiel'ajica sa na reflexoch mocenia, je v
mieche av supraspindlnych oblastiach. Reflexy mocenia moézu byt modulované na trovni
miechy viscero-mechtirovymi a somato-mechiirovymi reflexami. Supraspinalne oblasti maju
velmi komplikovanti organizaciu: Rozhodujucou zlozkou mocovych reflexov je mocové
centrum v pons aperiaqueduktovd Sedda hmota. Inhibicné aexcitatné oblasti
v pontomedularnom, aj v hypotalamovom systéme maju pri regulovani mocovych reflexov
vyznamnu rolu (10,1).

Bl

Kontinencia je schopnost’ zhromazd’ovat mo¢ a zadrziavat’ ho v mechare (11). Méze byt
aktivna, vtedy je potrebné volové usilie, alebo je pasivna ked je moc¢ zadrziavany pri
normalne relaxovanom detruzore. Pri poruchéach tejto funkcie vznikd mocCova inkontinencia,
nekontrolovatelny unik mocu (12,13,14). Vyprazdnenie mechtira zabezpecuje trojvrstvovy stbor
hladkej svaloviny v apex, fundus a v corpus vesicae az po cervix vesicae, znamy ako musculus
detrusor (15,16).

Otvaranie ostium urethrae internum — aktivne mimovolné otvaranie spdsobuje m. retractor
uvulae. Aktivne voIné otvaranie spdsobi relaxovanie priecne pruhovanej svaloviny m.
sphincter urethrac externus. Parasympatikus privodi stiahnutic m. detrusor a uvolnenie
vnutorného zvieraca (16).
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Zatvaranie ostium urethrae internum — aktivne mimovol'né zatvaranie spdsobuje m. sphincter
vesicae. Aktivne vol'né zatvaranie sposobuje m. sphincter urethrae externus. Okrem svalstva
mechura sa na regulovani jeho zatvarania zucastnuje aj tlak naplnenych zil. Tieto zvysia krvna
napln v uvula vesicae. Sympatikus obstardva najmé inervovanie vnutorného zvierata a jeho
kontrahovanie. M6zZe znizovat’ tonus m. detrusor (16).

Zaver

Iniciacia a potlacenie reflexu mocenia sa uskutoéiuje volovo vmozgovej kore. Cyklus
mocenia so striedanim fazy uskladiiovania a vyprazdiiovania mo¢ového mechiira vyzaduje stthru
medzi svalmi mocového mechura, mocovej rury a svalmi panvového dna. Zakladnym
predpokladom koordinacie tohto mechanizmu je spravne fungovanie nervového systému.
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Suhrn

Fenomén ischemickej tolerancie bol potvrdeny na viacerych zvieracich modeloch ischémie
mozgu amiechy po fokélnej a globalnej ischémii. Mechanizmy indukcie ischemickej
tolerancie su neustale Studované od doby, ked” bolo po prvy krat zistené, Ze ischemicka
tolerancia prinasa so sebou ochranu nervového tkaniva. Indukovanie ischemickej tolerancie
chrani neurény a zaroven umoznuje zachovanie funkénosti mozgu a miechy.

Cielom nasej prace je ziskavanie teoretickych poznatkov, tykajucich sa ischemickej
tolerancie a ich aplikacia do klinickej praxe.

KPuacové slova
Neurdn, postkondicionovanie, ischemicka tolerancia

Summary

The phenomenon of ischemic tolerance has been confirmed in various animal models of brain
and spinal cord ischemia, after focal and global ischemia. Since the ischemic tolerance
afforded by preceding ischemia can bring about robust protection of the brain and spinal cord,
the mechanism of tolerance induction has been extensively studied. It has been elucidated that
ischemic tolerance protects neurons, and at the same time, it preserves brain and spinal cord
function.

The main purpose of this study is to summarize and discuss the existence of ischemic
tolerance and its application in clinical practice.

Key words
Neuron, postconditioning, ischemic tolerance

Uvod

Dostatocné prekrvenie zabezpeCuje dostatony prisun zivin akyslika do tkaniv, o je
bezpodmienecne nutné pre spravnu funkciu ktoréhokol'vek organu. Pokial sa porucha
prekrvenia dotyka vyznamného a dolezitého organu, dochadza k priamemu ohrozeniu Zivota.
Ischémia je proces, pri ktorom dochadza k nedostatocnému prekrveniu aj nervového tkaniva a
zaroven nedostatku kyslika, glukézy a ostatnych zivin. Nervové bunky nachadzajiuce sa v
sivej hmote miechy maju rozne funkcie a aj ich reakcia na stresovu situaciu je rozna.
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Poskodenia miechy v dosledku ischémie st ¢astou komplikaciou chirurgickych zakrokov na
brusnej aorte, zakrokov v hrudnej oblasti, alebo sa popisuji ako zriedkavejSia neurologicka
komplikacia systémovych ochoreni (1, 3).

Ischemicka tolerancia - prekondicionovanie

Fenomén ischemicke;j tolerancie je znamy poslednych 25 rokov najmé zo $tudii robenych na
srdcovom svale (10). Ischemicka tolerancia spoc¢iva v schopnosti buniek reagovat’ na
subletalny podnet vybudovanim mimoriadne silnej ochrany, umoziujiicej nasledne prezit’ za
inych okolnosti letalny ischemicky zasah. Tento mechanizmus bol doteraz zisteny u vSetkych
Studovanych organov a druhov zvierat (16). Ide o mimoriadne silny endogénny obranny
mechanizmus, umoznujuci bunkdm prezit' nasobky smrtelnych davok. Tento obranny
mechanizmus bol navodeny v dvoch podobéach, ako ischemické prekondicionovanie
a ischemické postkondicionovanie . Podstatou prekondicionovania je, ze kratke subletdlne
ischemické epizody st schopné aktivovat v organizme dostatoéni ochranu, ktord dava
moznost’ preZzitia aj tym najvulnerabilnejSim nervovym bunkam.

Takto ziskana tolerancia chrani aj pred stresmi iného pévodu ide o tzv. skrizenu toleranciu -
cross tolerance. Plati to aj opacne, Ze rezistencia na ischemické poskodenie moze byt
navodend nielen samotnou ischémiou, ale aj inymi stresovymi stimulmi napr. kratkodobou
hypoxiou (6), hypertermiou (8), hypotermiou (11), depolariziciou mozgovej kory,
oxidativnym stresom (12), hyperbarickou oxygenaciou (19), ale aj chemicky - podanim
norepinefrinu (9,14), 3-nitropropionovej kyseliny (15,17), lipopolysacharidu (13), TNF-a (7),
polynenasytenych mastnych kyselin (2) a opakovanou magnetickou stimulaciou (5).
Nevyhodou tohto spdsobu navodenia ischemickej tolerancie je, ze prekondicionovanie musi
predchadzat’ letalnej ischémii a to je v klinickej praxi aplikovatelné len pri planovanych
operaciach. V klinickej praxi je jednoduchsi predpoklad aplikacie postkondicionovania.

Postkondicionovanie

Aplikacia kondicionovania pocas ischémie, bezprostredne po ischémii, pri nastupe reperfuzie
alebo v jej neskorSich fazach, je oznaCovana ako ischemické postkondicionovanie. Vd’aka
tejto Casovej aplikovatelnosti je postkodicionovanie pre klinicki prax vyhodnejSie ako
samotné prekondicionovanie. Skoré postkondicionovanie uplatnil vo svojej praci Zhao (18).
Opakoval 3 cykly 30 sekundovej perfuzie a reperfuzie 'avej prednej descendentnej koronarnej
artérie. Zistil, Ze postkondicionovanie je rovnako u¢inné ako prekondicionovanie. Redukuje
rozsah infarktu v myokarde a chrani endotelové bunky. Postkondicionovanie je na zaklade
jeho pozorovani pravdepodobne uplatnitelné pri koronarnych intervenciach, aorto-
koronarnych bypasoch, organovych transplantaciach, kde je nutné ratat’ s reperfuznym
poskodenim.

Vzdialené ischemické postkondicionovanie (RIP) predstavuje rychlu aplikaciu ischémie na
vzdialené organy v Case pociatocnej fazy reperfuzie ischemizovaného cielového organu.
Tento spdsob postkondicionovania ma ochranny efekt na ischemicko - reperfuzne poskodenie
buniek ischemizovaného cielového organu. Priaznivy efekt RIP bol popisany aj v pripade
priecne pruhovaného svalového tkaniva (4).

Z hladiska mozného pouzitia v klinickej praxi, do uvahy prichadza vyuzitie tzv. neskoré¢ho
postkondicionovania (delayed postconditioning). Pouzitie neskorého postkondicionovania
na rozdiel od bezprostredne po ischémii pouzivaného postkondicionovania, ktorého aplikacia
nie je vzdy mozna, spociva v pouziti subletalneho stresu niekol'ko hodin az 48 hodin po
potencialnom letdlnom strese. Toto casové ohranicCenie je dané ¢asom, ked’ realne dochadza
k oneskorenej smrti buniek. Plati vSak, ze ¢im je ischemicky, traumaticky alebo toxicky zasah
tazsi, tym kratSie je terapeutické okno pre aplikaciu postkondicionovania. Je dokazané, ze
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ucinnost’ neskorého postkondicionovania pri silnejSich atakoch klesa, ale otvara sa tu
moznost’ vyuzitia kombinovania s inou liecbou.

Zaver

Vyvolanie ischemickej tolerancie je mozné nielen prekondicionovanim ale aj
poskondicionovanim. V klinickej praxi sa na ischémiu neda pripravit’ vopred. Pacientov so
vzniknutym ischemickym poskodenim, je nutné riesit’ ihned’, a tak vhodnejsim spdsobom na
vyvolanie ischemickej tolerancie, moze byt neskoré postkondicionovanie.
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Suhrn

U pacientov so sklerézou multiplex (SM) sa popisuje vysSie riziko infarktu myokardu a
ischemickej cievnej mozgovej prihody ako u 'udi bez SM. Pri¢ina tohto zvySeného rizika zatial
nie je znama, ale predpoklada sa endotelidlna dysfunkcia veduca k aterosklerdze. Medzi rizikové
faktory aterogenézy patria zvySené hladiny cholesterolu, hlavne LDL frakcie pri sucasne
znizenej HDL frakcii v sére. [ ked’ sa v naSom subore hladiny cholesterolu u skupiny pacientov
s SM nelisili od kontrolnej skupiny, pacienti so sekundarne progresivnou formou choroby mali v
sére signifikantne vysSie hladiny celkového cholesterolu, LDL a TAG a signifikantne niz§iu
hladinu HDL v porovnani s pacientmi s relaps remmitujucou formou SM. Uvedené pozorovanie
by mohlo poukazovat na vysSiu mieru kardiovaskuldrneho rizika s progresiou choroby.
Hypovitaminéza vitaminu D sa zdd byt d’al§$im enviromentidlnym faktorom ovplyvilujicim
priebeh sklerozy multiplex. Vitamin D je imunomodulatorom, ale stdle nemozno s istotou
povedat’, ¢i je aj modulatorom priebehu SM. Predpoklada sa, ze vitamin D nema vplyv na
regulaciu aktivity samotnej choroby, ale iba na riziko rozvoja sklerézy multiplex.
U nesuplementovanych pacientov tymto vitaminom sme pozorovali niz§iu hladinu vitaminu D
v sére v porovnani so skupinou pacientov s tou istou formou SM, ktori vitamin D uzivali. Zistili
sme vsak signifikantne niz§iu hodnotu vitaminu D v sére u pacientov, ktori boli po¢as odberu vo
faze relapsu v porovnani s pacientmi vo faze remisie. Z uvedenych vysledkom mozno
predpokladat’, Zze vitamin D by mohol vplyvat na klinickii aktivitu choroby. Odporacana
fyziologicka hladina vitaminu D potrebna pre mineralizaciu kosti je 20-29 pg/l, nemozno vsak
vylicit, ze na podporu imunitnej reakcie organizmu su potrebné jeho vyssie hladiny.

Kruacové slova
Skler6za multiplex, hypercholesterolémia, vitamin D

Summary

There has been reported a higher risk of stroke and cardiovascular ischemic disease in
multiple sclerosis (MS) patients than in people without MS. The main cause of this
phenomenon is not yet known, but endothelial dysfunction leading to atherosclerosis has been
supposed to play part in it. Elevated levels of total cholesterol, mainly LDL fraction together
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with decreased HDL in blood serum, belong to the risk factors of atherogenesis. However,
total cholesterol levels were not significantly different in MS patients and control group in our
conditions; in secondary progressive course of the disease were determined significantly
increased serum cholesterol levels, LDL and TAG, and significantly decreased HDL in
comparison to relapsing-remitting MS patients. These results might have pointed to a trend
towards elevation of cardiovascular risk with disease progression.

Vitamin D hypovitaminosis appears to be another environmental factor affecting the disease
progression. Vitamin D is an immunomodulator, but still it is not clear if it might be consider
also as a modulator of the disease course. It has been suggested not to have an influence on
regulation of disease activity itself, but only on probability of development of MS. Decreased
levels of vitamin D were observed in serum of MS patients who were not supplemented by
this vitamin compared to those supplemented. We found significantly lower vitamin D values
in serum of patients in relapse during the withdrawal than in clinically stable (remission)
patients. From the results shown it can be assumed that vitamin D may affect the clinical
disease activity. Recommended physiological dose of vitamin D necessary for bone
mineralization is 20-29 pg/l, though it cannot be excluded that higher doses are needed to
support immunological reactions of organism.

Key words
Multiple sclerosis, hypercholesterolemia, vitamin D

Uvod

Skler6za multiplex (SM) je chronické degenerativne autoimunitné ochorenie centralneho
nervového systému, charakterizované zapalom, loziskami demyelinizacie a gliézou. Postihuje
predovsetkym bielu hmotu CNS. Prevalencia ochorenia v populacii je 0,05 - 0,15 %.
NajcastejSie sa vyskytuje vo vekovej skupine 15 - 35 rokov, postihuje priblizne dvakrat
CastejSie zeny ako muzov. Aj ked’ presna pri¢ina poruchy imunitného systému nie je znama,
ukazuje sa, ze vplyv na rozvoj ochorenia maji aj enviromentalne faktory.

V stcasnom obdobi pribuda prac, ktoré povazuju obezitu a dyslipidémiu za vyznamné
komorbidity pri SM (1). Nizka hladina HDL a zvysena hladina LDL s zname ako prozapalové
mediatory iniciujlice a prehlbujuce zapalové ochorenia ako ateroskler6za, kardiovaskularne
choroby, metabolicky syndrom (1). Z viacerych epidemiologickych $tudii vyplyva, Ze pacienti s
SM maju vyssie riziko infarktu myokardu a ischemickej cievnej mozgovej prihody ako 'udia bez
SM. Pri¢ina tohto zvySené¢ho rizika zatial nie je znama, ale predpokladd sa endotelidlna
dysfunkcia vediica k ateroskleréze. Dal§im faktorom, ktory mdze podporit’ rozvoj ischemickych
1ézii v mozgu pacientov s SM je znizena cerebralna perfuzia (2). Patobiochemickym podkladom
progresie SM je deStrukcia myelinu a zlyhavanie remyelinizacie. U pacientov s SM bol
paradoxne v miestach 1€zii zisteny zvySeny vyskyt prekurzorovych buniek oligodendroglie.
Pravdepodobne uSM zlyhava regulacia procesu ich diferencidcie a dozrievania
na oligodendrocyty produkujiice myelin. Rychlost-limitujucim krokom pri syntéze myelinu je
biosyntéza cholesterolu a teda zmeny v syntéze cholesterolu mézu byt faktorom inhibujicim
remyelinizaciu (3). Za fyziologickych podmienok je cholesterol syntetizovany de novo v CNS a
nedopiiia sa z krvného obehu. Endotelové bunky mozgovych kapilar viak dokazu vychytavat
LDL cez luminalne receptory (4), dokonca za patologickych podmienok je prisun cholesterolu
z krvného obehu do CNS zvyseny (5; 6).

Hypovitaminoéza vitaminu D sa zdd byt d’al§im enviromentalnym faktorom ovplyvilujicim
priebeh sklerézy multiplex (7; 8). Hlavna spojitost medzi vitaminom D a tymto ochorenim je

v imunitnej odpovedi organizmu, ktora je regulovana vitaminom D a je narusena pri skleroze
multiplex. Aj ked je isté, ze vitamin D je imunomodulatorom, aj napriek pocetnym $tidiam
eSte stale nemozno s istotou povedat, ¢i je aj modulatorom priebehu SM. Predpokladé sa, ze
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vitamin D nema vplyv na regulaciu aktivity samotnej choroby, ale iba na riziko rozvoja
skler6zy multiplex (9). Jeho vyuzitie v terapii je spojené s moznym predavkovanim
vitaminom D a neziadiicimi prejavmi spojenymi s hyperkalciémiou. Na experimentalnom
modeli sklerézy multiplex (EAE — experimentalna autoimunitnad encefalomyelitida) boli uz
testované analogy vitaminu D, ktoré Uspe$ne zmiernili priebeh choroby bez vplyvu na
kalciémiu (10), avsak takéto Stiidie este neboli realizované v klinickej praxi.

Material a metody

V praci boli sledované zvolené parametre u dvoch experimentalnych skupin: 1) skupina
pacientov II. Neurologickej kliniky LF UK a UN Bratislava s diagnostikovanym ochorenim
skler6za multiplex a 2) kontrolna skupina zdravych dobrovol'nikov. Pacienti s SM boli do suboru
zaradeni na zaklade splnenia inkliznych kritérii, ktoré predstavuje revizia McDonaldovych
kritérii z roku 2010. U oboch experimentalnych skupin bolo odobratych 10 ml venéznej krvi
Standardnym sposobom z v. cubiti a ziskané sérum bolo pouzité na stanovenie biochemickych
parametrov rutinnymi biochemickymi metédami. Z chorobopisov pacientov zaradenych do
studie boli nasledne vyhodnocované biochemické parametre: celkovy cholesterol, HLD
cholesterol, LDL cholesterol, triacylglyceroly a hladina vitaminu D. Pri spracovani vysledkov sa
bral do tvahy aj vek pacientov pri odbere biologického materialu; EDSS skore; typ sklerozy
multiplex — relaps-remitujuca forma, sekundarne progresivna forma, primarne progresivna
forma; dizka trvania choroby v ¢ase odberu séra; pri relaps-remitujicej forme SM v akom §tadiu
choroby bol pacient v ¢ase odberu — relaps vs. remisia.

Na 3tatistické spracovanie vysledkov bol pouzity Stats Direct”, vysledky su udévané ako
median a interkvartilové rozpitie. Vyznamnosti boli vypocitané pomocou neparametrického
Mann-Whitney testu. Za signifikantna bola povazovana hodnota p < 0.05.

Vysledky

V stbore pacientov s SM bolo 139 pacientov, 111 pacientom bola diagnostikovana relaps -
remitujuca forma skler6zy multiplex (RR-SM) a 28 pacientom bola diagnostikovana sekundarne
progresivna forma SM (SP-SM). Do kontrolnej skupiny bolo zaradenych 10 &lenov. Dizka
trvania choroby v skupine pacientov s RR-formou aj SP-formou bola v case odberov
biologického materialu 6 rokov. EDSS skére pacientov s RR-SM bolo Statisticky vyznamne
nizSie ako v skupine pacientov s SP-SM (2 vz.4). Prevladajucim medikamentéznym preparatom
pouzivanym v terapii oboch foriem choroby je interferon f3.

Pri porovnani hladin Standardnych lipidovych parametrov (celkovy cholesterol, HDL, LDL,
triacylglyceroly -TAG) v sére neboli zistené signifikantné rozdiely v hladinach u pacientov
so SM v porovnani s kontrolnou skupinou (Tab. 1). Rovnako neboli signifikantné rozdiely
v sledovanych parametroch medzi pacientmi s RR-SM a kontrolnou skupinou.

Parameter kontrola (n = 10) SM (n =139) P
vek (roky) 51 (27.0-57.0) 39 (35.0-49.3) n.s.
pohlavie (muzi/zeny) 2/8 46/94 -
celkovy CHOL (mmol/1) 4.88 (4.20-6.17) 4.94 (4.28 — 5.58) n.s.
HDL cholesterol (mmol/1) 1.65(1.29-2.39) 1.41(1.19-1.76) n.s.
LDL cholesterol (mmol/l) 2.44 (1.97-3.70) 3.09 (2.61 —3.85) n.s.
TAG (mmol/1) 1.04 (0.62 — 1.08) 1.21(0.82-1.72) n.s.
EDSS - 3 (2-4) -
trvanie ochorenia (roky) 6 6 -

Tab.1 Vekova charakteristika a lipidové parametre pacientov s SM a kontrolnej skupiny
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Pacienti so sekundarne progresivnou formou choroby vsak mali v sére signifikantne vyssie
hladiny celkového cholesterolu, LDL a TAG a signifikantne niz$iu hladinu HDL v porovnani s
pacientmi s RR- formou ochorenia (Tab. 2).

Parameter SP - SM (n =28) RR - SM (n=111) P

vek (roky) 54 (48 -57)"" 37 (33-44) <0.0001
pohlavie (muzi/Zeny) 12/16 34/77 -
celkovy CHOL (mmol/1) 5.54(4.98-6.33) """ | 4.75(4.12-5.41) <0.0001
HDL cholesterol (mmol/l) 1.27 (1.01 — 1.48)" 1.48 (1.24 - 1.78) 0.0079
LDL cholesterol (mmol/1) 4.04 (3.59-4.80) 7" | 2.89(2.51-3.43) <0.0001
TAG (mmol/1) 1.68 (1.36 -2.58)"" 1.05 (0.79 — 1.53) <0.0001
EDSS 4(3-5.5)"" 2 (2-3) <0.0001
trvanie ochorenia (roky) 6 6 -

Tab.2 Vekova charakteristika a lipidové parametre pacientov s RR-formou a SP-formou SM

Rozdelenim experimentalnych skupin podla pohlavia boli u zien s SP- formou ochorenia
v porovnani s RR- formou zistené signifikantne vysSie hladiny celkového cholesterolu, LDL
ako aj TAG (Tab. 3). V skupine muzov bola u SP- formy navyse signifikantne niz$ia hladina

HDL (Tab. 4).

Parameter SP - MS (n=16) RR-MS (n=77) P

vek (roky) 53 (46 — 56.5)™" 36 (32 —44) 0.0001
celkovy CHOL (mmol/I) 572(5.08—-6.38) " | 4.68 (4.05—5.34) 0.0003
HDL cholesterol (mmol/1) 1.36 (1.20 — 1.90) 1.60 (1.30 — 1.91) 0.2331
LDL cholesterol (mmol/l) 377(331-4.79)" 2.80 (2.35—3.24) 0.0001
TAG (mmol/l) 1.60 (133 —2.49)" 0.98 (0.75 — 1.47) 0.0007
EDSS 4(3-4.5)" 2(2-3) 0.0005

Tab.3 Vekova charakteristika a lipidové parametre u Zien s RR a SP-formou SM

Parameter SP-MS (n=12) RR - MS (n=34) p

vek (roky) 56 (48.5 — 60.5) 37 (34-42) 0.0001
celkovy CHOL (mmol/l) 5.57(5.38-6.48) " 4.81 (4.29 — 5.56) 0.0036
HDL cholesterol (mmol/1) 1.01 (0.90-1.27) " 1.29 (1.08 — 1.48) 0.0112
LDL cholesterol (mmol/1) 4.11 (3.85-4.90) 3.13(2.72-3.83) 0.0002
TAG (mmol/l) 1.68 (1.53-2.98) " 1.21 (0.88 — 1.96) 0.0012
EDSS 5(3.25-5.5)" 2.7(2-3) 0.0012

Tab.4 Vekova charakteristika a lipidové parametre u muzov s RR a SP-formou SM

Hladiny vitaminu D v sére sa u pacientov s SM nelisili od kontrolnych vzoriek (24.8 pg/l vs.
21.5 pg/l), ¢o pravdepodobne suvisi stym, ze védéSina pacientov bola suplementovana aj
vitaminmi rozpustnymi v tukoch. Rovnako nebol signifikantny rozdiel v hladine vitaminu D pri
porovnani medzi jednotlivymi formami choroby a kontrolnou skupinou, ani pri vzajomnom
porovnani medzi pacientmi s RR (25.4 ng/l) a SP formou SM (22.4 ug/l).
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Porovnanim hladiny vitaminu D u skupiny s RR-SM (v tejto skupine bol dostatoény pocet
¢lenov suboru) bola zistena nizSia hladina u pacientov bez suplementacie v porovnani
so skupinou, ktora tento vitamin uzivala (Tab. 5). Podavanim vitaminu D sa jeho koncentracia
v sére pacientov upravila na hodnotu zodpovedajicu zdravym kontroldm. U pacientov
nesuplementovanych vitaminom D bola jeho hladina signifikantne nizSia ak pocas odberu bol
pacient v stave relapsu v porovnani s tymi, ktori boli po¢as odberu v remisii (Tabul’ka 5).

RR-SM vitamin D v sére (ng/l) P
suplementécia 28.25 (15 -34.9) -
bez suplementacie 17.0 (9.8 —-29.4) 0.3

bez suplementacie v remisii 35.75(24.5-42.2) -

bez suplementacie v relapse 21.15 (14 -29) * 0.01

Tab.5 Vplyv uzivania vitaminu D a fizy choroby v ¢ase odberu vzorky na hladinu vitaminu D v
sére pacientov s RR- SM

Diskusia

Viaceré epidemiologické udaje potvrdzuju, Ze pacienti s SM by mohli mat' zvySené riziko
rozvoja nahlej cievnej mozgovej prihody ako aj zvysenu incidenciu akttneho infarktu myokardu
(11). Na uvedenu skutoc¢nost’ by mohli poukazovat’ aj zvySené rizikové parametre aterogenézy
v sére pacientov s SM v porovnani s kontrolnou skupinou zdravych jedincov.

V nasom sledovanom stbore bola vekova charakteristika pacientov Specifickd pre dve
najcastejSie sa vyskytujiice formy choroby, relaps - remitujicu (RR) a sekundarne progresivnu
(SP) formu. Priemerny vek pacientov s RR formou bol signifikantne nizsi (37 rokov) ako
priemerny vek pacientov s SP formou (57 rokov), ¢o platilo aj pre obe pohlavia pacientov.
V stlade s klinickou $tadiou Ge a kol. (12), bola hodnota EDSS v podskupine pacientov s SP
formou signifikantne vy$sia ako v podskupine pacientov s RR formou. Toto zistenie ma zasadny
vyznam v klinickej praxi pre uréovanie individualnej prognézy choroby u pacientov so skler6zou
multiplex.

Délezitym parametrom, ktory sa rovnako dava do suvisu s prognézou ochorenia, je hladina
lipidov a lipoproteinov v sére. Cholesterol je jednou zo zakladnych stcasti myelinu. HDL a LDL
lipoproteinové Castice zohravaju klIaCovi rolu v transporte cholesterolu a lipidov v I'udskom
organizme. Ukazalo sa, ze HDL plni aj $pecificku funkciu: posobi antioxidacne na endotelové
bunky a znizuje produkciu prozapalovych cytokinov (13). Z naSich sledovanych parametrov
vyplyva, Ze pacienti s SP formou ochorenia mali signifikantne zvySené hladiny celkového
cholesterolu, LDL a TAG a signifikantne znizenu hladinu HDL v porovnani s pacientmi s RR
formou choroby (Tabulka 2), co by mohlo poukazovat' na vysSiu mieru kardiovaskularneho
rizika s progresiou choroby. ZvySena hladina celkového cholesterolu v sére u pacientov so
skler6zou multiplex koreluje s narastom poctu 1ézii v mozgu, preukdzanych MRI vySetrenim
(13). Okrem toho, dyslipidémia predstavuje doélezity faktor pre vyvoj kardiovaskularnych
komorbidit, ktoré prispievaji k zvySeniu EDSS u pacientov s SM (13). Napriek tomu, Ze v nasej
praci sa korelacia medzi hladinami jednotlivych foriem cholesterolu v sére a EDSS skore
nepreukdzala, narast hodnoty EDSS sa spaja so vzostupom sérovej hladiny celkového
cholesterolu, LDL a TAG (13).

Zakladom terapie sklerdzy multiplex je medikamentdzna liecba. V pripade pacientov zaradenych
do nasej Stidie bol dominantnym farmakologickym prostriedkom pri oboch formach SM
interferon P, ktory u pacientov so skleré6zou multiplex potlaca zapalové a demyelinizacné
procesy v mozgu. Vysledky $tadii ukazuju, Ze interferon  znizuje pocet relapsov pri RR forme,

70



znizuje hodnotu EDSS u pacientov s ochorenim a prispieva k regresii demyelinizacnych lozisk v
CNS, ako bolo potvrdené MRI vySetrenim (14). Ddlezitou sucastou lieCby je aj suplementécia
vitaminmi. Ich pozitivny vyznam pri liecbe tejto choroby spocdiva predovSetkym v tom, Ze
niektoré z nich maji preukdzanu antioxidacni aktivitu (vitamin A, vitamin E, vitamin C).
V nasej sledovanej skupine pacientov je podiel suplementacie vitaminmi u RR-formy ochorenia
pomerne vysoky (50%), zatial ¢o u pacientov s SP-formou prevazuje tendencia neuzivania
tychto preparatov. Skler6za multiplex sa vzhl'adom na geograficku distribiciu prevalencie spaja
s hypovitaminozou vitaminu D ako rizikovym faktorom SM (15). Z uvedeného dovodu je
viacsine pacientov odporucend suplementacia tymto vitaminom. Za optimalnu hladinu 25-OH-D
v sére sa povazuje 30-80ug/l, ¢o je hodnota, ktorti nedosahuju ani jedinci zaradeni do kontrolnej
skupiny (21.5 pg/l). Dostacujica hladina je pritom 20-29ug/1 sére, pod 20ug/l je to hodnota
vysoko rizikova pre rozvoj ochorenia (7; 8). V pripade pacientov nesuplementovanych
vitaminom D bola u RR-formy hladina tohto vitaminu v sére pod 20pg/l. V stilade s literarnymi
udajmi (16) sme zistili signifikantne niZSiu hodnotu vitaminu D v sére u pacientov, ktori boli
pocas odberu krvi vo faze relapsu (Tabulka 5) v porovnani s pacientmi vo faze remisie.
Z uvedenych vysledkom mozno predpokladat’, ze vitamin D by mohol vplyvat' na klinicka
aktivitu choroby. I ked sa udava fyziologickd hladina vitaminu D potrebna pre mineralizaciu
kosti, nemozno vylu¢it, Ze na podporu imunitnej reakcie organizmu st potrebné jeho vyssie
hladiny.

Zaver

Z uvedenych zisteni mozno vyvodit' zavery, Ze udrziavanie sérovych hladin lipidov a
lipoproteinov vo fyziologickom rozpdti ako aj dostato¢na hladina vitaminu D mézu mat
vyznam ako faktor ovplyvijuci aktualny klinicky stav pacientov so sklerézou multiplex a
predikujuci d’alsi priebeh choroby. Z anamnézy pacientov pozorovany suvis medzi niz$im
vystavovanim sa slne¢nému Zziareniu v mladSom veku a nachylnostou sklerézy multiplex
nasvedcuje tomu, Ze nizke hladiny vitaminu D pocas detstva a adolescencie maju za nasledok
vys$iu nachylnost’ voci tejto chorobe. ZvySovanie hladiny vitaminu D suplementaciou, alebo
dlh§im travenim casu vonku, na slnku pocas mladého veku, preto moéze byt ucinnou
prevenciou u jedincov, ktori v rodinnej anamnéze maju sklerézu multiplex.
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UBIKVITIN-PROTEAZOMOVY SYSTEM
A NEURODEGENERATIVNE OCHORENIA

(The ubiquitin-proteasome system in neurodegenerative diseases)
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Suhrn

Ubikvitin-proteazémovy systém patri medzi hlavné proteolytické systémy a je dolezity pre
priebeh viacerych fyziologickych procesov v bunke. Jeho tilohou je degradécia poskodenych
a chybne zvinutych proteinov. PoSkodenie ubikvitin-proteazémového komplexu méze viest’
ku vzniku mnohych zavaznych ochoreni, medzi ktoré patria neurodegenerativne ochorenia
ako Parkinsonova, Alzheimerova, Huntingtonova choroba alebo amyotroficka lateralna
skler6za. Pre tieto ochorenia je jednym =z typickych znakov nahromadenie ubikvitin-
pozitivnych proteinovych agregatov v neurénoch, ale aj v gliovych bunkach.

KPicové slova
Ubikvitin, proteazoém, neurodegenerativne ochorenia, proteinové agregaty

Summary

The ubiquitin-proteasome system is a major proteolytic system in cells. It plays essential role
in broad array of physiological cellular processes. The main role of this system is degradation
of abnormal proteins. Dysfunction of this system is implicated in the pathogenesis of several
diseases. The most important are neurodegenerative diseases such as Parkinson's disease,
Alzheimer's disease, Huntington's disease and amyotrophic lateral sclerosis. In summary, all
of these diseases are characterized by presence of protein aggregates containing ubiquitin,
detected both in neurons and glial cells.

Key words
Ubiquitin, proteasome, neurodegenerative diseases, protein aggregates

Uvod

Jednou zo zakladnych podmienok pre spravne fungovanie buniek je udrziavanie rovnovahy
medzi syntézou a degradovanim proteinov, preto su tieto procesy prisne regulované (6).
Hlavnym proteolytickym systémom v eukaryotickych bunkach je ubikvitin-proteazémovy
systém, ktory zohrava doéleziti tlohu vo viacerych fyziologickych procesoch v bunke (3, 5).
Zabezpecuje degradaciu poSkodenych a chybne zvinutych proteinov, ktoré st vysledkom
oxidativneho stresu, mutacii alebo neurotoxicity (1, 5). Ked’ze sa ubikvitin-proteazémovy
systétm podiela na degradéacii velkého mnozstva rdznych substratov, nasledokom jeho
dysfunkcie je vznik mnohych zavaznych typov ochoreni. Medzi tieto ochorenia patria
poruchy imunitnej a zapalovej odpovede, maligne ochorenia a viaceré neurodegenerativne
ochorenia (2).
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Proteolyza pomocou ubikvitin-proteazémového komplexu

Proteolyza sprostredkovana tymto komplexom prebicha v dvoch neoddelitelnych a na seba
nadvézujucich krokoch. Prvym krokom je kovalentné naviazanie molekal ubikvitinu
(ubikvitinacia) na cielovy protein za pritomnosti viacerych Specifickych enzymov, ktoré sa
rozdel'uju na E1 ubikvitin-aktivujiici enzym, E2 ubikvitin-konjugujuce enzymy (ubikvitin-
prenasajuce enzymy) a E3 ubikvitinové ligadzy. Proteiny st po ubikvitindcii oznacené
polyubikvitinovym retazcom, ktorého vznik je katalyzovany inym typom ligazy, Casto
pomenovanej ako E4 enzym. Druhym krokom je rozpoznanie a degradacia
polyubikvitinovaného proteinu proteazomom na kratke peptidy azaroven prebehne
,recyklacia® molekul ubikvitinu pomocou deubikvitinujucich enzymov (2, 6).

Vztah neurodegenerativnych ochoreni a ubikvitin-proteazémového systému

Zaujem o $tadium ulohy ubikvitin-proteazémového komplexu v mozgu sa zvysil po zisteni,
ze ubikvitin je sucastou proteinovych agregatov pri mnohych neurodegenerativnych
ochoreniach (7). Pre kazdé ochorenie je typicky uréity Specificky protein alebo aj viaceré
$pecifické proteiny, ktoré su sucastou takychto agregatov (2). Do skupiny tychto ochoreni
patria ochorenia ako Parkinsonova choroba, Alzheimerova choroba, Huntingtonova choroba
alebo amyotrofickd laterdlna skler6za, ktoré su charakteristické prave pritomnostou
proteinovych agregatov v intraneurénovych inkluziach v postihnutych oblastiach centralneho
nervového systému (5). Agregaty sa vicSinou nachadzaji v cytoplazme, no taktiez
v lyzozémoch alebo aj v jadre nervovej bunky. V agregitoch moéze byt pritomny nielen
ubikvitin ale aj proteazdémové subjednotky, alebo dalSie komponenty ubikvitin-
proteazomového systému (1, 4). Podl'a Ciechanovera, agregované proteiny si schopné tiez
inhibovat’ funkciu ubikvitin-proteazomového komplexu (2). Je zname, ze neurdény su
citlivejSie na agregovanie proteinov anaslednii bunkovi degenerdciu avSak proteinové
agregaty boli dokazané aj v gliovych bunkach, no st mensie a aj menej pocetné. Najviac
reagujucimi gliovymi bunkami su astrocyty a mikroglia, ktorych funkcia je nasledkom
proteinovej agregacie alterovana a prispieva ku neurénovej dysfunkcii (6).

Alzheimerova choroba

Charakteristickym neuropatologickym znakom Alzheimerovej choroby su dva typy
proteinovych agregatov a to senilné plaky a neurénové klbka, priCom ubikvitin sa akumuluje
v obidvoch tychto patologickych Strukturach. Senilné plaky sa nachadzaju extracelularne
a pozostavaju z agregatov peptidu B-amyloidu. Na rozdiel od senilnych plakov, neurénové
klbka sa nachadzaju intracelularne a st zlozené z modifikovaného hyperfosforylovaného
proteinu tau, ktory je za fyziologickych podmienok Srukturdlnym proteinom spojenym
s mikrotubulmi (2, 6). Uloha gliovych buniek, konkrétne astrocytov a mikroglie je
odstranovanie senilnych plakov. Ked’ze sa aktivita astrocytov postupne znizuje, dochadza
neskor k vyssiemu ukladaniu extracelularnych agregatov B-amyloidu a ako kompenzacny
mechanizmus pravdepodobne sluzi zvySenie aktivity mikroglie (6).

Parkinsonova choroba

Toto ochorenie je typické odumieranim dopaminergickych neurénov v substantia nigra pars
compacta. Degeneracia nervovych buniek je doprevadzana tvorbou eozinofilnych
intracytoplazmatickych inklizii nazyvanych Lewyho telieska, ktoré st zlozené zo-
synukleinu, cytoskeletalnych proteinov, proteinom parkinom, ktory slizi ako ubikvitinova
ligaza ale aj samotnym ubikvitinom (6, 7). Najnovsie Sstadie potvrdili pritomnost
proteazomov v Lewyho telieskach (4). Pri Parkinsonovej chorobe st a-synukleinom
ovplyvnené aj astrocyty, ktoré su schopné ho odstranovat’, nasledne vylucovat’ prozapalové
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cytokiny atym aktivovat mikrogliu. Prdve mikrogliéza je pri Parkinsonovej chorobe
vyraznejsia oproti astroglioze, ktora nie je dobre pozorovatel'na (6).

Huntingtonova choroba

Huntingtonova choroba je charakterizovand neurénovymi aj gliovymi agregatmi,
dysfunkciou neurénov a neurodegenerdciou, ktord zacina v striatum av mozgovej kore.
Agregéciu iniciujii fragmenty huntingtinu s predizenym polyglutaminovym retazcom, ktoré
vytvaraji inkluzne telieska obsahujice aj ubikvitin, proteazomy a dokonca aj ubikvitin-
konjugujuce enzymy (2). Pri tomto ochoreni je dokdzané expresia huntingtinu aj v gliovych
bunkach, no jeho agregaty su len vel'mi tazko pozorovatel'né (6).

Amyotroficka lateralna skleréza

Pri tomto ochoreni dochadza ku degenerdcii motoneurénov v mozgu a v mieche. Pred
degeneraciou dochadza ku tvorbe intranuklearnych inklazii, ktoré su tvorené viacerymi
véacsinou ubikvitin-pozitivnymi proteinmi (6). Vytvaraji sa aj cytoplazmatické agregaty
pozostavajuice z ubikvitinovanej superoxiddizmutazy 1, ktoré sa nazyvaji ,,Bunina“ telieska
(2). Ako pri ostatnych neurodegenerativnych ochoreniach aj pri amyotrofickej laterdlne;j
skler6ze su ovplyvnené gliové bunky. Astrocyty aj mikroglia si aktivované a produkuju
prozapalové cytokiny. Taktiez je poSkodena funkcia astrocytov, ¢o mdze neskdr zapriéinit
excitotoxicitu (6).

Zaver

Stidium  ubikvitin-proteazémového  komplexu v stvislosti s neurodegenerativnymi
ochoreniami umoziuje nielen komplexne pochopit’ patogenézu tychto ochoreni, ale tieto
poznatky je mozné vyuzit' aj v budicnosti na vyvoj novej cielenej terapie. Tato terapia by
mala byt’ zamerana prave na ovplyvnenie konkrétnych mechanizmov, ktorych sa zicastiuje
ubikvitin-proteazomovy systém (2). Taktiez je potrebné sledovat’ aj zmeny v gliovych
bunkéch, pretoze aj tie podliehaju patologickym zmenam pocas tychto ochoreni a poskodenie
ich ubikvitin-proteazémového systému ovplyviuje nielen gliové bunky, ale ma nepriamy
vplyv aj na funkciu neurénov (6).
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Sthrn

Diabetickd encefalopatia, charakterizovana najmi poruchou kognitivnych funkcii mozgu,
predstavuje v sti¢asnosti akceptovani komplikaciu diabetes mellitus (DM). Pocetné humanne
a animalne studie dokazuju, ze uz jednotlivci s obezitou a zmenami v inzulinovej homeostaze
maju zvySené riziko vzniku kognitivnych portich a demencie. Hoci chronickd hyperglykémia
prostrednictvom glykécie proteinov a zvySeného oxida¢né€ho stresu prispieva k mozgovej
dysfunkcii, patolégia DM v CNS zahfiia predovsetkym progresivne a koordinované porusenie
inzulinovej signalizacie. Pretoze mnohé diabetom indukované neurodegenerativne zmeny su
podobné zmenam pozorovanym pri fyziologickom starnuti CNS, bola navrhnutd hypotéza
zrychleného starnutia mozgu pocas DM. Ciel'om tejto prace je pontknut’ sucasny pohl'ad do
zékladnych mechanizmov vzniku diabetickej encefalopatie, najmd z pohladu vplyvu
hyperglykémie a porusenej inzulinovej signalizacie na kognitivne a mozgové funkcie.

KPucové slova
Diabetes mellitus, centralna nervova sustava, mitochondria, hyperglykémia, inzulin

Summary

Diabetic encephalopathy associated with cognitive dysfunction and dementia have recently
been proven to be a common complication of diabetes mellitus. Several studies have already
evidenced that individuals with obesity and alterations in insulin homeostasis are at increased
risk for development of cognitive decline and dementia. Although chronic hyperglyceamia
through protein glycation and increased oxidative stress contributes to brain dysfunction, the
pathology of DM in the brain mainly involves a progressive and coordinated disruption of
insulin signaling. Because many of the CNS changes observed in diabetes are reminiscent of
the changes seen in aging, the hypothesis of advanced brain aging in DM has been proposed.
This article reviews the current understanding of diabetic encephalopathy in the terms of
hyperglycemia and impaired insulin signaling on brain functions and cognition.

Key words
Diabetes mellitus, central nervous system, mitochondria, hyperglyceamia, insulin

Uvod

Diabetes mellitus, chronické endokrinné ochorenie charakterizované absolutnym resp.
relativnym nedostatkom inzulinu je spojené so vznikom a rozvojom sekundarneho poskodenia
organov akymi su oblicky, periférne nervy, cievny systém ¢i zrakové ustrojenstvo. Kym
periférne komplikdcie DM st pomerne dobre prestudované, CNS doneddvna nebola
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povazovana za organ, ktory je postihnuty deregulaciou glukézovej and inzulinovej
homeostazy. Narastajuca incidencia tohto ochorenia v populéacii vSak priniesla pozorovania
a tvahy o dopade DM aj na CNS. Tieto pozorovania pochadzaju z neurozobrazovacich stadii,
ktoré zaznamenali upacientov s1 typom DM (T1DM) Specifické Strukturne zmeny
postihujuce najmi sivi mozgovii hmotu (1). Struktirne zmeny korelovali so zmenami
v hladinach mozgovych metabolitov N-acetylaspartatu, myoinozitolu a cholinu a rozsah
zmien vykazoval podobné diferencie, aké boli pozorované u pacientov s demenciou,
epilepsiou ¢i Parkinsonovou chorobou. Poznatky z neurozobrazovacich vySetreni boli
podopreté postmortem S$tadiami, ktoré rovnako dokumentovali zna¢nl stratu neurénov
vo frontdlnom kortexe a hipokampe, atrofiu bielej mozgovej hmoty vo frontalnej
a temporalnej oblasti ¢i zmozenie receptorov pre koncové produkty pokrocilej glykacie (2).
Neurostrukturalne zmeny boli asociované s neurobehaviordlnymi zmenami, kde
psychologické testy demonstrovali poruchy pozornosti avnimania, paméte, rychlosti
spracovania informadcie, znizenej inteligencie a zhor$enej pracovnej a skolskej vykonnosti (3).
Podobne, aj u pacientov s 2 typom DM (T2DM) Specifické a globalne kognitivne deficity
v psychomotorickej rychlosti, verbalnej plynulosti, pozornosti, exekutivnych, vizualno-
priestorovych a pamétovych schopnostiach potvrdzuji dopad DM na mozgové funkcie (4).
Dlhodobé arozsiahle $tadie, ktoré uz identifikovali signifikantne vysSie riziko vzniku
demencie a kognitivnych portich u diabetickych pacientov navySe poukazuji na existenciu
prepojenia medzi diabetom and rizikom vzniku Alzheimerovej choroby (AD) (5). Je
zaujimavé, ze uz prediabeticki pacienti s poruchami glukézovej tolerancie vykazuju pokles
kognitivnej vykonnosti, pravdepodobne v dosledku existencie abnormalne vysokych hladin
inzulinu v dlh§om c¢asovom horizonte (6). Pretoze tieto zmeny st v mnohom podobné
zmendm pozorovanym Vv procese fyziologického starnutia, bola navrhnutd hypotéza
zrychleného starnutia mozgu u diabetickych jedincov (7). Hoci detailné poznanie
molekularnych procesov spustanych DM v CNS je eSte daleko od tplného desifrovania,
intenzivny vyskum za posledné obdobie zacina poodhalovat’ kIicové aspekty mozgového
metabolizmu a narusenej inzulinovej signalizacie v tomto ochoreni (obr.1)
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Obr.1 Schéma potencidlnych mechanizmov vedicich k vzniku diabetickej encefalopatie,
RAGE - receptor pre koncové produkty pokrocilej glykacie
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Patofyziologické mechanizmy diabetickej encefalopatie

I ked pri¢iny vzniku diabetickej encefalopatie su multifaktorialne a zlozité, medzi hlavné
mediatory podielajuce sa na vzniku a progresii tohto ochorenia patri narusend sekrécia
inzulinu, inzulinova rezistencia, hyperglykémia, hypoglykémia a vaskularne poSkodenie.

Neurdny st odkazané na neustaly prisun glukozy, ktory nie je pod vplyvom inzulinu. Vstup
glukézy do mozgu sa uskutociiuje ulahcenou diftiziou pomocou glukézovych transportérov
(GLUT) v zavislosti od extraceluldrnej koncentracie glukdzy a expresie tychto transportérov
v hematoencefalickej bariére. Expresia GLUTI transportérov, klucovych regulatorov
transportu glukozy cez hematoencefalicki bariéru, je regulovana cirkulujicou hladinou
glukozy a predpoklada sa, ze je pod transkripénou a posttranskripénou kontrolou (8). Po
vstupe glukézy do mozgu, je glukdza opdt’ vychytdvana mozgovymi bunkami cez skupinu
roznych GLUT transportérov. Neurony vychytavaju glukézu cez vysoko afinitny a kapacitny
GLUTS3 transportér, ktorého densita a distribticia koreluje s funkciou a aktivitou neurénov (9).
Regulacia expresie tohto transportéra za fyziologickych i patologickych podmienok nie je
celkom jasnd, i ked’ niekol’ko $tudii poukazuje na ucast’ niektorych transkripcnych faktorov
(HIF1, Sp1, Sp2, CREB). Rovnako nie je jasny ani vplyv DM na expresiu and funkciu GLUT
transportérov, nakolko vysledky z pocetnych studii si znacne rozporuplné a mnohé studie
zlyhali korelovat’ gluk6zovy transport s expresiou transportérov (10). Napriek nejasnostiam
v transporte glukozy, hyperglykémia ako aj hypoglykémia moézu vazne poskodit mozgové
tkanivo a obidve patologické podmienky vedu ku kumulativnemu efektu nepriaznivych
dopadov na funkciu mozgového tkaniva. Velké mnozstvo studii povazuje za hlavnych
spustacov  hyperglykémiou-indukovaného poskodenia bunky niekol’ko klIicovych
metabolickych ciest: 1) zvySeny flux gluk6ézy cez polyolovi cestu, 2) zvySenu tvorbu
produktov pokrocilej glykacie (AGE), 3) aktivaciu protein kindzy C a4) stimulaciu
hexozaminovej metabolickej drahy a 5) oslabenie signalnej drahy inzulinu (11). ZvySena
enzymova konverzia glukozy na polyalkohol sorbitol vedie k znizeniu tvorby redukovanych
ekvivalentov NADPH, poklesu hladin glutationu a zniZeniu redoxnej sily bunky. Strata
redoxnej sily vedie k oslabeniu obranného potencialu vo¢i ROS, mitochondrialnej dysfunkcii
a zvySenej senzitivite bunky na oxidacny stress. ROS-indukovand dysfunkcia mitochondrii
aposun z hyperaktivneho do dysfunkéného hypoaktivneho stavu boli pozorované vo
viacerych stadiach (12). Hypoaktivny metabolicky stav odklana neuronalnu bioenergetiku
z energeticky vykonnej oxidacnej fosforylacie na menej efektivny anaerébny metabolizmus.
Situacia je skomplikovana aj skuto¢nostou, Ze neurény maju fyziologicky nizku aktivitu
fosfofruktokinazy 2, enzymu produkujuceho alostericky aktivator fosfofruktokinazy 1, ktora
je kl'icovym regulatorom glykolyzy. Dévodom takéhoto metabolického programu je nizka
expresia glutamatcysteinligdzy, rychlost-limitujiceho enzymu v syntéze glutationu. Tymto
sposobom je za fyziologickych podmienok smerovana glukézy do pentézofosfatového cyklu,
s cielom produkovat’ potrebné mnozstvo NADPH a glutatiénu (13). V pripade hypoaktivneho
stavu, metabolické preprogramovanie v dosledku nedostatku energie odklana glukézu do
glykolyzy, ¢o vedie esSte k vyraznejSiemu poklesu tvorby redukovanych ekvivalentov
a glutationu. Okrem toho, metabolické preprogramovanie vedie k poklesu expresie
komponentov respira¢ného ret'azca, matrixovych enzymov a nerovnovahe v mitochondrialnej
biogenéze. Casovo-priestorovy charakter diabetickej kaskady nakoniec produkuje homogénnu
populaciu  mitochondrii s podobnym fenotypom, v ktorom porucha normalnej funkcie
mitochondrii a suboptimalna kapacita produkovat ATP vedi v konecnom désledku k
neurodegeneracii (14). Hypoglykémia, ako wvedlajsi efekt liecby DM, tiez prispieva
k progresii ochorenia. Hypoglykémiou-indukované signaly cez aktivaciu sympatikového
nervového systému spustaju tvorbu autonomnych reakcii ako potenie, tremor, pocit hladu,
uzkost’ ¢i buSenie srdca. Vnimanie tychto signalov je u diabetickych pacientov porusené
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aredukované sympatoadrenalne odozvy vedu kvzniku syndromu hypoglykemickej
tolerancie, rekurentnym hypoglykemickym epizédam a d’alSiemu znefunkcneniu regulécie
metabolizmu glukézy (15). Animalne experimenty ukazali, ze dlhotrvajica hyperglykémia
a inzulinom-indukované¢  rekurentné  hypoglykemické  epizédy  vyvolali  odlisné
mitochondridlne odozvy v kortexe ahipokampe, priCom hipokampalna mitochondria
vykazovala vyssiu citlivost k poskodenie (16). Sledovanie expresie génov apoptozy
v bunkach vystavenych fluktujucim hladindm glukézy ukazalo, ze zmeny v koncentracii
glukézy modulovali obidve intra- aj extraceluldrne apoptotické cesty. Kym glukézou
indukovany metabolicky stres aktivoval najmé gény mitochondrialnej cesty apoptézy vratane
Bcl-2, kaspaz aexekutorov apoptdzy, glukézou indukovany osmoticky stres moduloval
extracelularne cesty, zahiiajuce TNF receptory, ich ligandy a efektory apoptozy (17).

Inzulin ovplyviiuje pocetné mozgové funkcie, akym je uvolnenie neurotransmiterov,
synapticka plasticita, pamédt, poznavanie, rast a funkcia neurénov. Periférne syntetizovany
inzulin prechadza cez hematoencefalicki bariéru saturovatelnym transportom, pricom
transport sa 1iSi medzi jednotlivymi mozgovymi regiénmi a nie vSetky regiony transportuju
inzulin. Predpoklada sa aj de novo syntéza inzulinu priamo v mozgu (18). Hormon participuje
v signalnych cestach aregulacii rozlicnych vitdlnych procesov v mozgu prostrednictvom
vazby na $pecifické inzulinové receptory (IR). IR vykazuji vysokt homoldgiu s receptorom
pre IGF1 a kazdy receptor moze viazat’ a reagovat’ na oba hormoény. Obidva receptory moézu
tiez tvorit’ hybridné formy receptora, ktory viac odpoveda na vazbu IGF1 nez na inzulin (19).
Dysfunkéna inzulin/IGF1 signalizacia asociovana s progresivinym zhorSenim kognitivnych
funkcii a neuronalnou apoptdzou v hipokampe bola pozorovana v animalnom modele TIDM.
Periférne podany IGF1 v nizkej davke sice nemal vplyv na hyperglykémiu, ale Ciastocne
branil neurologickym porucham a strate proteinov v mozgu diabetickych potkanov (20).
Inzulin po vstupe do mozgu a vézbe na IR aktivuje dve ddlezité signalne cesty (Obr.2).
Metabolicka  PI3K/AKT/GSK3 cestu, ktora reguluje rast bunky, proliferaciu, syntézu
proteinov a prezitie, kym mitogénna RAS/RAF/ERK1/2 vetva aktivuje diferenciaciu,
proliferaciu a bunkovi smrt’ (21, 22). Metabolicka veta cez aktivaciu AKT chrani bunky pred
apoptotickymi stimulmi inaktivaciou proteinov apoptotickej kaskady ako BAD, kaspéaza 9,
proteinkinaza GSK3, p53 alebo transkripénych faktorov FOXO skupiny (23). V mysiach s T2
DM redukovana aktivita AKT viedla k jej translokacii do jadra, znizenej fosforylacii FOXO
a aktivacii niekol’kych transkripénych faktorov spojenych s apoptoézou (24). Je zaujimavé, Ze
FOXO transkripcné faktory vykazujt Specificka expresiu v niektorych mozgovych regionoch
ako napr. hipokampus a pravdepodobne tvoria Specifické koncové body inzulinovej
signalizacie ovplyvilujlice pamitové a synaptické funkcie. Daldim cielom inzulinovej
signalizacie je CREB. Jeho fosforylacia zlepsila funkciu mitochondrii s naslednym zvySenim
intracelularnych hladin ATP, hladin NAD(P)H, aktivity hexokindzy a viedla k aktivacii
neurondlneho metabolizmu glukézy. Aktivivand mitochondridlna funkcia korelovala
so zvySenou GLUT1 a Bcl-2 expresiou, zvySenou odolnostou mitochondrialnej membrany
voci otvoreniu permeabilitného poru a rezistenciou voci uniku cytochromu c (25). Okrem
toho, PI3K/AKT aktivacia podporila antioxidaéna obranu stimuldciou ARE/NRF2/Keapl
antioxidacnej cesty (26).

ERK1/2 cesta tvori paralelni vetvu signalizacie inzulinu a je zodpovedna za pocetné formy
synaptickej plasticity a tiez bunkovii smrt. Stidie na bunkovych kultarach ukazali, Ze
aktivacia tejto cesty viedla k expresii iNOS, TNF, IL-1 génov a zvySenej produkcii cytokinov
(27). Dopad inzulinu na CNS zahina aj jeho schopnost modulovat’ metabolizmus B amyloidu
(Ab) a fosforylaciu Tau proteinu cez AKT, GSK3 a ERK1/2 cesty. ZvySena produkcia
a extracelularna agregacia Ab a intracelularna akumulécia hyperfosforylovaného Tau proteinu
su povazované za hlavné patologické znaky Alzheimerovej choroby.
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Obr.2 Zjednodusend schéma inzulinovej signalizacie v mozgu. Inzulin po vyplaveni
z pankreasu prechadza cez hematoencefalickl bariéru a vstupuje do CNS. V CNS aktivuje po
viazbe na inzulinovy receptor (IR) dve cesty: metabolicki  vetvu, vedicu k aktivacii
PI3K/AKT amitogénnu RAS/ERK vetvu. Hyperglykémia, chronickd periférna
hyperinzulinémia a inzulinova rezistencia vedu k redukovanému transportu inzulinu do
mozgu aredukovanej aktivite IR. Porusena inzulinova signalizacia ovplyviluje aktivitu
niekol’kych transkripénych faktorov, ¢o ma za nasledok abnormalnu funkciu bunky, iniciaciu
zapalovych procesov a apoptoézy, neuronalnu stratu a tkanivovu atrofiu. Abnormality v
inzulinovom metabolizme spustaji aurychluji vyskyt neuropatologickych znakov
podobnych Alzheimerovej chorobe.

Animalne experimenty demonstrovali, ze redukovand inzulinova signalizacia znizila
fosforylaciu AKT a GSK3p a sti¢asne zvysila fosforylaciu Tau proteinu a Ab v mozgu (28).
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Administracia inzulinu bola ciastoéne schopna redukovat hladiny fosforylovaného Tau
proteinu a zlepsit pamétové a poznavacie schopnosti (29). Situacia je skomplikovana aj
skutocnostou, ze inzulin superi s Ab o inzulin degradujiici enzym (IDE) aredukované
mnoZstvo IDE moze viest’ k vacsej kumulacii amyloidu a neurotoxicite. Stidium PI3K/AKT
signalizaCnej cesty v postmortem kortikalnych vzorkach u jedincov s AD, T2DM a obidvoma
ochoreniami T2DM+AD potvrdilo zmeny v tejto signalizacnej ceste. Tieto zmeny boli
zavaznejSie ujedincov sT2DM aT2DM+AD anegativne korelovali s hladinou
fosforylovaného Tau proteinu (30). Na zaklade tychto vyskumov sa preto predpoklada, ze
molekularne defekty asociované s vyvojom DM prispievaju k zvySenému riziku vzniku
vSetkych typov demencie vratane Alzheimerovej choroby.

Zaver

Diabeticka encefalopatia je v suCasnosti akceptovanou komplikaciou DM, nakol’ko ochorenie
je asociované s pocetnymi zmenami vo fyziologickej ¢innosti mozgu. Neurologické
komplikacie diabetu v CNS zahfiiaju zvysené riziko vzniku demencie a kognitivnych portch,
¢i uz vaskularneho alebo AD typu. Hoci molekularne mechanizmy diabetickej encefalopatie
su zlozité a nejasné, intenzivny vyskum naznacuje, Ze poruchy inzulinovej signalizacie,
abnormalny glukdzovy metabolizmus, amyloidogenéza a oxidacny stres st spoloénymi
menovatel'mi vo vyvoji a progresii tejto komplikacie DM. PretoZe inzulinova rezistencia je
povazovana za hlavny mechanizmus implikovany v neurodegeneracii, mnoh¢ stadie uz
testovali dostupné antidiabetické lieciva ako metformin a tiazolidindiony (glitazony),

s cielom zistit’ ich potencial znizovat riziko kognitivnych poruch. Zatial’ v§ak neexistuje
ziaden relevantny dokaz, ze tieto lieciva st schopné ovplyvnit’ riziko vzniku
neurodegenerativnych zmien. Nové lieCebné metody, ako intranazalna aplikécia inzulinu
vyuZzivajuca rychly prienik inzulinu do mozgu ponuka urcité sl'ubné perspektivy (31), avsak
vysledky st zatial’ stale kontroverzné. Preto intenzivny vyskum s cielom poznat detailne
molekularne vztahy medzi porusenou inzulinovou signalizaciou, kognitivnymi poruchami

a AD otvori nové terapeutické moznosti liecby diabetickej encefalopatie.
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(Oxidative stress in patients after the acute ischemic stroke)

,1 e 7 2 . ;2 vr o2 ,
Petra Pazderova', Pavol Siarnik®, Branislav Kollar®, Peter Turéani’, Katarina
v . 1 . Mo, v 1
Koriarikova', Ingrid Zitiianova

" Ustav lekdrskej chémie, biochémie a klinickej biochémie, Lekdrska fakulta UK, Sasinkova 2,
813 72, Bratislava. pazderova. petra@gmail.com
’r neurologicka klinika LF UK a UN, Mickiewiczova 13, Bratislava

Suhrn

Nahla cievna mozgova prihoda (NCMP) je po kardiovaskularnych a nadorovych ochoreniach
tretou najCastejSou pric¢inou smrti v priemyselne vyspelych krajinach. V patogenéze NCMP
hraji doéleziti tlohu predovsetkym volné radikaly odvodené od kyslika a dusika. Tieto
sposobuju poskodenie biologicky vyznamnych makromolektl v organizme ako su proteiny,
lipidy anukleové kyseliny. Cielom naSej Stadie bolo stanovit hladiny lipoperoxidov
(markerov oxidacného poskodenia lipidov) v plazme pacientov po NCMP v troch ¢asovych
intervaloch — do 24h po NCMP, tyzdei a tri mesiace po NCMP a tieto porovnat’ § hladinami
lipoperoxidov zdravych dobrovolnikov. Zistili sme, ze pacienti do 24 hodin po NCMP maju
signifikantne zvySenu hladinu lipoperoxidov v porovnani s kontrolnou skupinou. Hladina
lipoperoxidov sa u pacientov s NCMP znizovala s ¢asom, ¢o mdze byt ovplyvnené snahou
endogénnych antioxidantov eliminovat’ vol'né radikaly, ktoré sa vytvorili v organizme pocas
ischémie a reperfuzie.

Krucové slova
Nahla cievna mozgova prihoda, oxidaény stres, marker, ichémia, reperfizia

Summary

Stroke is after cardiovascular diseases and cancer the third leading cause of death in
industrialized countries. In pathogenesis of cancer mainly oxygen and nitrogen radicals play
important role. These radicals cause the damage to biologically important molecules such as
proteins, lipids and nucleic acids. The aim of our work was to determine lipoperoxide levels
(markers of lipid oxidation damage) in plasma of patients after stroke at three time intervals —
within 24h after stroke (A), a week (B) and three months (C) after stroke and to compare them
with lipoperoxide levels of healthy volunteers. We found out, that samples A had significantly
increased level of lipoperoxides in comparison with the control group. The level of
lipoperoxides was decreasing with time in patients after the stroke, which can be caused by
the action of antioxidants trying to eliminate free radicals created during ischemia and
reperfusion accompanying the stroke.

Keywords
Stroke, oxidative stress, marker, ischemia, reperfusion
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Uvod

Ischemicka néhla cievna mozgova prihoda (NCMP) je akutna neurologicka dysfunkcia
cievneho povodu spdsobena znizenim az zastavenim privodu zdrojov energie do mozgu. Pri
ischémii dochadza k poklesu perfuzie nervového tkaniva na také nizke hodnoty, ze nie je
mozné mozgu zabezpecit' jeho metabolické poziadavky (1).

Mozog, ako organ s vysokou spotrebou kyslika a metabolickou aktivitou je na oxidaény stres
obzvlast’ citlivy, ¢o sa prejavuje zvysenou tvorbou reaktivnych metabolitov kyslika (RMK)
spolu s nizkou hladinou endogénnych antioxidacnych enzymov. NavySe, vysoky obsah
lipidov v nervovom tkanive mozgu ma tendenciu reagovat s RMK za vzniku peroxylovych
radikalov, ¢oho désledkom je oxidacia lipidov v membranach nervovych buniek (2).

Napriek vysokej citlivosti mozgu na poskodenie, ma tento organ bez ohl'adu na vek urcit
schopnost’ regeneracie. V tomto procese dochadza k zvySeniu plastickosti synaptickych
spojeni v blizkosti zasiahnutého tkaniva, ¢im sa dosiahne opidtovné prekrvenie tkaniva.
Existuju viaceré mechanizmy zabezpecujiice opatovnll aktivaciu tkaniva mozgu, najmi jeho
nervova vzrusivost’ a plastickost. Ide predovSetkym o metabolicky aktivne neurony
zodpovedné za zvySenie tvorby auvolnovania reaktivnych metabolitov kyslika a dusika.
Stdie funkénych neurologickych zobrazeni taktiez dokazuji, Ze aj rehabilitaéné zasahy mozu
prispiet’ k reorganizacii, pretoze maju pozitivny vplyv na plastickost’ nervového systému
umoziujucu nervovi komunikaciu v ostatnych castiach mozgu ako aj zvySenie nervovej
aktivity predtym poSkodenych nervovych spojeni. Intenzivna rehabiliticia nervového systému
by vsak mala zacat’ ¢o najskor po mozgovej porazke (3).

Ciel'om naSej prace bolo vySetrit’ dynamiku zmien hladin lipoperoxidov plazmy u pacientov s
ischemickou NCMP v 3 rbéznych casovych intervaloch a porovnat ich s hladinami
lipoperoxidov v krvi kontrolnych jedincov.

Material a metédy

Pacienti a kontroly

Vzorky krvnej plazmy s etyléndiamintetraoctovou kyselinou (EDTA) sme ziskali od 76
zdravych dobrovolnikov (priemerny vek 65,38 roka = 1,00). Medzi zdravymi dobrovol'nikmi
sme mali 41 zien (priemerny vek 64,98 + 1,28) a 35 muzov (priemerny vek 65,86 £ 1,60).
Vysledky kontrol sme porovnavali s 82 pacientmi po NCMP (priemerny vek 68,36 + 1,82).
Medzi pacientmi po NCMP sme mali 35 zZien (priemerny vek 75,61 + 2,30) a 47 muzov
(priemerny vek 63,26 + 2,39). Vzorky plazmy sme odobrali pacientom v troch ¢asovych
intervaloch: v prvom dni po NCMP (82 vzoriek), tyzden po NCMP (53 vzoriek) a tri mesiace
po NCMP (17 vzoriek). V odbere vykonanom tyzden po NCMP sme mali 23 zien a 30
muzov. V odbere vykonanom tri mesiace po NCMP sme mali 5 Zien a 12 muzov. Plazmu sme
pripravili centrifugaciou krvi s antikoagulantom EDTA a uskladnili pri -70 ‘C. V kontrolnej
skupine sme ziskali krv rdno po no¢nom hladovani. VSetci dobrovolnici v §tidii podpisali
informovany suhlas so zaradenim do projektu. Pacienti po NCMP sa podrobili neurologickym
vysetreniam, pricom sa zaznamenavali cievne rizikové faktory vratane hypertenzie a diabetu.

Stanovenie hladin lipoperoxidov

Pri stanovovani hladin lipoperoxidov v plazme sme pouzili metdédu zaloZzenu na schopnosti
peroxidov premienat’ jodid (I') na jod (I,). Nadbytok jodidu v reakénej zmesi ma tendenciu
dalej reagovat’ s I, za vzniku I3 s absorbénym maximom pri 365 nm (4). Spektrofotometrické
meranie sme realizovali pomocou mikrotitracnej platnicky. Kazda vzorku sme merali trojmo.
Pripravenu platnicku sme inkubovali v chlade po dobu 30. minut. Po uplynuti doby inkubéacie
sme odmerali absorbancie pri vlnovej dizke 365 nm na pristroji Epoch Microplate
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Spectrophotometer model Bio-Tek. Koncentracie lipoperoxidov sme urCili z rozdielu
absorbancii vzoriek a porovnavacieho roztoku.

Statistické vyhodnotenie vysledkov

Namerané hodnoty sme vyjadrili ako median a interquartilové rozmedzie (IQR) pre data
s odchylkou od normality. Na posudenie normality dat sme pouZili Shapiro-Wilkov test.
Neparametricky Mann-Whitney test sme pouzili pre analyzu dat dvoch rozdielnych skupin
(kontrola a NCMP) s nenormalnym rozdelenim a neparametricky Wilcoxonov test pre
analyzu viacerych odberov v ramci jednej skupiny s nenormalnou distribuciou. Na posudenie
Statistickej vyznamnosti korelacii v datach snenormalnym rozdelenim sme pouzili
Spearmanov korelacny test. Hladinu signifikancie sme definovali ako p < 0,05.

Vysledky
Stanovili sme hladiny lipoperoxidov plazmy (obr. 1) zdravych jedincov (kontroly) a

pacientov po NCMP v troch ¢asovych intervaloch: do 24h po NCMP (1. odber), po 7 dioch
(2. odber) a po 3 mesiacoch od NCMP (3. odber). Vysledky su uvedené na obr.1.

Lipoperoxidy

J.odber E——}--j

2.odber l—_—l 0

1.odber —“ ] %
Kontrola _

=0 100 150

Lipoperoxidy (nmaol/ml)
Obr. 1 Hladiny lipoperoxidov plazmy zdravych kontrol a pacientov do 24 hodin od NCMP
(1. odber), po 7 diloch (2. odber) apo 3 mesiacoch (3. odber) od NCMP. Vysledky su
uvedené ako median a IQR (l.quartil — 3.quartil). *P < 0,05 — porovnanie hladin
lipoperoxidov u pacientov s NCMP vo&i zdravym jedincom (kontrola). °P < 0,05 —
porovnanie hladin lipoperoxidov pacientov s NCMP (2. odber) voci pacientom s NCMP
(1.odber).

Hladiny lipoperoxidov krvnej plazmy boli u pacientov v prvom dni po NCMP signifikantne
vyS$ie v porovnani s kontrolnou skupinou (p < 0,05). Zarovei sme zaznamenali signifikantne
znizen hladinu lipoperoxidov (p < 0,05) po 7 diioch od NCMP v porovnani s hladinou
lipoperoxidov nameranou do 24 hodin od NCMP. Avsak hladiny lipoperoxidov po 7 diioch
a po 3 mesiacoch po NCMP boli na Grovni zdravych kontrol.

Porovnanim lipoperoxidov medzi pohlaviami sme lipoperoxidov umuZov nez u Zien
s vynimkou odberu po 3 mesiacoch po NCMP. NajvyraznejSie zvySenie tohto markera
oxidacného poskodenia lipidov sme stanovili v skupine pacientov do 24 h po NCMP
v porovnani s kontrolnou skupinou jedincov (obr. 2). Tieto rozdiely vSak boli pod hladinou
vyznamnosti (p > 0,05). V druhom odbere sme u muzov zaznamenali signifikantny pokles
hladin lipoperoxidov v porovnani s odberom vykonanym do 24 h (p < 0,05). Rovnaky trend
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sme u muzov zaznamenali aj pri porovnani hladin lipoperoxidov v trefom odbere s odberom
do 24 h po NCMP (p <0,01). Medzi Zenami sme signifikantné rozdiely v odberoch nenasli.

Lipoperoxidy muii / Zeny

3.odber M : {“ 3

3.odber Z [“ 3

2.0dber M 3 3 *
E I

vy

2.0dber Z e 3

1.0dber M e S P
1.0dber Z £ _ i )
Kontrola M —-c-—

Kontrola Z € _ 3

50 100 150

Lipoperoxidy (nmol/ml)
Obr. 2 Hladiny lipoperoxidov plazmy zdravych kontrol a pacientov s NCMP do 24 hodin od
NCMP (1. odber), po 7 dioch (2. odber) a po 3 mesiacoch od NCMP (3. odber) v zavislosti
od pohlavia, muzi (M), zeny (Z). Vysledky su uvedené ako median a IQR (I.quartil —
3.quartil). *P < 0,05 — porovnanie hladin lipoperoxidov muzov po NCMP (2. odber) voci
muzom po NCMP (1.odber). ¥ P < 0,01 — porovnanie hladin lipoperoxidov muzov po NCMP
(3. odber) vo¢i muzom po NCMP (1.odber).

Korelovanim hladin lipoperoxidov s lipidovymi parametrami (cholesterol, LDL-cholesterol,
HDL-cholesterol, triacylglyceroly (TAG), lipoperoxidy) a vekom sme u pacientov do 24
hodin po NCMP zaznamenali negativnu korelaciu medi lipoperoxidmi a vekom (p < 0,01)
(tabul’ka 1). Za niz8ie hladiny lipoperoxidov vo vys$som veku je pravdepodobne zodpovedna s
vekom sa znizujuca hladina TAG (p < 0,05), hlavného substratu pre tvorbu lipoperoxidov
(obr. 3).

U kontrolnej skupiny pacientov sme zaznamenali pozitivnu korelaciu medzi lipoperoxidmi (p
<0,05) a TAG (tabul’ka 2).

Parametre r p
Lipoperoxidy/vek -0,097 NS
Celkovy cholesterol/lipoperoxidy 0,004 NS
HDL-cholesterol/lipoperoxidy -0,352 p <0,05
LDL-cholesterol/lipoperoxidy 0,068 NS
TAG/lipoperoxidy 0,022 NS

NS — nesignifikantné

Tab.l1 Korelaéné koeficienty r ap medzi lipoperoxidmi (NCMP 1. odber) ainymi
parametrami a ich potencialna signifikancia
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Obr. 3 Korelacia lipoperoxidov s vekom u pacientov do 24 h po NCMP.

Korelacie r p

Lipoperoxidy/vek -0,092 NS
Celkovy cholesterol/lipoperoxidy 0,063 NS
HDL-cholesterol/lipoperoxidy -0,068 NS
LDL-cholesterol/lipoperoxidy -0,037 NS
TAG/lipoperoxidy 0,294 p<0,05

NS — nesignifikantné

Tab.2 Korela¢né koeficienty r medzi lipoperoxidmi (Kontroly) a inymi parametrami a ich
potencidlna signifikancia

Diskusia a zaver

Oxidacény stres zohrava kl'acovu ulohu pri vzniku mnohych ochoreni, medzi nimi aj NCMP,
ktorej incidencia sa v poslednych rokoch stdle zvySuje. Pretoze sa sflou spaja zvySenie
koncentracie kyslikovych, ako aj dusikovych radikalov v krvi, zamerali sme sa v tejto $tadii
na porovnanie hladin lipoperoxidov (produktov oxida¢ného poskodenia lipidov) krvnej
plazmy zdravych jedincov s pacientmi po NCMP v troch ¢asovych intervaloch.

Zistili sme signifikantne vysSie hodnoty lipoperoxidov v prvom dni po NCMP. Tento
vysledok potvrdzuju aj ini zahranicni autori (5,6). Signifikantne zvySené hladiny
lipoperoxidov boli navyse zistené aj u pacientov s hemoragickou NCMP (7). Po 7 dioch od
NCMP sme zaznamenali znizené hladiny lipoperoxidov v porovnani s odberom vykonanym
do 24 hodin po NCMP, ¢o potvrdzuju aj autori, ktori sledovali hladiny malondialdehydu
(marker poskodenia lipidov). Jeho hodnoty boli u pacientov do 24 hodin po NCMP zvysené.
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Po siedmych diloch po NCMP sa ale vyrovnali hodnotdm nameranym v kontrolnej skupine
jedincov (8). Po troch mesiacoch od NCMP sa hodnoty lipoperoxidov v naSej Studii uz
vyznamne nezmenili. Porovnanim lipoperoxidov vramci pohlavia, sme zazanamenali
vyznamny pokles lipoperoxidov u muzov v skupine 7 dni po NCMP v porovnani so skupinou
muzov do 24h po NCMP. U zien sme takyto vyrazny trend nezaznamenali, navySe zendm
v odbere vykonanom 3 mesiace po NCMP lipoperoxidy opat’ mierne stipli, ¢o ale mohlo byt’
sposobené nizkym poctom vzoriek (5) v danom odbere. Tento vysledok vSak ovplyvnil
vysledny nesignifikantny pokles lipoperoxidov celej analyzovanej skupiny v trefom odbere v
porovnani s odberom vykonanym do 24 hodin po NCMP. Koncentrécia lipoperoxidov sa teda
pri NCMP vyrazne zvysuje, €o je odrazom zvySeného oxidacného stresu pocas ischemickej
a reperfiznej fazy NCMP. Naslednou rychlou aktivaciou antioxidaénych mechanizmov v tele
ale dochadza k vytvoreniu rovnovahy medzi tvorbou a degradaciou prooxidantov, ¢oho
dosledkom je vyrazny pokles lipoperoxidov uz tyzden po NCMP. Tieto hodnoty sa uz
v priebehu dlhsieho Casového obdobia vyrazne nemenia. Vyznamna bola dynamika zmien
lipoperoxidov najmid u muzov. Vyrazne lepsi lipidovy profil poukazuje na vy$siu snahu
eliminovat’ voI'né radikaly v ich tele.

Zaver

Starostlivost’ o zdravie sprostredkovana konzumaciou dostatoéného mnozstva vitaminov,
antioxidantov a zdravym zivotnym S$tylom s dostatkom pohybu je dolezitd nielen
pre eliminaciu radikélov v tele, ale aj na prevenciu pred d’al§imi ochoreniami.
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Suhrn

Ubikvitin- proteazémovy systém hra doéleziti lohu v osude proteinov, ktoré sa podiel’'aju na
bunkovych procesoch vratane bunkovej proliferacie, bunkovej smrti, prenosu signalu, génovej
expresie, bunkového cyklu a imunitnej odpovede. Proteazomy su vysoko selektivne komplexy
degradujiice iba tie proteiny, ktoré su oznacené ubikvitinom. Mnoho ochoreni vratane
rakoviny je uzko spojenych s aktivitou proteazému, ¢o zneho urobilo ddlezity
farmakologicky ciel. V sGcasnosti je vécSina inhibitorov proteazoému zamerand na
regulovanie proteolytickej aktivity, hoci so stale lepSou znalostou Struktiry proteazomov
vzniké snaha navrhnit’ molekuly, ktoré sa zameraju na iné fyziologicky ddlezité enzymatické
aktivity proteazomu vratane de-ubikvitinizacnej (1).

Kricové slova
Proteazém, inhibitory proteazoému, deubikvitinazy

Summary

Proteasome plays a critical role in the fate of proteins that are involved in cellular processes
including signal transduction, gene expression, cell cycle andimmune response. Proteasomes
are highly selective complexes destroying only the proteins that are labelled with ubiquitins.
Many diseases including cancer are closely associated with the activity of proteasome making
him an important pharmacological target. Currently, majority of inhibitors are aimed at
regulation the proteolytical activity of proteasomes, though better knowledge of the structure
of proteasomes provides opportunities to design new small molecules that target other
physiologically important enzymatic activities of proteasome including de-ubiquitinating one

().

Key words
Proteasome, proteasome inhibitors, deubiquitinases

Uvod

Kontrolovany obrat proteinov je nevyhnutny pre vacsinu bunkovych procesov vratane
bunkovej proliferacie a bunkovej smrti. Rychlost’ tohto obratu je riadené 26S proteazomom,
vysoko konzervovanym protedzovym komplexom s nezastupitelnou twlohou v regulécii
hladiny proteinov v cytoplazme a jadre eukaryotickych buniek (2).

Jednym z hlavnych znakov rakovinovych buniek je strata regulaénych bodov v bunkovom
cykle, ¢o usti do mutacii pri replikacii DNA, nasledkom ktorych sa v transformovanych
bunkach hromadi vela defektnych proteinov. Viaceré Stidie dokdzali, ze farmakologicka
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inhibicia proteazomu sposobi zmenu rovnovahy medzi pro- a proti- apoptickymi proteinmi
v prospech nahromadenia tumor supresorovych proteinov, ¢o vedie k apoptoze (3).

Struktira proteazému

26S proteazém sa skladd z20S katalytick¢ho jadra, ktoré je obklopené dvoma 19S
regulaénymi Casticami (obr.1). 20S proteazém je duta cylindricka Castica pozostavajica zo
Styroch kruhovito usporiadanych prstencov. Kazdy vonkajsi prstenec pozostava zo siedmych
roznych o podjednotiek, zatial' o kazdy vnlitorny prstenec obsahuje sedem B podjednotiek
(4). Miesto Stiepenia oznaceného proteinu je v B prstencoch. Podjednotka B5 ma aktivitu
podobnt chymotrypsinu, B2 aktivitu podobnu trypsinu a flaktivitu podobnt kaspazam (1).
Na rozdiel od vécsiny protedz, ktoré maji l'ahko dostupné aktivne miesta, proteazom ma
aktivne miesta smerujuce do vnutornej dutiny katalytického jadra 20S ¢&im zabranuje
nekontrolovanej destrukcii bunkovych proteinov (4). Hlavnou tlohou 19S komplexu je
pripravit’ substrat na degradaciu v katalytickom jadre. Pripajaji teda ubikvitinovany substrat,
odstranuju skupiny ubikvitinu z proteinov, uvolfiuju protein a smeruju ho do katalytického
jadra na naslednu proteolyticktl degradaciu. Biochemické Stiidie rozdelili regulacné Castice na
dve Ccasti: ,,zdkladiu®, ktora je zlozena zo Siestich ATP-azovych podjednotiek Rpt 1-6
(regulatory particle triple A 1-6) tvoriacich heterohexamérny kruh tvoreny tromi parmi
particle non-ATPase 1 a 2). Hlavnou ulohou vsetkych podjednotiek je priviest’ ubikvitinované
proteiny do proteazomu. Druhou dcastou je ,vrchnak®, ktory sa sklada z deviatich
podjednotick Rpn3 a Rpn5-12, ktorého hlavnou ulohou je ,,deubikvitinovat™ cielovy protein
pocas premiestiiovania na 20S casticu (1).

19 S regulatna s -
podjednotka p 4

+— 20 5 katahtické jadro

o podjednotky
f podjednotky

19 S regulaéna
podjednotka

Obr.1 Struktura proteazomu (5)

Degradacia proteinov je umoznena konjugaciou s viacerymi jednotkami ubikvitinu (obr.2).
Ubikvitin sa kovalentne viaze na proteiny enzymatickou reakciou vyzadujucou Ub-aktivujuci
(E1), Ub -konjugujuci (E2) a Ub-ligujuci enzym(E3) (4). Jeho pripdjanim mozu vzniknat' az
ubikvitinové ,,retaze” na jednom alebo viacerych lyzinovych zvyskoch substratu. Proteiny
modifikované ubikvitinovou ,,retazou* sa viazu na ubikvitinové receptory, ¢im sa pripoja
k 26S proteazému (6).

Okrem vyssie popisaného konstitutivneho 20S proteazému existuje tieZ tzv. imunoproteazom
20Si, ktory obsahuje odlisné katalytické podjednotky nazvané B1i,$2i a B5i. Pod vplyvom
stimulacie cyklinmi napr. interferonom y a TNF-a sa dramaticky zvysi expresia 11, f2i, a f5i
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a zaClenia sa do tvoriacej sa Castice 20S vytvorenim 20Si imunoproteazomu. Katalytické jadro
20Si je z kazdej strany obklopené jednotkami 11S a nie 19S. Imunoproteazom ma zvySenu
aktivitu podobnu chymotrypsinu a aktivitu podobnu trypsinu a znizenu aktivitu podobnu
kaspazam (3).

Ubikvitin us Aminokyseliny
E1, E2, E3 g 7
o ATP - /

& @ —- 2

Protein

26S proteazom

Obr. 2 Schéma ubikvitin-proteazomového systému (3)

Inhibitory proteazému

Inhibitory maji vyse dvadsat’ rocnu historiu v liecbe rakoviny. Blokuju aktivitu proteazému
a v bunkéch sa hromadia ubikvitinované proteiny (7).

Bortezomib: prvy proteazémovy inhibitor v lie¢be rakoviny

Ide o reverzibilny inhibitor 20S proteazomu. Vytvara komplex s 5 podjednotkou, blokujuc
jej aktivitu podobni chymotrypsinu (3). Bol zéaroven prvym inhibitorom proteazému
schvalenym pre liecbu mnohopoéetného myelomu. Napriek pozitivnym vysledkom sa
vyskytovali pacienti, ktori bud’ vobec alebo iba na urcity cas reagovali na liecbu. Mutacie
a/lebo overexpresia B podjednotiek je Castou pricinou rezistencie (7).

Carfilzomib: druha generacia inhibitorov proteazému

Carfilzomib je ireverzibilny inhibitor proteazému z triedy epoxyketonov. Na opitovné
obnovenie aktivity proteazomu je potrebna nova syntéza podjednotiek (3). Od bortezomibu sa
lisi vysSou selektivitou k B5 podjednotke a jej chymotrypsinu podobne;j aktivite (7).

Okrem hematologickych malignit sa v klinickych §tadiach hodnoti jeho pdsobenie na solidne
tumory vratane malobunkového anemalobunkového karcindmu plic a metastazujiiceho
karcinému prostaty (8).

Dal§imi inhibitormi druhej generacie vo fazach klinického skuSania su Ixazomid,
Delanzomib, Oprozomib a Marizomib.

Nové ciele inhibicie ubikvitin-proteazomového komplexu

Inhibitory imunoproteazému

Dokazalo sa, ze imunoproteazémovy komplex hra ulohu v relapse mnohopocetného myelomu
arezistencie na bortezomib. Specificky inhibitor imunoproteazomu (Immunoproteasome
Specific Inhibitor-001-IPSI-001) prednostne inhibuje imunoproteazémovu aktivitu 20Si
(zvicsa naviazanim sa na B1i podjednotku) oproti aktivite konstitutivneho 20 S proteazému.
Inhibitory proteazomu oznacené ako ONX-0914 a PR-924 selektivne a ireverzibilne blokuji
B51 podjednotku.

Tato schopnost’ prekonat’ rezistenciu na bortezomib v pre- klinickom skiSani naznacuje
moznost’ alnernativy pre pacientov s rakovinou rezistentnou na bortezomib (6).
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Inhibitory ubikvitinovych enzymov E3

Ubikvitin E3 ligazy st velkou skupinou ligaz, ktoré ulahluju transfer ubikvitinu z E2
ubikvitin-konjugujuceho enzymu na substratové proteiny. Zaroven reguluji takmer vsetky
bunkové procesy vratane bunkového cyklu, transkripcie, opravy DNA, prenosu signalu,
endocytozy, bunkového transportu aich inhibicia by mohla viest k potlaceniu rastu a
apoptoze rakovinovych buniek. Substratova Specifickost’ danej E3 ligazy urcuje, ktory protein
bude ubikvitinovany. Malé molekuly lieciv smerované voci E3 ligaizam by mohli poskytnit’
vyhody oproti blokéde celého proteazomu (6).

Inhibitory rozpoznania proteazému

Ubistatin A a B st malé molekuly, ktoré nari$ajii rozpoznanie substratu 19S regulacnej
Castice proteazomu. Blokuju naviazanie ubikvitinovanych substratov na proteazém, ¢o robi zo
samotnej ubikvitinovej ,,retaze ,, d’al§i mozny ciel’ farmakologickej intervencie (6).
Deubikvitinazy

Deubikvitinazy st sucast'ou ubikvitin-proteazomového systému a zahinaj réznorodu skupinu
ubikvitinovych izopeptidaz, ktoré katalyzuju odstranenie zvyskov ubikvitinu z cielovych
proteinov alebo ubikvitinovych ,retazi“. Zmeneny vzorec expresie deubikvitindz bol
pozorovany v mnohych tumoroch amoéze sluzit aj ako klinicky ukazovatel prognézy
ochorenia aodpovede na liecbu. Zaroven moéze slizit ako novy ciel pre vyvoj
protirakovinovych lie¢iv (9).

Zaver

Rakovinové bunky su senzitivnejsie na inhibiciu proteazomu nez zdravé bunky kvoli svojej
zvySenej proliferacii. Farmakologické ovplyvnenie aktivity proteazému sa stalo slubnym
cielom v lie¢be niektorych hemalogickych malignit. Uspech prvého inhibitora bortezomibu,
ako aj rezistencia nan, podnietil d’alsi vyskum, ktory vyustil do skusSania inhibitorov druhej
generacie. Ukazalo sa, ze d’alSou stratégiou moze byt’ zameranie sa na nové ciele v ubikvitin-
proteazomovom systéme v rakovinovych bunkach, ako je imunoproteazém, E3 ligazy, 19S
proteazom a deubikvitinazy (6).
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Suhrn

Nanocastice sa vyuzivaju vo velkej miere v protinadorovej terapii a diagnostike. V nasej
praci sme testovali vplyv polyetylén glykolovej nanocastice (PEG-b-PLA) na nadorové a
nenadorové bunkové linie. PEG-b-PLA je Siroko pouzivana na farmaceutické a lekarske
aplikacie, vzhl'adom na jej vlastnosti — nepodlieha interakcii s proteinmi (1), biologicka
ucinnost’ sa nemeni pocas procesu takzvaného zapuzdrenia a je netoxicka (2).

KPucové slova
Nanocastice, nadorové bunky, cytotoxicita

Summary

Nanoparticles are used extensively in cancer therapy and diagnosis. In our work we tested the
effect of polyethylene glycol nanoparticle against cancer and healthy cell lines. PEG-b-PLA is
widely used for pharmaceutical and medical applications, due to its properties — it is inert to
interactions with proteins (1), biological activity is not changed during the encapsulation and
it is nontoxic. (2).

Key words
Nanoparticles, tumor cell lines, cytotoxicity

Uvod

Rozhodujuca uloha nanocastic v liecbe rakoviny je zalozena na rozoznavani malignych a
zdravych buniek, a taktiez na pritomnosti fenestrovanych kapilar v rakovinovych tkanivach.
Nanocastica moze byt nosicom latky, ktora je schopna zvysit’ citlivost’ nadoru na liec¢ivo (3).
Schopnost’ zamerania sa na nadorové bunky je v tom, ze nadorové bunky so zvySenou
expresiou vytvaraji konkrétne antigény na ich povrchu. Nanocastica s naviazanou protilatkou
tak moze Specificky vyhl'adat’ nadorovl bunku. To z nich robi idedlne ciele pre podavanie
lieciv (4). Nanomedicina sa vyuZziva aj v diagnostike. Nanosenzory sa daji vyuzit' ako citlivé
¢inidla, napriklad na bioCipoch, ktoré analyzuju Siroku $kalu analytov, pripadne DNA, RNA
sekvencnej analyzy. Taktiez sa nanocastice daju vyuzit’ ako kontrastné latky v zobrazovacich
metddach pri uréovani rozsahu nadorového ochorenia (5).
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Ciele prace

Cielom prace bolo sledovat’ antiproliferacny/cytotoxicky vplyv nanocastice PEG-b-PLA na
nadorové bunkové linie HT-29, MCF-7, U-118MG a nenadorova liniu HEK-293T
kultivovanych vo forme sferoidov (3D kultivacia).

Material

Bunkové linie

HT-29 - nadorové epitelidlne bunky hrubého creva, izolované z primarneho naddoru 44-rocne;j
zeny, rastii prichytené na dne kultivaénej nadoby, kde vytvaraju jednovrstvu , bunkové
inokulum je 1x10° buniek na 1 ml.

MCF-7 - nadorové bunky prsnika, boli izolované z primarneho nadoru 69-ro¢nej zeny, rasta
prichytené na dne kultivagnej nadoby, kde vytvéraju jednovrstvu , bunkové inokulum je 8x10*
buniek na 1 ml.

U-118MG - mozgové gliomové bunky, izolované z muza pred 50 rokmi, rasta prichytené na
dne kultivaénej nadoby, kde vytvaraju jednovrstvu, bunkové inokulum je 8x10* buniek na 1
ml.

HEK-293 T - T'udské embryondlne bunky, izolované z oblicky embrya v roku 1970
v Nemecku, rast prichytené na dne kultivatnej nadoby, bunkové inokulum je 6x10* buniek
na 1 ml.

Na kultivaciu bunkovych linii sa pouzilo médium DMEM obohatené penicilinom (100
pg/ml), streptomycinom (100 pg/mL) a 10 % fetdlneho séra. VSetky bunkové linie sa
kultivovali v Petriho miskach v termostate pri 37 °C a vlhcenej atmosfére obsahujiicej 5 %
COa,.

Bunky boli ziskané z American Type Culture Collection (ATCC), Rockville, MD, USA.

Studovana nano&astica
PEG-b-PLA nanocastica
e PEG-b-PLA(poly (etylénglykol) - blok-polylaktid metyléterom
o poskytnutie materialu: Slovenska zdravotnicka univerzita, Mgr. Eva Rollerova, PhD.
e riedenie v destilovanej vode
e pouzité koncentracie: 0,01; 0,1; 1; 10; 50; 100 pg/mL

Metédy

3D kultivacia bunkovych linii

Na pripravu sferoidov sme pouzili 96-jamkové platnicky opracované 0,8% agar6zou, aby sa
zabranilo adherencii buniek. Bunky boli nasadené v pocte 1000 buniek/jamka a kultivované 2
tyzdne. Médium sme vymienali 2-3-krat/tyzden. Na experimenty sme pouzili 24-jamkové
platnicky (opracované 0,8% agardézou), do ktorych sme preniesli 4 sferoidy z 96-jamkovej
platnicky. Sferoidy vytvorené z 'udskych naddorovych buniek hrubého creva HT-29, 'udskych
nadorovych buniek prsnika MCF-7, Tudskych nadorovych mozgovych buniek U-118MG a
zdravych l'udskych embryonalnych buniek HEK-293T sme inkubovali s nanocasticou PEG-b-
PLA 24, 48 a 72 h v koncentraciach 0,01; 0,1; 1; 10; 50; 100 pg/mL pri 37°C, 5% CO,. Po
inkubécii sme pomocou Specidlneho mriezkového okuldra merali polomery sferoidov,
vyjadrené ako arbitrazne jednotky (6).
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Statistické vyhodnotenie vysledkov
Namerané udaje sme vyjadrili ako priemer = SD (smerodajna odchylka).

Vysledky

Bunky, resp. sferoidy sme kultivovali s nanocasticou 72 h v koncentraénom rozsahu 0,01 —
100 pg/mL.

Zistili sme, Ze nanocastica PEG-b-PLA:

1. mala najvyraznejsi cytotoxicky uc¢inok na nddorové bunky pri 72 h kultivéacii (Tab.1)

2. dosiahla hodnotu ICsy pre l'udské nadorové bunky hrubého ¢reva HT-29 71 pg/mL a pre
ludské nadorové bunky mozgu U-118MG 40 pg/mL (Tab.1)

3. nemala cytotoxicky efekt na 'udské nadorové bunky prsnika MCF-7 (Tab.1)

Pri porovnani Gc¢inku nanocastic na 'udska nenaddorovu liniu HEK-293T vo forme sferoidov
sme zistili, Ze:

1. nanocastica PEG-b-PLA sposobila cytotoxicky efekt po 72 h pdsobenia, hodnota ICsy bola
45 pg/mL (Tab.1)

I1Cso [pg/mL] HT-29 MCF-7 U-118MG HEK-293T
24 h >100 >100 >100 >100

48 h >100 >100 >100 >100

72 h 71 +£0.4 >100 40+0,8 45 +0,02

Tab.1 Hodnoty ICsp (ng/mL) vypocitané z kriviek toxicity pre l'udské nadorové bunky
hrubého ¢éreva HT-29, l'udské nadorové bunky prsnika MCF-7, T'udské nadorové bunky
mozgu U-118MG a zdravé ludské embryonalne bunky HEK-293T vo forme sferoidov,
ovplyvnené nanocasticou PEG-b-PLA pocas 24, 48 a 72 h pdsobenia.

HT-2%
HER-293T

Obr.1 Morfologia sferoidov buniek HT-29, MCF-7, U-118MG a HEK-293T po ovplyvneni
nanocasticou PEG-b-PLA pocas 0, 24, 48 a 72 h p6sobenia.
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Diskusia

V ramci sledovania biologického uc¢inku Studovanej nanocastice nas zaujimal jej vplyv na
bunkové linie nadorové (HT-29, MCF-7, U-118MG) a nenadorovi bunkovu liniu (HEK-
293T) kultivovanych vo forme sferoidov (3D kultivacia). 3D kultivacia buniek z casti
simuluje usporiadanie buniek v nadore, kde bunky nie si zhromazdené v jednovrstve ako pri
2D kultivacii, ale jedna sa o zhluk buniek v réznych vrstvach. Z hodnét ICsy (ng/mL)
uvedenych v kapitole vysledky (Tab.1) sme pozorovali inhibi¢né koncentracie nanocastice
PEG-b-PLA na bunky HT-29 (71 pg/mL), U-118MG (40 nug/mL) a HEK-293T (45 pg/mL).
Ked'Ze pri kultivacii sferoidov ide o celkom iné priestorové usporiadanie buniek, najmé ¢o sa
tyka poctu buniek a taktiez o inll komunikdciu medzi bunkami, predpokladame, ze
nanocastice inhibovali rast buniek po vrstvach sferoidu, a teda bunky boli citlivejsie prave pri
tejto forme kultivacie. Na potvrdenie naSich domnienok je vSak potrebné Studovat’ aj bunkovu
smrt’, resp. pritomnost’ proteinov signalnych drah ako aj zistit’, ¢i dana nanocastica je schopna
prejst’ vrstvami sferoidu.

Zaver

Z nasich vysledkov vyplyva doblezitost’ sledovania vplyvu samotnych nanocastic, ale aj
nanocastic s inkorporovanymi lie¢ivami na nadorové bunkové linie, pretoze mozu
predstavovat’ kIai€ovl stratégiu pri lieceni onkologickych ochoreni, ¢i uz metastazujicich
nadorov alebo nadorov, ktoré¢ sa velmi tazko pristupné bezne vyuZivanym
chemoterapeutikam resp. chirugickym zakrokom.
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Summary

Hereditary ovarian cancers exhibit distinct clinicopathologic features compared with sporadic
cancers. About 10-15% of all ovarian cancers are hereditary, most of them associated with
germ line mutations in the BRCA1, BRCA2 tumor suppressor genes and germ line mutations
in the DNA mismatch repair (MMR) genes, primarily hMLH1 and hMSH2. Family history is
the strongest risk factor for ovarian cancer. The availability of genetic testing for inherited
mutations provides potentially valuable information to women at elevated risk of breast or
ovarian cancer.

Key Words
Carcinoma ovarii, hereditary, genetic counseling

Geneticka charakteristika hereditarneho karcinému ovaria

Hereditarny karcindm ovaria predstavuje genotypovo a fenotypovo heterogénnu skupinu
nadorového ochorenia ovarii, ktorych zékladnou ¢rtou je prenos muticie DNA a tym aj
predispozicie vzniku ochorenia z generacie rodiCov na generaciu potomkov prostrednictvom
zarodo¢nych buniek. Poznanie asociacie mutacii niektorych vysokopenetrantnych génov s
nadorovym ochorenim a ich prenos podla autozémovo-dominantného vzoru dedi¢nosti dalo
zaklad moznosti identifikacie jedincov bez zdedenej predispozicie a 0sob so zvySenym
rizikom vzniku nadorového ochorenia v rodinach so znamou patologickou mutaciou.

Podl'a sucasnych poznatkov sa odhaduje, Ze hereditarne podmieneny karcindm ovaria
predstavuje asi 5-15% z celkového poctu pripadov ovarialnych karcinomov (1) .
Najvyznamnejsiu Cast’ hereditarnych naddorovych syndrémov, v ramci ktorych sa vyskytuje
karcindém ovaria, predstavuji syndromy hereditdrneho karcindému prsnika a ovarii (HBOC) a
Lynchov syndrom, resp. syndrom hereditirneho nepolypozneho karcindmu kolorekta
(HNPCC).

Syndrom dedi¢ného nadoru prsnika a ovaria (HBOC syndrom) je spojeny s muticiami v
génoch BRCAI a BRCA? a je charakterizovany predispoziciou na vznik nddorov prsnikov a
ovarii s véasnym nastupom ochorenia. U nositeliek mutacii je odhadované riziko vzniku
nadoru prsnika na 35-85% a nadoru ovaria na 15-60%. U nositelick BRCA mutacii prevazuje
histologicky typ high-grade ser6znych epitelidlnych karcindmov, primérna lézia sa
predpokladd v oblasti fimbrii falopovej trubice. Lynchov syndrém (HNPCC) je spojeny
s mutaciami tzv. miss-match opravnych génov (MMR gény) MLHI, MSH2, MSH6 a PMS2.
Ochorenie je charakterizované vznikom kolorektalneho karcindmu s v€asnym nastupom
ochorenia. U nositel'ov mutacii je zvySené riziko vyskytu viacerych nddorovych ochoreni. Ide
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hlavne o karcindm endometria, ovaria (najéastej$im histologickym nalezom st endometroidné
karcindmy), obli¢iek, pecene, zalidka a tenkého ¢reva. Pravdepodobnost, ze sa v priebehu
zivota vyvinie u nositelov mutacie v MMR génoch kolorektalny karcindm sa odhaduje na
priblizne 80 %. Riziko vzniku karcindmu ovéria sa pri Lynchovom syndrome odhaduje na
12% (2, 3) .

Karcindbm ovaria sa mdze vyskytnit' aj ako sucast niektorych zriedkavych nadorovych
syndréomov ako si Peutz-Jeghersov syndrom (1:25 000-1:300 000) alebo Gorlinov syndréom
(1:57 000). Napriek tzasnému rozvoju poznatkov a stale lepSiemu poznaniu stvislosti v
oblasti molekularnej genetiky ¢ast’ pripadov rodin so zjavne familidrnym vyskytom ochorenia
stale ostava bez objasnenia dedic¢nej predispozicie (v tychto pripadoch sa predpoklada ucast’
doteraz neidentifikovaného génu, pripadne viacerych génov s nizkou penetranciou) (4, 5) .
Vyznam poznania molekuldrnej podstaty ochorenia sa dostava do popredia aj v rdmci vyuZzitia
moznosti terapie hereditarnych nadorov ovaria. Podl’a literarnych udajov ovarialny karciném,
ktory sa vyvinul u nositelieck mutacii BRCA1/2 ma niektoré molekularne, patologické ako aj
klinické zvlastnosti. Ukazuje sa, ze BRCA mutacny status by mohol v blizkej budticnosti byt
napomocnym pri vol'be vhodnej personalizovanej terapie. Tumory u nositeliek mutacii BRCA
génov prejavuju vysSiu citlivost’ na lieCbu platinovymi preparatmi. Je to vysvetlované
poruchou moznosti reparacie DNA v BRCA deficitnych bunkach a sucasnou interferenciou
platinovych soli s moznost'ou opravy dvojretazcovych DNA zlomov. Viaceré klinické Stidie
poukazuju na dlhSiu dobu prezivania pri lieCbe platinovymi derivitmi u pacientok s
hereditarnym karcindmom ovaria v porovnani s pacientkami so sporadickymi karcindmami
ovaria. V poslednych rokoch sa s'ubnou terapeutickou moznostou ukazuju PARP inhibitory.
Poly ADP ribézovy complex (PARP) predstavuje skupinu proteinov, ktoré su zaclenené v
procesoch regulécie transkripcie, DNA replikacie a oprav DNA poskodeni. Prostrednictvom
ucasti v retazci bazovej exciznej reparacie sa PARP proteiny podielaji na udrziavani
genomovej integrity. Inhibicia PARP zapriCiuje akumulaciu DNA jednovlaknovych
poskodeni, ktoré v normalnych bunkach mozu byt opravené prostrednictvom homologickej
rekombinacie. BRCA deficitné tumorové bunky su idedlnymi ciel'mi syntetickej letality
prostrednictvom PARP inhibitorov pre sGcasnii neschopnost oprav DNA poskodeni
prostrednictvom homologickej reparacie aj bazovej exciznej reparacie. Nahromadenie
poskodeni v takychto bunkich vedie nésledne ku znizeniu chromozoémovej stability,
porucham bunkového cyklu a bunkovej smrti. Bolo preukazané, ze bunky s tGplnou stratou
funkcie BRCA proteinu st 1000-krat citlivejSie na uc¢inok PARP inhibitorov v porovnani s
heterozygotnymi bunkami a bunkami bez mutacie. Klony tumorovych buniek u pacientok s
BRCA mutaciou stracaju heterozygozytu na rozdiel od ostatnych heterozygotnych buniek
organizmu a pri liecbe PARP ihibitormi sa preto méze uplatnit’ vysoka selektivita ucinku
lieku prave na nadorové bunky s uplnou stratou funkcie BRCA proteinu (6, 7, 8, 9) .

Klinick4a charakteristika hereditarneho karcinomu ovéria

Charakteristickymi ¢rtami hereditarnej formy ochorenia st familiarny vyskyt (viacnasobny
vyskyt v jednej pribuzenskej linii), nizky vek nastupu nadorového ochorenia, bilateralita
ochorenia a vyskyt asociovanych typov karcindmov v rodine. Pre prevenciu hereditarneho
karcinomu ovaria zohrava vyznamnu ulohu selekcia rizikovej skupiny zien aich
nasmerovanie na genetickii konzultaciu ku klinickému genetikovi. Genetickii konzultaciu
av pripade indikacie aj molekularno genetické vysetrenie asociovanych génov by mali
absolvovat’ vSetky pacientky, pochadzajuce z rodiny, kde sa vyskytli tri a viac pripadov
pribuznych s karcindmom prsnika/ovaria v jednej pribuzenskej linii (bilateralny karcindém je
povazovany za dva nadory) alebo dvaja pribuzni prvého stupia (z paternalnej linie aj druhého
stupiia) s karcinomom prsnika/ovaria, ak aspon jeden bol diagnostikovany do 50. roku zivota
alebo jeden pribuzny skarcindmom prsnika/ovaria adal$i prvostupiiovy pribuzny
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s asociovanym tumorom (karcindmy kolorekta, pankreasu, prostaty, maternice, maligny
melandm), pricom aspoii jedno nadorové ochorenie bolo diagnostikované do 50. roku Zivota.
Vyznamnym tdajom je vyskyt karcindmu prsnika u muza v pribuzenstve. Rizikové pacientky
z pohl'adu moznosti hereditarneho karcindému ovaria st aj pacientky bez rodinnej anamnézy,
ale s diagnostikovanym bilateralnym karcindmom prsnika/ovaria, ak sa prvé ochorenie
manifestovalo do 50. roku ajednoznaéne vsetky zeny s diagnostikovanym nadorom
prsnika/ovaria pred 40. rokom Zzivota, pacientky s histologickym nalezom medularneho
karcinomu prsnika a vsetky pripady vyskytu karcinomu prsnika s triple negativitou (10, 11).
U jedincov s verifikovanou patologickou mutaciou v génoch BRCAI/2 je odporucané
zaradenie do Specialnych dispenzarizatnych programov, ktoré zvySuji moznost vcasného
zachytu karcindmu prsnika/ovarii aich naslednej lieCby. Nositel’ky mutacie v génoch
BRCA1/2 by mali byt informované o moznostiach vykonania profylaktickej adnexektomie.
Je odporucana vo veku 35-40 rokov (znizuje riziko vzniku karcindmu ovaria o 97% , riziko
vzniku karcinomu prsnika sa po vykone znizi o 50%).

Cielom preventivneho manazmentu je vprvom rade vcasné zachytenie ochorenia
v najrannejSich §tadidch, ¢o pri ustavicnom zvySovani efektivity liecby umozniuje znizovat
umrtnost’ a zlepSovat kvalitu Zivota pacientok (12).

Podporené: Dobudovanie technickej infrastruktury v oblasti vyskumu diagnostickych
postupov a metdd v ramci véasnej diagnostiky najcastejSich gynekologickych ochoreni u zien
ITMS 26210120026, Opera¢ny program vyskum a vyvoj 2013/1.1/02-SORO.
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Suhrn

S narastom $tadii zaoberajlcich sa pozitivnym vplyvom latok z rastlinnych a zivociSnych
zdrojov na na$ organizmus sa upriamuje pozornost’ na ich vyuzitie pri liecbe zdvaznejSich
ochoreni akym je aj rakovina. V naSej praci sme sa zamerali na antiproliferacny/cytotoxicky
ucinok extraktu z ¢ierneho ¢aju Camellia sinensis na gliomové bunky a urcenie typu bunkovej
smrti nadorovych buniek.

KPucové slova
Rakovina, prirodné latky, bunkova smrt’

Summary

Increasing number of studies claiming beneficial effects of natural compounds on our health
focus our attention on their applicationin the treatment of severe diseases such as cancer. In
our study we tested the antiproliferative/cytotoxic effect of an extract from black tea Camellia
sinensis on glioma cells and type of cell death.

Key words
Cancer, natural substances, cell death

Uvod

Prirodné latky obsahuju biologicky aktivne zluCeniny a predstavuju najvyuzivanej$i zdroj
lieCiv vobec (1,2). Mnohé znich vykazuji antimikrobialny, antioxidacny a protinddorovy
ucinok (3). V ostatnych rokoch sa venuje pozornost' najmi antioxida¢nej aktivite rastlin v
suvislosti s ich prospesnostiou pre zdravie.

Cielom naSej prace bolo sledovat’ cytotoxicky ucinok extraktu z Cierneho Caju Camellia
sinensis na gliomové bunky U-118MG a zistit’ typ bunkovej smrti tychto buniek.

Material a metédy

Extrakt z ¢ierneho ¢aju

Ide o zmes katechinov (40%) a antokyanidinov (60%) izolovanych vodnoetanolovym
roztokom v pomere voda : etanol 60% : 40%. Extrakt nam poskytla firma Molecule of life
spol. s. 1. 0., Senec, Slovensko. V ramci nasho $tudia sme pouzili koncentra¢ny rozsah
0,00256 — 40 pumol/l. Extrakt bol rozpusteny vo vode. Pracovny nazov extraktu je F100.
Bunkova linia U-118MG

Bunky U-118MG boli izolované v roku 1960 z maligneho mozgového tumoru 50 ro¢ného
muza. Bunky rastu prichytené na dne kultivacnej nadoby a generac¢na doba je 20 h. Bunkové
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inokulum je 1x10° buniek na 1 ml, pasdzuju sa 2-krat tyzdenne.

Bunky sme kultivovali v Petriho miskéch v termostate pri 37 “C a vlh&enej atmosfére

obsahujticej 5 % CO,. Na kultivaciu sme pouzili médium DMEM (Dulbeccom modifikované
Eaglovo médium), obohatené fetdlnym sérom (FS, 10 %), antibiotikami penicilinom (100
pg/ml) a streptomycinom (100 pg/ml). Bunky boli ziskané z American Type Culture
Collection (ATCC), Rockville, MD, USA.

MTT test

Cytotoxicky uc¢inok sme sledovali MTT testom. Kontrolné a latkou ovplyvnené bunky sme
nasadili do 96 jamkovej sterilnej platni¢ky a kultivovali pri 37 °C vo zvlh¢enej atmosfére s
5% CO; po dobu 24, 48 a 72 h. Po skonceni kultivacie sme odstranili kultivaéné médium
prevratenim platni¢ky a do kazdej jamky pipetovali 0,1 ml média obsahujuceho MTT (3-[4,5-
dimetytiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium bromidu) (5 mg/1 ml PBS). Prikryté platnicky sme
kultivovali v termostate 3,5 h pri 37 °C a 5% CO,. Po tejto dobe sme médium opét’ odstranili
a pridali extrakény roztok (100% DMSO) v objeme 0,1 ml na jamku. Po 10 min. inkubécie pri
laboratornej teplote sme merali absorbanciu pri 490 nm.

Analyza bunkového cyklu MuseTMbunkovym analyzatorom

Typ bunkovej smrti sme detegovali analyzou bunkového cyklu. Kontrolné a ovplyvnené
bunky (0,2 x 10° b/ml) sme dvakrat premyli PBS a centifugovali pri 300g/5 min., 4 °C. Bunky
sme nechali v 'ade hydratovat’ s PBS 30 min. Po opdtovnej centrifugacii sme PBS odstranili a
skumavky vlozili do Padu. Nasledne sme pelet rozsuspendovali v 200 pl reakéného cinidla
MuseTM Cell Cycle Reagent. Bunky s reakénym ¢inidlom sme inkubovali 30 min. za tmy.
Priebeh bunkového cyklu sme analyzovali na prietokovom cytometri MuseTM Cell Analyzer.
Merania sme uskutoénili na Ustave lekarskej biologie, genetiky a klinickej genetiky LF UK a
UN Bratislava pod vedenim Ing. Heleny Gbelcovej, PhD.

Western blot

Autofagickii bunkovi smrt sme detegovali western blot analyzou. Kontrolné a latkou
ovplyvnené bunky sme centrifugovali pri 450xg, 10 min., 4 °C, dvakrat premyli v PBS (pH
7,4) a lyzovali lyzacnym 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 kultiva¢nej platnicke. Po lyze sme
bunky rozsuspendovali na vortexe a centrifugovali pri 20000xg, 30 min.,, 4 °C. V
supernatante sme stanovili koncentraciu proteinov. Vzorky sme davkovali do pripraveného
gélu po denaturécii (var pri 100 °C vo vodnom kupeli 3 min.) s obsahom 60 — 100 ug
proteinov v objeme 20 pl. Elektroforéza prebiehala pri napati 100 V, 80 min. Po prebehnuti
elektroforézy sme proteiny oddelené elektroforézou preblotovali na nitrocelulézova
membranu a detegovali kraliCou primarnou protilatkou proti proteinu LC3, ktory sa povazuje
za marker autofigie akralicou sekundarnou protilatkou znacenou peroxidazou. Na
vyhodnotenie sme vyuzili chemiluminiscen¢nu detekciu.

Statistické vyhodnotenie vysledkov

Namerané udaje sme vyjadrili ako priemer + SD (smerodajna odchylka).

Vysledky

Cytotoxicky ucinok

Na obrazku 1 je znazorneny priebeh proliferacie nadorovej bunkovej linie U-118MG. Pocas
24 a 48 h sme zaznamenali postupné zvySovanie inhibicie rastu bunkovej populacie, av§ak
bez dosiahnutia hodnoty ICso. Po 72 h inkubacii pozorujeme, ze extrakt z ¢ierneho ¢aju F100
mal na bunkovu liniu U-118MG cytotoxicky vplyv s hodnotou ICsy = 14 umol/l.

Analyza bunkové cyklu

Bunky U-118MG sme inkubovali s extraktom F100 pocas 72 h s koncentraciami 1,6; 8 a 40
umol/I.
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Obr.1 Antiproliferaény/cytotoxick}'/ vplyv latky F100 na delenie nadorovych buniek U-
118MG pocas 72 h pdsobenia v koncentra¢nom rozsahu 0,00256 - 40 umol/1.

V tabul'ke 1 st uvedené percenta buniek nachadzajtcich sa v jednotlivych fazach bunkového
cyklu. Po 72 h inkubacie sme nepozorovali indukciu apoptdzy, v subGy faze narast populacie
buniek nepresiahol 10 %. Kontrolné bunky po 72 h inkubacii, neovplyvnené latkou F100 mali
0,6 % zastipenie v subG faze.

Koncentracia F100 24 h 48 h 72 h
1,6 umol/l 0,4 1,8 0,9
8 umol/l 0,3 0,4 1,3
40 pmol/l 0,2 2,3 0.4

Tab.1 Percentualne zastipenie buniek U-118MG v sub Gy faze po ovplyvneni extraktom
F100 pocas 72 h inkubacie.

Western blot analyza

Pri bunkovej linii U-118MG (Obr. 2) sme pozorovali pritomnost proteinu LC3 (marker
autofagie). Hladiny proteinu LC3 sthpali pocas 24 a 48 h inkubacie v koncentraénej zavislosti,
avSak v 72 h inkubacii sme pozorovali najintenzivnej$i signal pri najnizSej pouzitej
koncentracii extraktu F100 (1,6 umol/l) a tento signal klesal so zvySujucou sa koncentraciou
extraktu. Z vyhodnotenia western blotovej analyzy predpokladame autofagicka bunkovu smrt’
buniek U-118MG indukovant latkou F100.

24 h 48 h 72h
K 1.6 8 40 | 8 40 1,6 8 40

Obr.2 Detekcia proteinu LC3 v bunkach U-118MG po 72 h ovplyvneni latkou F100. K —
kontrolné bunky. Koncentracie extraktu F100 st uvedené v umol/I.
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Diskusia

Vplyvu viacerych typov ¢aju Cajovnika &inskeho (Camellia sinensis) na bunkovi smrf
roznych rakovinovych bunkovych linii sa venuje mnoho $tudii. Podl'a metoédy spracovania a
stupna oxidacie rozliSujeme biely, zlty, zeleny, Cierny caj, oolong a pu-erh (4).
Hajiaghaalipour a kol. (2014) sledovali vplyv extraktu z bieleho €aju Camellia sinensis na
Pudské nadorové bunky hrubého creva (HT-29) (ICso = 86,68 ng/ml) a dokazali apoptozu
aktivaciou kaspazy 3, 8, 9 (5).

Ahmad a kol. (1997) sledovali pdsobenie extraktu zo zeleného ¢aju na bunky karcinému
koze A431 (ICso = 40 pg/ml) (6), Yokoyama a kol. (2001) na nadorové bunky mozgu U-373
(ICsp= 50 pg/ml) (7). Bunky taktiez podliehali apoptickej bunkovej smrti.

Sposob spracovania listov Camellia sinensis teda ovplyviiuje zlozenie vysledného ¢aju a tym
aj mechanizmus ich t¢inku.

Po 72 h inkubacii extraktu F100 (¢ierny ¢aj) s nadorovymi bunkami mozgu U-118MG sme
zistili, ze dochadza k aktivacii proteinu LC-3. Pritomnost’ tohto proteinu potvrdzuje, ze v
bunkach nedochadza k apoptoze (Tab.1, Obr.2), ale je aktivovana autofagia. Predizend doba
fermentacie listov (ako v pripade Cierneho €aju) spdsobuje stracanie niektorych aktivnych
latok s potencialom indukcie apoptozy.

Na druhej strane vsak Halder a kol. (2008) zistili, Ze posobenim ¢ierneho ¢aju na kozné bunky
A431 a A375 je mozné dosiahnut’ redukciu bunkovej viability pdsobenim 99,66 pg/ml, resp.
50,02 pg/ml. Naslednym testovanim inhibi¢nej koncentracie latky na A375 dosiahli aktivaciu
apoptozy u 50 % testovanych buniek (8).

Zaujimavé jej aj zistenie Konarikovej akol. (2014), ze pocas opakovaného pridavania
extraktu z ¢ierneho Caju Camellia sinensis k nadorovym bunkdm hrubého ¢reva HT-29 je
mozné indukovat apoptézu uz v nizkych koncentraciach (5 pg/ml). AvSak pri pridani
k bunkam MCF-7, apoptdza pozorovana nebola ani pri jednorazovom ani pri opakovanom
ovplyvneni extraktom (9).

Zaver

V bunkach U-118MG sme dokazali pritomnost’ proteinu LC3 a teda predpokladame, Ze bunky
U-118MG podliehaju autofagickej, nie apoptickej bunkovej smrti po ovplyvneni extraktom
F100. Nase vysledky vytvorili priestor pre dalSie zaujimavé S$tudie molekulového
mechanizmu réznych typov bunkovych smrti, ktorym moézu nadorové bunky podliehat’ po
ovplyvneni extraktom z ¢ierneho ¢aju. Prirodné latky vo vSeobecnosti méZeme povazovat’ za
potencialny doplnok protinadorovej liecby.
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(Our glioblastoma cell lines 8-MG-BA and 42-MG-BA have achieved
a reference status worldwide)
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Suhrn

V rokoch 1993-1998 sme na Anatomickom tustave etablovali dve gliomové linie. Obidve boli
derivované z multiformného glioblastomu, kultivované 200 pasazi. Nase linie oznacené ako
8-MG-BA a42-MG-BA sme poskytli bunkovej banke Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen and Zellkulturen (DSMZ), Braunschweig v Nemecku. V sti¢asnosti obidve
bunkové linie ziskali svetovy referencny status a st vysoko citované v DSMZ. Pouzivaji sa
vo viacerych gendémovych centrach ako st Broad v USA a Sanger v UK a v mnohych d’alsich
vyskumnych tstavoch na §tadium novych terapeutickych pristupov v neuroonkoldgii. V tejto
praci upozoriiujeme na problémy spojené s kultivaciou bunkovych linii, ktoré sa najcastejsie
tykaji mykoplazmovych kontaminacii a krizovych kontaminacii bunkovych linii s inymi
bunkami.

KPucové slova
Gliomy, glioblastomové bunkové linie, 8-MG-BA, 42-MG-BA

Summary

During the years 1993-1998 we established two permanent glioma cell lines at the department
of Anatomy. Both cell lines were derived from the human glioblatoma multiforme and
cultured up to passage number 200. Our cell lines marked as 8-MG-BA and 42-MG-BA
were provided to Deutsche Sammlung von Mikroorginismen and Zellkulturen (DSMZ),
Braunschweig in Germany. Currently both cell lines have achieved a reference status
worldwide and are highly cited in DSMZ. They are used in several genome centres such as
Broad in USA and Sanger in UK and in many other research institutes for the sdudies of new
therapeutic approaches in neurooncology. In this report we call attention to the problems
associated with cell lines culturing, the most common concern the mycoplasma contamination
and cross-contamination of cell lines with unrelated cells.

Key words
Glioma, glioblastoma cell lines, 8-MG-BA, 42-MG-BA

Uvod

Nazvom bunkova linia oznaCujeme kultivované bunky, ktoré dosiahli permanentny rast v in
vitro podmienkach. Tkanivové kultiry z nadorového tkaniva opakovanym pasdzovanim bud’
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koncia svoj rast v priebehu niekol’kych mesiacov, alebo prechadzaju do permanentnej kultary
v priebehu 40-50 pasazi. Z primarnych mozgovych nadorov je mozné ziskat' bunkovu liniu
len z nadorov s vysokym stupiiom malignity, najcastejSie z multiformného glioblastomu.
Uspesnost’ vzniku novej linie je 6-15%. Vrokoch 1993-1998 sme v spolupraci
s Neurochirurgickou klinikou v Bratislave vykultivovali dve gliomové bunkové linie: 8-MG-
BA a42-MG-BA. Hoci obidve linie sme ziskali z histologicky rovnakého typu nadoru
z multiformného  glioblastomu, zistili sme heterogénne vlastnosti linii v expresii
cytoskeletarnych proteinov a v rychlosti rastu buniek (1). NajzavaznejSim problémom v
kultivacii bunkovych linii je kontaminécia mikroorganizmami, najéastejSie su to rdzne kmene
mykoplaziem. Posledné dve dekady boli identifikované krizové bunkové kontaminacie.
Nespravne identikované, teda falosné bunkové linie boli pouzité na mnohé experimenty a
vysledkom su stovky az tisicky publikacii, ktoré ¢asto porovnavaju domnelé normalne linie s
nadorovymi.

KriZova kontaminacia bunkovych linii (Cell line cross contamination)

Krizova kontaminacia bunkovych linii znamena, ze bunkové kultury boli zamenené alebo do
linii boli inokulované iné bunky. V bunkovej banke DSMZ na zaklade molekularno-
cytogenetickych vySetreni idetifikovali kontaminované linie a uverejnili zoznam viac ako 200
falosnych bunkovych linii. RozliSuju dva typy kontaminacii. Oznacenie virfual znamena, ze
linie boli kontaminované uz pri ich vzniku a nikdy v podstate neexistovali. Jedna sa hlavne o
spontanne imortalizované linie z normalnych l'udskych tkaniv. Najznamej$im pripadom je
Pudska linia ECV 304 z edotelu umbilikalnej vény (2). V DSMZ zistili, ze ECV 304 linia je
nadorova linia T 24, ktord bola ziskana z karcindmu mocového mechtra (3). Bunkové linie
oznacené ako extant boli kontaminované inymi liniami v priebehu kultivacie, najCastejSie
dobre znamou a ¢asto pouzivanou karcinbmovou HeLa liniou.

Mykoplazmové kontaminacie bunkovych linii

Najzavaznej$im problémom v kultivacii buniek si mykoplazmové infekcie. Mykoplazmy st
povazované za najmensie baktérie, pre ktoré je charakteristicka nepritomnost pevnej
bunkovej steny. M6zu mat’ rozny tvar, ich velkost’ sa pohybuje od 0,3 — 0,8 pm. Pri filtracii
kultivaénych roztokov dokazu vdaka svojej membranovej Strukture prejst cez filtre
pouzivané na odstranovanie baktérii. Kontamindcia bunkovych kultir je casto tazko
detekovatelna, pretoze mykoplazmy rasti pomaly, nemenia pH kultivaénych roztokov a
nemaju vyrazny cytopaticky efekt. Ich premnozenie pri dlhodobej kultivacii bunkovych linii
vSak vyrazne ovplyviiuje rast a vlastnosti kultivovanych buniek. Do kultivaénych médii sa
zvy€ajne pridavaju aj trojkombinacie antibiotik, ktoré maju tiez vyrazny efekt na rast buniek a
Casto len maskuju mykoplazmové infekcie (4). Viaceré S$tudie popisuju kontaminaciu
bunkovych linii az v 65-85% (5,6). V kulturach sa vyskytuju najcastejSie bovinné, prasacie a
Pudské kmene. Bovinné kmene suvisia s kontaminaciou bovinnych sér, ktoré sa pridavaja do
kultivaénych roztokov. Prasa¢imi kmefimi moze byt infikované aj bovinné sérum na bitinku,
jedna sa o Mycoplasma hyorhinis, ktord sa nachadza v nosnej dutine prasiat. Pri pasaZovani
kultar sa pouziva trypsin, ktory sa vyraba z prasacich pankreasov. Je v§ak pozoruhodné, Ze
pravdepodobne trypsin je destrukény pre mykoplazmy, ktoré neboli spol'ahlivo detekované v
trypsinovych vzorkach. Incidencia Mycoplasma hyorhinis je v bunkovych liniach 10-40%,
bovinné kmene su pritomné v 20-40% a l'udské v 20-40% (7). Efekt mykoplazmovych
kontaminacii na kultivované bunky je velky. Zasahuji do zmien bunkovej morfologie a
proliferacie, indukuji chromozomalne aberacie a zmeny v zloZeni bunkovej membrany ¢im
ovplyviuji membranové antigény a receptory (7).
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Zaver

Permanentné bunkové linie derivované z malignych nadorov sl v stc¢asnosti obl'ibenym
modelom pre §tidium biologie nadorov a hlavne novych terapeutickych metéd. V mnohych
laboratoriach sa bunkové linie vymienaju a pri su¢asnom velkom publikacnom tlaku mnohym
vyskumnikom staci len citovat’ zdroj buniek a malo sa oboznamuju s vlastnostami bunkovych
linii. Na zéklade rozsiahlych bunkovych krizovych kontaminacii mame dnes k dispozicii
mnozstvo faloSnych zavadzajicich publikovanych vysledkov, ktoré vystavujii pacientov
nevhodnej az Skodlivej liecbe (3). Nase bunkové linie ziskali referen¢ny status a vysoku
citovanost v DSMZ. St relativne mladé bunkové linie, ktoré neboli kontaminované inymi
bunkami. V su¢asnosti sa pouzivaji na vyskumné ucely na UEO a Virologickom ustave SAV,
INSERM Pariz, Broad USA, Sanger UK a na d’alSich vyskumnych pracoviskach.
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Suhrn

Glioblastomy st agresivne primarne mozgové nadory so zlou prognézou. Bunkové linie su
vhodnym modelom na $tadium heterogenity gliomov, ktora je povazovand za jednu z
hlavnych pri¢in netspesnej terapie gliomov. Cielom tejto Stadie je morfologickd a
imunocytochemicka komparativna analyza l'udskych glioblastomovych linii: klonovanej GL-
15 a neklonovanych 8-MG-BA a 42-MG-BA. Cytoskeletarne vlastnosti buniek boli
vySetrované imunofluorescenénymi metdédami s protilaitkami vhodnymi na detekciu troch
typov intermediarnych filamentov (IF): glidlny fibrilarny acidicky protein (GFAP), vimentin
(Vi) a cytokeratiny (CK). Imunofarbenim sme detekovali rézne percento GFAP a CK
pozitivnych buniek, zatial¢o vimentin bol pritomny vo vSetkych kultivovanych bunkéach.
Pozorovali sme subpopuldciu buniek, kde bol koexprimovany gliovy (GFAP) a epitelovy
(CK) markerovy protein. Komparativna analyza klonovanej linie GL-15 s nasimi nedavno
etablovanymi a charakterizovanymi glioblastomovymi liniami (8-MG-BA, 42-MG-BA)
odhalila va¢siu morfologicku a cytoskeletarnu heterogenitu v klonovanej bunkove;j linii.

KPucové slova
GFAP, vimentin, cytokeratiny, glioblastom

Summary

Glioblastomas are aggressive primary brain tumors with poor prognosis. The cell lines are
available model for the studies of gliomas heterogeneity which is consider to be the main
reason of unsuccessfull glioma treatment. The aim of this study is morphological and
immunocytochemical comparative analysis of human glioblastoma cell lines: clonal GL-15
and non-clonal 8-MG-BA and 42-MG-BA. Cytoskeletal cell properties were examined by
immunofluorescence methods using appropriate antibodies to three types of intermediate
filament (IF): glial fibrillary acidic protein (GFAP), vimentin (Vi) and cytokeratins (CK). By
immunostaining we detected different percentage of GFAP and CK positive cells, whereas
vimentin was present in all cultured cells. We observed a subpopulation of glioblastoma cells
with co-expression of glial (GFAP) and epithelial (CK) marker protein. The comparative
analysis of clonal GL-15 with our recently established and characterized non-clonal
glioblastoma cell lines (8-MG-BA and 42-MG-BA) revealed higher morphological and
cytoskeletal heterogeneity in clonal cell line.
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Uvod

Gliomy s vysokym stupfiom malignity si v sucasnosti najagresivnejSie primarne mozgové
nadory. Prezivanie pacientov, aj napriek intenzivnej kombinovanej terapii, je len niekol'ko
mesiacov. Najvacsim problémom v liecbe aj diagnostike gliomov je vyrazna heterogenita
gliomovych bunkovych populacii (Bigner ai., 1981, Macikova a i., 1999, Aum ai., 2014).
Vhodnym modelom na §tadium bioldgie gliomov su bunkové linie. NajcastejSie pouzivanymi
markerovymi proteinmi na urCenie heterogenity a dediferenciacie buniek st cytoskeletarne
proteiny. Hlavnymi komponentami cytoskeletu su mikrotubuly, intermediarne filamenta (IF)
a mikrofilamenta. IF maji doblezitd funkciu vregulacii bunkovych procesov spojenych
s diferenciaciou buniek. V neuroonkoldgii sa pouzivaji ako markerové proteiny
v diagnostike nadorovych ochoreni ana urovanie stupna malignity. Gliovy fibrilarny
acidicky protein (GFAP) je charakteristicky pre bunky astrogliového pévodu, vimentin (Vi)
pre bunky mezenchymalneho pdvodu a cytokeratiny (CK) su Specifické pre normalne
aneoplastické epitelové bunky. Cielom naSej Stidie je porovnanie morfologickych
a cytoskeletarnych vlastnosti klonovanej glioblastomovej linie GL-15 s neklonovanymi
glioblastomovymi liniami 8-MG-BA a 42-MG-BA.

Material a metody

Klonovanu glioblastomovu liniu GL-15 sme ziskali v ramci spoluprace s INSERM U-421
Pariz (Bocchini ai., 1991). V rokoch 1993-1998 sme v nasom laboratdriu etablovali dve
permanentné glioblastomové linie 8-MG-BA a 42-MG-BA (Perzelova ai., 1998). Bunkové
linie boli kultivované v médiu MEM, ktoré obsahovalo 10% fetalne tel'acie sérum, glutamin
a neesencialne aminokyseliny, pasazované boli dvakrat tyzdenne pomocou 0,2% EDTA
a 0,25% trypsinu. Kultary pre imunoflurescencné vySetrenia rastli ako adherentna vrstva na
krycich sklickach, ktoré sme fixovali metanol/acetonom (1:1) 15 min. Pri nepriamej
imunofluorescencii boli fixované bunky inkubované s primarnou protilaitkou 1 hod.
a s vhodnou sekundarnou protilatkou 30 min. Pri dvojitej imunofluorescencii boli bunky
inkubované 1 hod. s primarnou protilatkou, 30 min. s vhodnou sekundarnou protilatkou a 30
min. s GF-Cy3, alebo Vi-Cy3. Primarne protilatky boli riedené 1:100, sekundarne 1:50.
Pouzili sme monoklonalne protilatky GF-01, Vi-V9, anti pan-CK, monoklonalna protilatka G-
A-5 konjugovana s Cy3 a Vi—V9 konjugovand s Cy3. Primarne protilatky boli od firmy
Sigma a sekundarne konjugované s fluoresceninom od firmy Biocom. Jadra boli znacené
Hoechstom 33342 od firmy Sigma 1 min (S5um/ml v PBS).

Vysledky

Morfologické vlastnosti bunkovych linii sme sledovali na nefixovanych bunkidch pomocou
fazoveho kontrastu na inverznom mikroskope Olympus IMT 2. V klonovanej linii GL-15 sme
pozorovali heterogénny morfologicky fenotyp, ktory tvorili vretenovité a ploché bunky
s rozne vyvinutymi vybezkami. Neklonované linie mali viac homogénny charakter s prevahou
plochych buniek. Nepriamou imunofluorescenciou sme detekovali GFAP, Vi a CK v troch
glioblastomovych liniach. V GL-15 kultarach priblizne 20% buniek bolo intenzivne a 50%
menej intenzivne sfarbenych s protilatkami proti GFAP, zatial'¢o CK bol pritomny v réznej
intenzite v 3% buniek. Neklonované linie exprimovali menej intenzivne GFAP avsak CK bol
vyrazne pozitivny v 8-MG-BA (7%). Ojedinele sme pozorovali expresiu CK v 42-MG-BA
linii. VSetky bunky v klonovanej a neklonovanych liniach intenzivne exprimovali vimentin.
Imunofluorescenénymi farbeniami sa znazornila fibrilarna struktara IF. V klonovanej GL-15
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linii sme dvojitym znacenim zistili variabilné bunkové imunofenopypy: Vim+/GFAP+/CK+ ,
Vim+/ GFAP+/CK-, Vim+/GFAP-/ CK- (Obr.1 A-I).

A

Obr. 1 Klonovana glioblastomova linia GL-15. Dvojita imunofluorescencia GFAP /CK (A-
F), GFAP/Vi (G-I).

Diskusia a zaver

Vtejto S§tudii sme zistili heterogénne mofologické vlastnosti v GL-15 klonovanej
glioblastomovej linii, ktoru tvorili subpopuldcie buniek srdéznymi -cytoskeletarnymi
vlastnostami. Dvojitym znacenim sme potvrdili koexpresiu negliovych (CK) a gliovych
(GFAP) markerovych proteinov v glioblastomovych bunkach.

Porovnavali sme morfologické a cytoskeletarne vlastnosti glioblastomovych bunkovych linii:
klonovanej GL-15 s neklonovanymi 8-MG-BA a 42-MG-BA. Bunky v neklonovanych
liniach boli morfologicky viac homogénne, zatial¢o klonovana linia bola charakteristicka
heterogénnou morfologiou buniek srozne vyvinutymi vybezkami. Pre vsetky linie bola
charakteristickd pritomnost’ vimentinu vo vSetkych bunkéach a rézne percento GFAP a CK
pozitivnych buniek.

Z uvedenych vysledkov je pozoruhodné, ze klonovana glioblastdmova linia je morfologicky
a cytoskeletarne viac heterogénna nez neklonované glioblastomové linie.
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Sthrn

Tioly maju okrem antioxidac¢nej schopnosti aj dolezita tlohu napr. v detoxikacii organizmu,
prenose bunkového signalu a apoptoze (1). Pri fyziologickom pH sa lahko oxiduju
molekulovym kyslikom a vytvaraju disulfidy. Vedl'ajSimi produktmi reakcie su reaktivne
formy kyslika (2). Tieto regulujt priebeh niektorych procesov latkového metabolizmu, ale ich
zvySend koncentracia sposobuje narusenie vnutornej rovnovahy, ¢o sa moéze prejavit ako
patologicky efekt (3, 4). Zmena koncentracie tiolov, resp. ich disulfidov je preto Casto
povazovana za indikator ochoreni resp. bunkovej dysfunkcie (5). Predlozena praca obsahuje
informécie o Casto pouzivanych redukénych a derivatizaénych cinidlach potrebnych na
stanovenie tiolov metédou vysoko-ucinnej kvapalinovej chromatografie.

KPucové slova
Tioly, kvapalinova chromatografia

Summary

Apart from thiols role in defense against free radicals, they have significant role in
detoxification of an organism, signal transduction, apoptosis and so on (1). They are easily
oxidized into disulfides. Reactive oxygen species are intermediates of the oxidation reaction
(2). Reactive oxygen species concentration is tightly regulated by a variety of proteins
involved in the redox (reduction/oxidation) mechanism but their accumulation may signalize
the patological effects (3, 4). Thiol (resp. disulfides) concentration changes can be considered
as an indicator of diseases or cell dysfunction (5). This article presents information about the
reducing and derivatizing agents for thiols determination by using high-performance liquid
chromatography.

Keywords
Thiols, liquid chromatography

Uvod

Charakteristika biologicky vyznamych tiolov

Glutation, tripeptid zlozeny z kyseliny glutdmovej, cysteinu a glycinu, priamo detoxikuje
reaktivne formy kyslika a zlepSuje funkéni schopnost’ inych klucovych antioxidantov -
vitaminu E a C (6). Spolu s jeho oxidovanou formou st najviac zastipenym intracelularnym
tiol/disulfidovym parom aich pomer (redukovand/oxidovand forma) sa casto pouziva na
indikaciu zdravia bunky a oxidativneho stresu. Tento pomer je Casto redukovany napr. pri
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neurologickych ochoreniach (7). Vyznamymi medziproduktami zahrnutymi v metabolizme
glutationu su cysteinylglycin, ktory sa vyznacuje antiaterogenickymi vlastnostami (8)
a cystein. Cystein je jednou z aminokyselin, ktora obsahuje siru vo forme, ktord napomaha
inaktivovat’ vol'né radikaly, a tak chrénit’ tkaniva (6). Je najviac zastipenym plazmatickym
tiolom a jeho celkova koncentracia sa pohybuje v rozmedzi od 200 do 300 umol/L. Ovela
CastejSie sa stanovuje v plazme, pretoze v pripade jeho stanovenia v moci je potrebné tiito
koncentraciu prepocitat’ na mnozstvo kreatininu (9). ZvySenu koncentraciu cysteinu v plazme,
pripadne v moc¢i mozno oznacit’ aj za dolezity indikator niektorych ochoreni, napr. cystindzy a
cystindrie (10). DalSie prace ukazuju jeho spojenie s vaskuldarnymi ochoreniami (11, 12).
Niektori autori v§ak uplne nesuhlasia s jeho vztahom ku kardiovaskularnym ochoreniam (9).
V sucasnosti Casto uznavanym rizikovym faktorom mnohych kardiovaskularnych a
cerebrovaskularnych ochoreni je homocystein (13, 14). Homocystein je medziproduktom
metabolizmu metioninu, a teda jedinym zdrojom tejto aminokyseliny je metionin. U zdravych
ludi sa koncentracia celkového homocysteinu v plazme pohybuje v rozmedzi od 5 do 15
pmol/L (15, 16). Homocystein podporuje rast a tvorbu kosti i tkaniv, avSak pri poruche
metabolizmu metioninu nadbyto¢né mnozstvo difunduje do extraceluldrneho priestoru a
dostava sa do krvi. Pri oxidacii homocysteinu vznikaju reaktivne formy kyslika (superoxid a
peroxid vodika), ktoré mozu sposobit’ peroxidaciu lipidov a poskodenie buniek. Predpoklada
sa teda, ze centralny nervovy systém je citlivy najmi na extracelularny homocystein, pretoze
podporuje excytotoxicitu bunky cez stimulaciu NMDA (N-metyl-D-aspartat) receptorov a
poskodzuje DNA neurénov (narusenim transmetylacie DNA), a tym indukuje apoptozu (15-
17).

Redukéné €inidla pouZivané na stanovenie tiolov

V organizme sa tioly nachadzaju bud’ volne (oxidovana a redukovana forma) alebo naviazané
na proteiny (1). Stanovenie celkového obsahu tiolov vo vzorke je teda mozné az po redukcii
ich oxidovanych foriem. Na redukciu disulfidovych vézieb sa pouziva niekol’ko redukénych
¢inidiel. Medzi najznamejSie patria redukéné €inidla obsahujuce sulfydrylova skupinu, fosfin
a tetrahydridoboritan sodny (NaBHy).

Redukcné cinidla obsahujuce sulfydrylovi skupinu

NajcastejSie pouzivané reduktanty disulfidov su tioly. Vyhodou je najméd ich vysoka
$pecifickost’, pretoze redukuju len disulfidy. Nevyhodou je ich reakcia s derivatizanym
¢inidlom a oxidacia vzdusnym kyslikom (ak reakcia prebieha pri pH > 7). Preto tieto ¢inidla
treba skladovat tak, aby sa zabranilo pristupu kyslika k ¢inidlu, pripadne by malo obsahovat’
aj chelatotvorné ¢inidlo.

a) B-merkaptoetanol (ME) je prchavy a vo vode rozpustny tiol so zapachom. Pouziva sa na
redukciu disulfidov v proteinoch a tato reakcia je rychlesia pri pH > 7. ME patri medzi slabé

redukéné ¢inidla, a preto sa pouziva pri vysokych koncentraciach, ¢im sa zabrani tvorbe tzv.
zmieSanych disulfidov.

- H
2HS_\_OH + K S\S_R = O_LS\ + RS
S
_\—OH

b) Ditiol (DTT) je silnejsie redukéné ¢inidlo ako ME. Pri redukcii proteinovych disulfidov je
konvertovany na stabilny intramolekularny cyklicky disulfid. ZvycCajne nie je potrebna vysoka

(1
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koncentracia DTT (5-10 mmol/L) a kompletna redukcia disulfidov nastane v priebehu 5-10
min. pri pH > 8 (18).

OH
kS + B8 = S 4 _R-SH
S—R S 2
HO SH )
Fosfiny

Fosfiny (trialkylfosfiny) kvantitativne redukuju disulfidy na tioly. Oxidovany fosfin sa uz
nemdze zucastnit’ d’alSej tiol-disulfidovej reakcie na rozdiel od ME a DTT. Trialkylfosfiny
reaguju Specificky s disulfidmi a nereaguju s inymi funkénymi skupinami bezne pritomnymi
v proteinoch. Fosfiny nereagujt ani s niektorymi derivatizanymi ¢inidlami.

I{2_1)/ + R]_S\ = Rl_s- + Rl R2 —
\ S_Rl ‘S_P+
Ry /\
Ry R,
Ry R,
— O:\Pi + ,R-SH
R,

A3)

a) Tris(2-karboxyetyl)fosfin (TCEP) je vo vode rozpustny fosfin. Redukuje nizkomolekulové
a proteinové disulfidy. Je ucinnejs$i ako DTT najmaé pri pH < 7. Je nestabilny vo fosfatovom
tlmivom roztoku (pH = 7-8).

b) Tris(hydroxypropyl)fosfin je reaktivnejsi ako TCEP. Redukuje nizkomolekulové aj
proteinové disulfidy (18).

Tetrahydridoboritan sodny (NaBH,)

Tetrahydridoboritan sodny je extrémne reaktivne a silné redukéné ¢inidlo. Pripravuje sa tesne
pred pouzitim, aby sa zabranilo jeho rozkladu. Niektoré stadie ukazali, ze NaBH,
kvantitativne redukuje proteinové disulfidy (18-22). Vo vSeobecnosti nastava uplna redukcia
disulfidov pri pouziti 1 mol/L NaBH,4 (pH = 12) v priebehu 30 min. pri 50 °C. Pocas reakcie
sa tvori vodik a bielkoviny penia. Tomuto nezelanému javu sa da predist’ napr. pridavkom
oktanolu alebo hexanolu do odmernej banky. Hlavnou vyhodou pouzitia NaBHy4 je 'ahké
odstranenie jeho nadbytku pridavkom kyseliny alebo acetonu. V pripade pouzitia kyseliny st
volné tiolové skupiny chranené pred oxidaciou aj v pripade, ze redukéné cinidlo bolo
odstranené (18, 23).

R 4)
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Alternativne redukcné cinidla
Disulfidové védzby mozno redukovat aj siricitanmi (SO3) alebo kyanidmi (CN). Avsak,
redukcia tymito ¢inidlami nie je kvantitativna, pokial sa nepouzije katalyzator.

Nadbytok redukéného ¢inidla je Casto nutné odstranit’ (napr. gélovou filtraciou alebo
kyselinou). Nevyhodou gélovej filtracie je mozna regeneracia disulfidov pocas filtracie
anevyhodou pouzitia kyseliny je neuplna elimindcia redukéného cinidla. Vsetky vyssie
spomenuté Cinidla by sa mali pripravovat’ tesne pred pouzitim, pretoze l'ahko podliehaju
oxidacii (18).

Derivatiza¢né ¢inidla pouZivané na stanovenie tiolov

Ked’Ze tioly neobsahuju chromofor ani fluorofér, Casto ich mozno detegovat’ az po inkubdcii
s vhodnym derivatizaénym ¢inidlom. NajbeZznej§imi derivatizaénymi ¢inidlami v pripade
pouzitia UV detektora su 5,5-Ditiobis-(2-nitrobenzoova kyselina) a 4,4-ditiodipyridin. Medzi
najznamejSie  fluoreskujuce ¢inidlda (pri  pouziti fluorescenéného detektora) patri
monobromobiman.

5,5-Ditiobis-(2-nitrobenzoova kyselina) (DTNB alebo Ellmanovo Ccinidlo) je jednym z
najcastejSie pouzivanych c¢inidiel na stanovenie tiolov (hlavne nizkomolekulovych tiolov).
DTNB reaguje s tiolatovym anidénom a tvori zIty nitrotiobenzoat (NTB), ktory absorbuje
ziarenie v UV/VIS oblasti pri vinovej dizke 412 nm (reakcia je nevratna). NTB je stabilny pri
pH 6-9,5 a pri pH < 6 nastava jeho protonizacia, ¢o rusi absorpciu Ziarenia. Zvycajne sa
pouziva 1 mmol/L roztok a reakcia prebehne v priebehu 1 min. pri pH = 7,3. Vysoka polarita
anegativny naboj vSak moézu rusit reakciu DTNB so sulfydrylovymi skupinami
nachadzajlcimi sa v proteinoch.

0 o
o (o} +
+ 0=N
0=N o S R
Y S—s N = _
,R—S + p» - 20 + 5SS
o) 0 R
o]
0

4,4-ditiodipyridin (4-DPS) tvori s tiolmi 4-tiopyridon (4-TP), ktory absorbuje ziarenie v UV
oblasti pri vinovej dizke 324 nm. MoZno ho pouzit’ na kvantifikaciu tiolov v proteinoch, resp.
na stanovenie tiolov aj pri nizkom pH. Rovnako ako v pripade DTNB, aj pri 4-DPS musi byt
redukéné Cinidlo najprv Gplne odstranené.

— — — R

\
— N S—S N — S NH S—S
QRTSH+ N/ \_/ 2 :C— ¥ R

Monobromobiman (mBBr) je ¢inidlo citlivé na svetlo, a preto by reakcia stiolmi mala
prebichat’ v tme. Nevyhodou je jeho slaba fluorescencia, ako aj reakcia s fosfinmi a
redukénymi ¢inidlami obsahujucimi sulfydrylova skupinu.

)

(6)
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Dalsimi, ¢asto pouzivanymi derivatizaénymi &inidlami na kvantifikdciu nizkomolekulovych
tiolov su  4-aminosulfonyl-7-fluoro-2,1,3-benzoxadiazol ~ (ABD-F) a 7-fluoro-2,1,3-
benzoxadiazol-4-siricitan (SBD-F). Tieto ¢inidla nevykazuju fluorescenciu, az pokym
nevytvoria derivaty stiolmi. Nereaguju s fosfinmi, apreto sa redukcia disulfidov
a derivatizacia tiolov mdZe uskutocnit v jednom kroku. Derivatizacia tiolov s SBD-F
vyzaduje zasadité pH (pH = 8,5), vysoku teplotu (60 °C) a dlhy inkubac¢ny ¢as (1 hod.), zatial
¢o derivatizacia tiolov s ABD-F prebehne pri pH = 8 a 60 °C v priebehu 10 min. (18).

(M

R
F s
=\ R—SH =\
—_—
~_ 7/ ~_ 7/
N
O§S\ O§S\
>0 10
NH, NH,
ABD-F
(3
R
F s~
/N\ R—SH /N\
—_— O
~_ 7/ ~_/
N
O:S|:O 0:?:0
e} o
SBD-F
)
Zaver

Kvapalinova chromatografia je ¢asto pouzivanou metédou na stanovenie tiolov v réznych
biologickych vzorkach. Pre ich spravne stanovenie je uprava vzorky kritickym krokom.
Ked'ze tioly neobsahuju chromofér ani fluorofér mozno ich detegovat’ az po inkubécii s
vhodnym derivatizacnym ¢inidlom. Vhodnou alternativou mdéze byt napr. pouzitie
elektrochemickej detekcie, kedy sa oxidacia (resp. redukcia) tiolov uskutoffiuje priamo na
povrchu elektrody detektora, a teda predkolonova derivatizacia vzorky nie je nutna.
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(PEG-b-PLA and TiO, nanoparticles effect in oxidative stress in rats)
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Suhrn

Nanomaterialy so svojimi unikdtnymi fyzikalno — chemickymi vlastnost’ami (relativne velky
pomer povrch/objem nanocastice, jej reaktivita) umozfiuji ich $iroké vyuzitie v rdoznych
priemyselnych odvetviach. V dnesnej dobe s nanocastice Casto pouzivané v nanomedicine
ako nastroj pre dorucenie lie¢iv. Napriek vzrastajucej popularite nanocastic, ich plnohodnotné
vyuzivanie je limitované potencidlnou toxicitou. Viacero §tadii (Singh a Nalwa, 2007,
Khanna a kol., 2015, Tee a kol., 2015) potvrdilo, Ze indukuju tvorbu reaktivnych metabolitov
kyslika, ktor¢é mozu viest az k oxidaénému stresu a naslednému poskodeniu biologicky
vyznamnych molekul (nukleovych kyselin, proteinov a lipidov).

Cielom naSej Stidie bolo zistit vplyv komercne vyuZzivanych nanocastic s rozdielnymi
fyzikalno — chemickymi vlastnostami [poly(etylén)glykol-block-polylaktidmetyléter (PEG-b-
PLA) a TiO,] na oxidacny stav plazmy potkanov reprezentovany celkovou antioxida¢nou
kapacitou (TEAC) in vivo.

KPucové slova
Oxidacny stres, nanocastice, celkova antioxidacna kapacita

Summary

Nanomaterials have unique physicochemical properties due to their relatively big
surface/volume ratio and their reactivity, favoring their usage in various industries.
Nowadays, nanoparticles are frequently used as a tool for drug delivery in nanomedicine.
Despite the increasing popularity of nanotechnology, its application has been limited due to
their potential toxicity. It is known they can induce production of reactive oxygen species
(ROS) (Singh and Nalwa, 2007, Khanna et al., 2015, Tee et al., 2015), leading to an oxidative
stress followed by the damage of biologically important molecules (nucleic acids, proteins
and lipids).

The aim of our study was to monitor the effect of commercially used nanoparticles with
different physico - chemical properties [poly(ethylene)glycol-block-polylactide methyl ether
(PEG-b-PLA) or TiO;] on the oxidative status of rats represented by total antioxidant capacity
(TEAC) in vivo.
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Studies on nanotoxicity associated to oxidative stress are of great importance in further
development of drugs in medicine.

Key words
Oxidative stress, nanoparticles, total antioxidant status

Uvod

Nanocastice st povazované za technoldgiu budicnosti s vyuzitim v biomedicine. Ich velkost’
(1 - 100 nm) umoznuje ich prienik cez biologické membrany a tym ziskavame ideélny
prostriedok pre transport lieiv v ludskom organizme. Napriek tomu, prave ich velkost,
relativne velky pomer povrch/objem a reaktivita predstavuju potencialne riziko. Nedostatok
informécii o ucinku expozicie PEG — b — PLA a TiO, na oxidacny stav organizmu potkanov
nas viedol k sledovaniu vplyvu nanocastic na celkovi antioxida¢nu schopnost’ (TEAC)
v plazme v podmienkach in vivo.

Material a metédy
Micely nanocastice PEG — b — PLA boli pripravené podl'a Du a kol. (2009) a Shin a kol.
(2009) a ocharakterizované transmisnou elektronovou mikrografiou (Rollerova a kol., 2015).

Suspenzia TiO, bola pripravend sonifikdciou nanoprasku TiO, (<100 nm) pomocou
sonikatora so sondou (MSE Ultrasonic Disintegrator), 15 min, 150W. Pritomnost’ nanocastic
v suspenzii bola potvrdend pomocou elektronovej mikroskopie. Suspenzia bola pripravena
vzdy Cerstva v den intraperitonealneho podavania.

Samiciam potkanov z rodu Wistar boli denne na postnatilny den (PND) 4 - 7
intraperitonealne podavané dve rozdielne davky PEG-b-PLA (20 mg/kg a 40 mg/kg telesnej
hmotnosti, n = 31), v pripade kontrolnej skupiny bol podavany len nosi¢ tetrahydrofuran (n =
16), alebo im boli podané dve rozdielne davky TiO, (1%LDsoTiO; alebo 10%LDsoTiO, vo
fyziologickom roztoku, n = 57), v pripade kontrolnej skupiny nosi¢ (fyziologicky roztok, 10
ml/kg telesnej hmotnosti, n = 31). Zvieratd boli usmrtené dekapitaciou po
ketamin/xylazinovej anestézii (60/10 mg/kg telesnej hmotnosti) na PND17 (PEG-b-PLA),
PND15 (TiOy), alebo po PND176 u oboch pouzitych nanocastic.

Celkovy antioxida¢ny status (Trolox equivalent antioxidant capacity, TEAC) bol stanoveny
podl'a Re a kol. (1999) v podmienkach in vivo.

Vysledky boli statisticky vyhodnotené pomocou programu StatsDirect3, hodnoty st uvedené
ako median s interkvartilovym rozmedzim (Q1-Q3, 25-75%).

Vysledky

U potkanov usmrtenych na PND17 v porovnani s kontrolnou skupinou [3,046 (2,882-3,313)
mmol troloxu/l] sme po podani PEG — b — PLA nezaznamenali zmenu antioxidacnej kapacity
(TEAC) po podani davky 20 mg/kg hmotnosti (PEG20) [3,071 (2,952-3,39) mmol troloxu/l],
pri davke 40 mg/kg hmotnosti (PEG40) vSak bolo zistené signifikantné znizenie TEAC [2,124
(1,826-2,87) mmol troloxu/l, p < 0,01] (Obr. 1).

U potkanov usmrtenych po PND176 v porovnani s kontrolnou skupinou [2,842 (2,758-3,004)
mmol troloxu/l] sme po podani ziadnej z davok PEG — b — PLA nepozorovali signifikantnu
zmenu antioxidacnej kapacity (TEAC) [2,586 (2,518-2,89) mmol troloxu/l u PEG20, resp.
2,951 (2,925-2,955) mmol troloxu/l u PEG40, p > 0,05].
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Obr. 1 Celkova antioxidacna kapacita (TEAC) plazmy potkanov usmrtenych v PND17 po
podani PEG — b — PLA v davke 20 mg/kg hmotnosti (PEG20) alebo 40 mg/kg hmotnosti
(PEG40). Hodnoty st uvedené ako median s interkvartilovym rozmedzim (Q1-Q3, 25-75%)
** signifikancia medzi kontrolou a PEG40 (** - p < 0,01)
¢ signifikancia medzi PEG20 a PEG40 (°° - p < 0,01)
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Obr. 2 Celkova antioxidacna kapacita (TEAC) plazmy potkanov usmrtenych v PND15 po
podani  1%LDs¢TiO,, alebo 10%LDsyTiO,. Hodnoty st uvedené ako median
s interkvartilovym rozmedzim (Q1-Q3, 25-75%)
** signifikancia medzi kontrolou a 10%LDs(TiO, (¥* - p < 0,01)
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V pripade TiO,, u potkanov usmrtenych na PND15, sme zistili signifikantné znizenie celkove;j
antioxidacnej kapacity v porovnani s kontrolnou skupinou [2,942 (2,899-3,195) mmol
troloxu/l] len po podani 10%LDsyTiO; [2,724 (2,586-2,843) mmol troloxu/l, p < 0,01]. Po
podani 1%LDsyTiO, zmena TEAC nebola signifikantne vyznamna [2,881 (2,727-2,93) mmol
troloxu/l, p > 0,05] (Obr. 2).

Uz podanie 1%LDsoTiO, upotkanov usmrtenych po PNDI176 spdsobilo signifikantné
zvySenie TEAC v porovnani s kontrolami [3,124 (2,935-3,298) mmol troloxu/l v pripade
TiO,, resp. 2,721 (2,479-2,835) mmol troloxu/l u kontrol, p < 0,001]. Podanie 10%LDs,TiO,
signifikantné zvysenie TEAC [2,850 (2,76-3,004) mmol troloxu/l, p< 0,01] potvrdilo (Obr. 3).
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Obr. 3 Celkova antioxidac¢na kapacita (TEAC) plazmy potkanov usmrtenych po PND176 po
podani  1%LDsoTiO,, alebo 10%LDsyTiO,. Hodnoty su uvedené ako median
s interkvartilovym rozmedzim (Q1-Q3, 25-75%)
* ) %% signifikancia medzi kontrolou a pouZzitou nanocasticou (* - p < 0,05, *** - p <0,001)
¢ signifikancia medzi 1%LDs(TiO,, a 10%LDsoTiO; (° - p < 0,05)

Diskusia a zaver

V ostatnych rokoch sa venuje vel'ka pozornost’ systémom zaloZzenym na malej vel'kosti Castic,
ktoré st schopné dorucit’ a uvolnit’ lie¢ivo priamo na miesto urcenia. V bunkach pritomné
nanocastice s uzko prepojené so zvySenim vnutrobunkovych reaktivnych metabolitov
kyslika a/alebo prozapalovych faktorov (Hussain a kol., 2005, Kim a kol., 2009, Khana a kol.,
2015).

PEG — b — PLA nanocastice dokazu vo vnutri micely solubilizovat’ vo vode nerozpustné
lieciva ako paclitaxel alebo doxorubicin, ktoré sa vyuzivaju pri liecbe nadorov (Xiao a kol.,
2011), ich tloha je teda nevyvratitel'na. Okrem toho predlzuji polcas rozpadu daného lieku
z niekol’kych mintt az na hodiny, ¢im umoziuji jeho pdsobenie priamo v mieste nadoru.
Napriek tomu naSe vysledky dokazuju, ze podanie 40 mg PEG — b — PLA /kg hmotnosti
(PEG40) potkana mdze spdsobit’ zniZenie celkovej antioxidacnej schopnosti plazmy, ale len
u jedincov usmrtenych v PND17 (Obr.1).
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O TiO,, ktory bol v minulosti povazovany za inertna ¢asticu (Lindenschmidt a kol., 1990), je
dnes uz zname, ze je schopny transportu cez biologické membrany do tkaniv a organov, ¢im
dokaze indukovat' ich poskodenie (Wang akol,, 2007). Po podani 1%LDsTiO, aj
10%LDsoTiO, sme zistili signifikantné znizenie antioxidacnej kapacity plazmy PNDI15
jedincov v porovnani s kontrolami. Toto zistenie je v stlade so $tudiami, ktoré hovoria
o suvise medzi oxidom titani¢itym a zvySenou hladinou hydroxylového radikalu a teda aj
zvySenym poskodenim lipidov a nukleovych kyselin (Trouiller a kol., 2009).

Tiirkez a Geyikoglu (2007) zistili zniZzovanie aktivity antioxida¢nych enzymov s rastiicou
koncentraciou TiO,. Tieto vysledky st v rozpore s naSimi meraniami, podla ktorych celkova
antioxidacna kapacita u jedincov usmrtenych po PND176 (Obr.2, 3) vzrasta, najmé po podani
1%LDs¢TiO,. Tento vysledok si dnes nevieme vysvetlit’ a jeho objasnenie si vyzaduje d’alSie
merania.

Mechanizmus pdsobenia nanocastic na oxidacny stav organizmu nie je dostatocne objasneny.
Na to, aby sme dokazali popisat mechanizmus oxida¢ného stresu, ktory vyvolavaju, je
potrebné vykonat' d’alSie stanovenia vybranych parametrov oxidaéného stresu, napr.
stanovenie markerov oxida¢ného poskodenia proteinov, lipidov a nukleovych kyselin.
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Suhrn

Ras proteiny su malé s membranou viazané GTPéazy ddlezité pre prenos signalov regulujicich
rast, prezitie a diferenciaciu buniek. Rozne Ras izoformy (H-ras, N-ras, K-ras) sprostredkuju
rozne signaly. Za tieto biologické rozdiely je zodpovedny kratky usek na C-konci Ras
proteinov oznacovany ako hypervariabilna oblast. Pre ukotvenie Ras proteinov v bunkovych
membranach andasledni signalizdciu Ras proteinov je potrebnd spravna posttranslacna
modifikacia hypervariabilnej domény. Procesy suvisiace s posttranslacnou modifikaciou Ras
proteinov sa dostali na vrchol zadujmu pri dizajnovani novych liekov pouzitenych pri liecbe
nadorovych ochoreni spdjanych s mutovanymi Ras proteinmi. Aj z tohto dévodu je nutné
poznat’ presny vyznam jednotlivych krokov posttranslaénych uprav hypervariabilnej oblasti
Ras proteinov.

KrPucové slova
Ras, farnezylacia, palmitoylacia, Golgiho aparat, endoplazmatické retikulum

Summary

Ras proteins are small membrane bound GTPases essential in transducing of the signals that
regulate cell growth, survival and differentiation. Different Ras isoforms (H-ras, N-ras, K-ras)
generate distinct signal outputs. These biological differences are accounted for the short
carboxy-terminal hypervariable domain. The correct posttranslational proccessing of
hypervariable domain is required for Ras association with the cell membranes and signaling.
Posttranslational modifications of Ras proteins dominate in designing of new drugs useful in
the treatment of cancer diseases caused by mutated Ras proteins._For this reason it is
necessary to know the exact role of each step of posttranslational modifications of the
hypervariable region of Ras proteins.

Key Words
Ras, farnesylation, palmitoylation, Golgi, Endoplazmic reticulum
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Uvod

Ras proteiny v netransformovanych bunkach cirkuluju medzi aktivnym a neaktivnym stavom
atak reguluju bunkovy rast, delenie, diferenciaciu, prezivanie abunkova smrt (1). Od
objavenia takzvanej aktivatnej mutdcie ras génu v nddorovych bunkach T'udi, ktoré
odstartovalo intenzivny vyskum zamerany na pochopenie $truktiry, kinetiky a signalizacie
Ras proteinov, ubehlo uz viac ako 30 rokov. Vsetky nadobudnuté poznatky viedli k vyvoju
terapii cielenych na Ras proteiny zaloZzenych na zabraneni aktivacie, pripadne spravnej
posttranslacnej modifikdcie Ras proteinov a tym znemozneniu plnenia ich funkcie, alebo na
priamej inhibicii transportu signalu nimi beZne sprostredkovaného. Pokroky v technoldgii
sekvenovania umoznili masivne mapovanie kompletného genému réznych tkaniv, vratane
jednotlivych typov nadorov. Ras izoformy sa okamzite dostali do centra pozornosti, nakol'ko
boli najcastejSie mutovanymi génmi v nadorovych tkanivach.

Tri ras gény (K-ras, N-ras and H-ras) koduja Styri Ras proteiny (H-Ras, N-Ras, K-Ras4A
and K-Ras4B), nizkomolekulové guanozintrifosfatazy (GTPazy). Okrem K-Ras4B, ktory
pozostava zo 188 aminokyselin, vSetky Ras proteiny su tvorené zo 189 aminokyselin (2). Ras
proteiny majii mimoriadne podobnll sekvenciu v oblasti domén viazucich efektory, vymenné
faktory a guaninnukleotidy (Obr. 1). Jedina oblast’ Ras izoforiem, ktora vykazuje vyznamné
rozdiely v sekvencii baz, je tzv. hypervariabilny region (HVR) na C-konci proteinov
pozostavajuci z 24 aminokyselin (Obr. 1). Ten obsahuje dve signdlne sekvencie
spolupracujuce na cieleni Ras proteinov k plazmatickej membrane (PM). Prvou znich je
CAAX motiv (C — cystein, A — alifaticka aminokyselina, X — serin alebo metionin) (3,4),
druhu tvori polybazicky tsek Siestich lyzinovych zvyskov (175-180) v K-Ras4B, alebo
cystein 180 v K-Ras4A, 181 v N-Ras, a 181 a 184 v H-Ras (2,3,5) (Obr. 1).

hypervariabilna oblast lipidova modifikacia

HRas HKLRKLNPPDESGPGCMSCKCVLS famezylicia, palmitoylécia
N-Res YRMKKLNSSDDGTQGCMGLPCVLM famezylcia, paimitoylacia
K-RasdA YRLKK | SKEEKTPGCVK I KKC | I M famezyliécia, paimitoyidcia

K-RasdB HKEKMSKDGKKKKKKSKTKCM IM famezyldcia

. éAAX motl'lv
Obr. 1 Struktara Ras hypervariabilnej oblasti (upravené podl'a (6,7)).

Procesovanie a vnutrobunkovy transport Ras proteinov k PM je znazorneni na Obr. 2.
Farnezylacia Ras proteinov je nevyhnutna pre ich transport k PM a ukotvenie v nej. Novo
syntetizované prekurzory Ras proteinov po farnezylacii v cytoplazme smeruju k ER, kde
prebichaju d’alSie modifika¢né kroky, ktoré su pre jednotlivé Ras izoformy rézne. Zatial’ co
H-Ras, N-Ras a K-Ras4A vyzaduji palmitoylaciu pre transport na ER a Golgiho aparat (GA)
a nasledny vezikularny transport k PM, nepalmitoylovany K-Ras4B nepodstupuje konvencnu
sekre¢ntl drahu, ale smeruje z ER priamo na PM doteraz presne neopisanym, GA nezavislym
sposobom (8,9) (Obr. 2). Usek iestich susediacich lyzinov a pit’ d’alsich lyzinovych zvyskov
v HVR spajaju K-Ras4B prostrednictvom iénovych interakcii s negativnym nabojom hlav
fosfolipidovych skupin v PM. Palmitat palmitoylovanych Ras proteinov tiez prispieva
k membranovej interakcii jeho schopnost'ou vlozit' sa hlboko do lipidovej dvojvrstvy (10,11).

Procesovanie CAAX motivu za¢ina v cytoplazme FTazou, ktora na cystein v motive pridava

farnezylovu skupinu. Dokoncenie procesovania prebieha na ER pomocou Rcel (odstranenie
AAX tripeptidu) a Iemt (metylacia pouzitim SAM ako substratu) enzymov. K-Ras je nasledne
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translokovany z ER na PM GA nezavislym sposobom. H-Ras a N-Ras, st palmitoylované
RPTéazou (vyziva Palm-CoA ako substrat), a translokované klasickou sekrecnou cestou cez
GA na PM. C - cystein, A — alifatickd aminokyselina, X — serin alebo metionin, FTaza -
farnezyltransferaza, ER — endoplazmatické retikulum, GA — Golgiho aparat, Iemt —
izoprenylcysteinkarboxylmetyltransferaza, Rcel - Ras meniaci enzym, Palm-CoA - palmitoyl
koenzym A, SAM - S-adenozylmetionin, RPT - ER-lokalizovana palmitoyltransferaza, PM —
plazmatickd membrana (upravené podl'a (12).

K-RasdB H-Ras MN-Ras/K-RasdA

Plasma membrane

Rﬂs-KKKKKKSKTKC OCH:

kS =
Ras.;cp :c; c-ncu Ras-(C)-C-OCH,
g J,ul-. vy
tE:r' W, Golgi _
i
Ras-{C)-CAAX
= T2 AAX SAM Palm-CoA = =
< > 5
= = Ko N g
g — 5 =
Ras-(C)-CAAX . @ aaa-:c:-c-or:n

Emloplasmlc retlculum

Obr. 2 Posttransla¢na modifikécia a konvencny vnutrobunkovy transport Ras proteinov.

Vd’aka tomu, ze farnezylacia predstavuje kI'icovy krok v spravnej posttranslaénej modifikacii
a naslednej signalizacii Ras proteinov, enzymy katalyzujice tieto deje sa dostali na vrchol
zaujmu pri dizajnovani novych liekov pouzitelnych pri liebe nadorovych ochoreni s
vyskytom mutovanych Ras proteinov (12). Nemald pozornost' je v suvislosti s inhibiciou
farnezylacie Ras proteinov venovana aj statinom, v sufasnosti svetovo najpouzivanejsej
skupine latok na zniZzenie hladiny cholesterolu v krvi. Statiny inhibuju tzv. mevalonatova
dréhu v jej rychlost’ limitujucom kroku, ktorej medziproduktom je prave farnezylpyrofosfat
potrebny pre spravnu modifikdciu Ras proteinov. Kanceroprotektivne u€inky statinov proti
vzniku placnych nadorov anadorov prostaty v davkach pouzivanych na liecbu
hypercholesterolémie boli popisané v retrospektivnej $tidii vykonanej na skupine bez mala
500 000 americkych vojnovych veterdnov (13). V klinickej praxi v tlohe protinddorovych
latok zatial' statiny nevystupuji v désledku nepresne definovaného velkého mnozstva
neziaducich vedl'ajsich u¢inkov, ktoré¢ by mohli mat’ v davkach s terapeutickym tGc¢inkom.

Z tohto dovodu sme pripravili konstrukty kodujuce GFP znacené N-Ras proteiny (cely a aj
jeho C-koniec) simulujuce inhibiciu farnezylacie alebo palmitoylacie a sledovali vplyv tychto
mutacii na vnutrobunkovu lokalizaciu danych proteinov.
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Material a metody

Bunky

HEK 293T — Tl'udské primarne embryonalne bunky oblicky transformované adenovirusom
(ATCC, Manassas, VA, USA)

HeLa — l'udské epitelové bunky izolované z nadoru krcka maternice (ATCC, Manassas, VA,
USA)

Plazmidy

pEFGP-C1 (Clontech, CA, USA)

pDsRed2-ER (Clontech, CA, USA) — umoziuje fluorescen¢né znacenie endoplazmatického
retikula v cicav¢ich bunkach

pDsRed-Monomer-Golgi (Clontech, CA, USA) — umoznuje fluorescencné znacenie Golgiho
aparatu v cicav¢ich bunkach

Oligonukleotidy

+BglIl_Nras 5’- GCAAGATCTATGACTGAGTACAAACTGGTGGTGGTTGG
-Pst Nras 5- TTTCTGCAGTTACATCACCACACATGGCAATCCCATACA
+NrasC181S 5’- GATGATGGGACTCAGGGTAGTATGGGATTGCCATGTGTG
-NrasC181S 5’- CACACATGGCAATCCCATACTACCCTGAGTCCCATCATC

-Nras(C186S)Pst 5’- TGCACTGCAGTTACATCACCACACTTGGCAATCCCATACAA
+HVR-NRAS-Bglll 5'- GAAGATCTCAGTACCGAATGAAAAAACTCAACAG
-HVR-NRAS-Pstl  5'- ATGCACTGCAGTTACATCACCACACATGGCAATCCCAT

Kultivacia buniek

Bunkové linie HEK 293T aHeLa boli kultivované v termostate pri 37 °C a vlhéenej
atmosfére obsahujucej 5% CO,. Na kultivaciu bolo pouzit¢é médium DMEM (Dulbeccom
modifikované Eaglovo médium, Sigma, USA) obohatené fetalnym sérom (10%, Sigma,
USA).

Priprava DNA konstruktov

Konstrukt Primery Templat Vektor Metoda

pEGFPNrasWT +BglIl Nras HeLa total RNA png p- RT-PCR
-Pst_Nras

pEGFPNrasC181S +NrasC181S pEGFPNrasWT - PCR mutagenesis
-NrasC181S

pEGFPNrasC186S +BglIl Nras pEGFPNrasWT - PCR mutagenesis
-Nras(C186S)Pst

pEGFPNrasCendWT ~ +HVR-NRAS-Bglll  pEGFPNrasWT pE(C}lF P- PCR
-HVR-NRAS-PstI

pEGFPNrasCendC181S +HVR-NRAS-Bglll pEGFPNRasC181S P ng P- PCR
-HVR-NRAS-Pstl

pEGFPNrasCendC186S +HVR-NRAS-Bglll  pEGFPNRasC186S pE(C}lFP' PCR

-Nras(C186S)Pst

Tab. 1 Priprava DNA konstruktov
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Konstrukty kodujuce proteiny Ras boli vytvorené ligaciou fragmentov DNA (vytvorené
pomocou RT-PCR alebo PCR) a vhodnych vektorov alebo cielenou PCR mutagenézou z
vopred pripravenych konstruktov (tab.1). Spravnost’ pripravenych konstruktov bola overena
sekvenovanim DNA. Expresné produkty vSetkych konStruktov boli analyzované metédou
Western blot.

Celkova RNA bola izolovana z bunkovej linie HeLa pomocou komercnej supravy RNeasy Kit
(Qiagen, USA). N-ras onkogén bol isolovany metddou RT-PCR pomocou komercnej supravy
Enhanced Avian HS RT-PCR Kit (Sigma, USA). Zlozenie reakénej zmesi RT-PCR a teplotné
a Casové parametre zodpovedali odpori¢aniam vyrobcu komerénej spravy. Primery pre
amplifikaciu 570-bp dlhych N-ras cDNA fragmentov st uvedené vysSie. Produkty boli
precistené pomocou komerénej supravy GIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, USA).
Lepivé konce plazmidov a DNA fragmentov boli produkované restrikénymi endonukledzami
Bglll a PstI (New England Biolabs, USA). Linearizované molekuly DNA plazmidu boli
defosforylované alkalickou fosfatazou CIP (New England Biolabs, USA).

Ligacnd reakénd zmes obsahovala DNA (plazmid a fragmenty), T4-DNA ligaizu (New
England Biolabs, USA) a tlmivy roztok pre T4-DNA ligdzu (New England Biolabs, USA).
Ligovanou DNA boli transformované kompetentné bunky E. coli kmeia DH5a (Clontech,
USA).

Jednotlivé koloénie transformovanych E. coli DH5a boli prenesené do 3 ml LB (Luria-Bertani)
média (10 g/l tryptén, 5 g/l kvasni¢ny extrakt, 10 g/l NaCl, pH 7,0) a inkubovali sa cez noc
pod kanamycinovym selektivnym tlakom. Bakterialne pelety vytvorené z 1,5 ml suspenzie
boli resuspendované v 200 pl tlmivého roztoku STETL (50 mM Tris, pH 8; 50 mM EDTA;
5% Triton X-100, 8% glukdza; 0,5 mg/ml lyzozym) a inkubované vo vriacom vodnom kupeli
po dobu 30 sekund. Lyzaty boli odstredené pri 24000 g pocas 15 minut pri laboratdrnej
teplote. Sedimenty sa odstranili a supernatanty boli inkubované po dobu 30 mintt pri 37 °C s
1 ul RNazy A (10 mg / ml, Roche, Nemecko). Pridalo sa 200 pul izopropanolu a inkubovalo
d’alsich 15-30 minut pri teplote -20 °C. Vyzrazané DNA boli peletované odstred’ovanim pri
24000 g pocas 5 minut pri teplote 4 °C. DNA pelety boli premyté 200 pl 70% etanolu a
resuspendované v 20 ul vody bez nukleazy.

Konstrukty majice mutaciu v hypervariabilnej oblasti boli pripravené cielenou PCR
mutagenézou pripraveného konsStruktu pEGFPNrasWT (tab. I). Pary oligonukleotidovych
primérov boli navrhnuté tak, aby obsahovali pozadovani mutaciu priblizne vo svojom strede.
PCR reakcia obsahovala 5-50 ng DNA templatu, 250 ng zmesi oligonukleotidovych primérov,
1 pl zmesi ANTP, 5 ul 10 x reakéného tlmivého roztoku a 1pl PFU DNA polymerazy
(Promega, UK) Reakéna zmes bola doplnend vodou bez nukledz na kone¢ny objem 50 pl.
Parametre cielenej PCR mutagenézy PCR boli nasledovné: 1 x (95 °C - 4 mintty), 16 x (55
°C - 1 minuta, 68 °C - 10 minut, 95 °C -1 minutu).

Nereplikované molekuly DNA sa Stiepili enzymom Dpnl (New England Biolabs, USA).
Pripravené konStrukty boli precistené pomocou komercnej supravy MiniElute Reaction
Cleanup Kit (Qiagen, USA). Nasledne nimi boli transformované bunky E. coli kmena DH5a.

Transfekcia tkanivovych buniek a fluorescenéna mikroskopia.

Bunky boli inokulované na sterilné krycie sklicka umiestnené na dne 6-jamkovej dosticky pre
kultivaciu buniek 5 hodin pred transfekciou. Transfekcia bola vykonana pomocou
transfekéného ¢inidla Fugen 6 (Roche, nemecko) v sulade s pokynmi vyrobcu. Po 24
hodinach boli bunky premyté fosfaitovym tlmivym roztokom a fixované po dobu 20 minut so
4% formaldehydom vo fosfatovom tlmivom roztoku. Po fixacii boli jadra buniek zafarbené
DAPI (Sigma, USA). Intracelularnu lokalizacia proteinov bola vizualizovana fluorescenym
mikroskopom pomocou softvéru QuickPHOTO CAMERA 2.1 (Olympus, Japan).
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Vysledky a diskusia

Pre detekciu rozdielov v lokalizacii N-Ras proteinu znaceného pomocou GFP (zeleny
fluorescencny protein) a jeho variantov modifikovanych na C-konci boli pouzité
Fluorescen¢né markery Golgiho aparatu a endoplasmatického retikula.

GFP-NRas-WT DsRed-Monomer-Golgi DAPI

GFF' NRas-Cand-WT DsRed-Monomer-Golgi DAPI

Al ]s

Obr. 3 Lokalizdcia GFP-NRas-WT proteinu a jeho C-konca v bunke.

HEK 293T bunky tranzientne kotransfekované a) pEGFPNrasWT konstruktom a pDsRed-
Monomer-Golgi plazmidom (marker Golgiho aparatu), b) pEGFPNrasCendWT konstruktom
(produktom je hypervariabilna oblast N-Ras proteinu znaCena zelenym fluorescencnym
proteinom) a pDsRed-Monomer-Golgi plazmidom (Golgi marker). Jadra st farbené s DAPL

Pritomnost’ proteinu GFP-N-Ras-WT (obr. 3a) na plazmatickej membrane je v sulade s
d’al§imi publikovanymi tdajmi (9) plazmidu, avSak Golgi je jedind intraceluldrna membrana,
kde bola akumulacia GFP-N-Ras-WT proteinu pozorovana. V pripade GFP-N-Ras-Cend-WT
proteinu (obr. 1b), je nahromadenych viac proteinov na PM ako v Golgiho aparate. To
naznacuje, ze hypervariabilnd oblast’ nie je jedind doména proteinu GFP-N-Ras, ktord je
zodpovedna za jeho intraceluldrne cielenie, ale nie je jasné, ¢i tento jav je vysledkom
akumulacie GFP-N-Ras-Cend-WT na plazmatickej membrane alebo skor vysledkom jeho
ul’ahceného uvolnenia z Golgiho aparatu.

Ako vyplyva z obrazkov 3 a 4, farnezylacia je nevyhnutna pre cielenie na plazmaticka
membranu alebo intracelularne membrany oboch proteinov GFP-N-Ras aj GFP-N-Ras-C-end.
Okrem toho je lokalizacia oboch proteinov s mutdciou simulujicou inhibiciu farnezylacie
(GFP-N-Ras-C186S a GFP-N-Ras-Cendo-C186S) rovnaka a je v sulade s lokalizaciou
znateného GFP K-Ras proteinu v bunkach oSetrenych statinmi, ktoré inhibujii mevalonatova
drahu (14) a teda aj syntézu farnezylopyrofosfatu potrebného pre farnezylaciu nie len Ras
proteinov, tj v cytoplazme (obr. 4).
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GFP-NRas-C1868 DAPI overlay

GFP-NRas-Cend-C186S DAPI overlay

Obr. 4 Lokalizacia GFP-NRas-C186S proteinu a jeho C-konca v bunke — simulacia inhibicie
farnesylacie.

HEK 293T bunky tranzientne transfekované a) pEGFPNrasC186S konstruktom (simulacia
inhibicie farnezylacie) b) pEGFPNrasCendC186S konstruktom (produktom je hypervariabilna
oblast N-Ras proteinu s muticiou simulujicou inhibiciu farnezylacie znacena zelenym
fluorescencnym proteinom). Jadra su farbené s DAPI.

Obrazok 5 naznacuje, ze palmitoylacia cysteinu v pozicii 181 je potrebna predovsetkym ako
signal pre odchod proteinu GFP-N-Ras z endoplazmatického retikula. Lokalizacia proteinov
GFP-N-Ras-C181S a GFP-N-Ras-Cend-C181S v bunke je rovnaka, nie su lokalizované na
plazmatickej membrane a hromadia sa na ER.
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GFP-NRasrC1 818 DsRed2-ER DAPI

GFF‘-NR&SJC&I‘I(!—C1B1S DsRed2-ER DAPI

FE

Obr. 5 Lokalizacia GFP-NRas-C181S proteinu a jeho C-konca v bunke — simulacia inhibicie
palmitoylacie.

HEK 293T bunky tranzientne kotransfekované a) pPEGFPNrasC181S konstruktom (simulacia
inhibicie palmitoylacie) a pDsRed2-ER plazmidom (marker endoplazmatického retiluka), b)
pEGFPNrasC181S konstruktom (produktom je hypervariabilnd oblast N-Ras proteinu s
mutaciou simulujucou inhibiciu palmitoylacie znac¢ena zelenym fluorescencnym proteinom) a
a pDsRed2-ER plazmidom (marker endoplazmatického retiluka). Jadra su farbené s DAPI.

Zaver

Zda sa, Zze okrem hypervariabilnej oblasti existuje v Ras proteine eSte d’alSia doména
zodpovedna za jeho intracelularnu lokalizaciu. Avsak uloha tejto hypotetickej d’alsej domény
je zavisla na predchadzajticej farnezylacii a palmitoylacii hypervariabilnej oblasti.
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Suhrn

Kardiovaskularne ochorenia (KVO) su najéastejSou pri¢inou zvySenej chorobnosti a tmrtnosti
vo vyspelych krajinach. Hlavnou pricinou KVO je ateroskleroza, na ktorej vzniku a rozvoji sa
vel’kou mierou podiela oxidacny stres (OS) a aktivacia zapalovych procesov. Diabetes
mellitus (DM) je ochorenie sprevadzané OS a zapalovymi procesmi, preto pacienti s tymto
ochorenim maju zvySené riziko vzniku aterosklerdézy a KVO. Jednou z moznosti, ako zniZzit’
toto riziko je popri klasickej lie¢be aj podavanie roznych prirodnych latok. Medzi takéto latky
patri aj rastlinny olej s vysokym obsahom n-6 polynenasytenych mastnych kyselin (n-6
PUFA). Sledovali sme u¢inok rastlinného oleja (RO) bohatého na n-6 PUFA na adipokiny
(adiponektin a leptin) u zdravych a diabetickych potkanov. Samcie potkany rodu Wistar boli
rozdelené na kontrolné (K) a diabetické (D) potkany. DM bol indukovany jednorazovym
podanim streptozotocinu (STZ) do chvostovej zily v mnozstve 45 mg/kg hmotnosti. Tyzden
po vyvolani DM boli kontrolné a diabetické potkany rozdelené na tri skupiny: 1. potkany bez
intervencie (K, D), 2. potkany kimené rastlinnym olejom v davke 100 mg/kg hmotnosti
(KRO1, DROV1), 3. potkany kimené rastlinnym olejom v davke 500 mg/kg hmotnosti (KRO2,
DRO2). Olej bol podavany sondou do zalidka po dobu 7 tyzdiiov. Adipokiny boli merané
v plazme potkanov metédou ELISA. Hladina adiponektinu sa vyznamne nezmenila u ziadnej
z diabetickych skupin v porovnani s K a rastlinny olej vyznamne neovplyvnil hladinu
adiponektinu v plazme kontrolnych ako aj diabetickych potkanov. Vetky diabetické skupiny
(D, DRO1 a DRO2) mali vyznamne nizsiu hladinu leptinu v porovnani s K (p < 0,001). Vplyv
rastlinného oleja sa prejavil iba u kontrolnych potkanov, ked’ rastlinny olej v davke 500
mg/kg (KRO2) vyznamne znizil hladinu leptinu 0 40,97 % (p = 0,0251).

Kracové slova
Diabetes mellitus, rastlinny olej, n-6 polynenasytené mastné kyseliny, adiponektin, leptin

Summary

Cardiovascular diseases (CVD) are the most frequent cause of increased morbidity and
mortality in developing countries. The main cause of CVD is atherosclerosis, in the
development of which oxidative stress (OS) and activation of inflammatory processes
participate by great portion. Diabetes mellitus (DM) is a disease accompanied by OS and
inflammatory processes and patients suffering from this disease have increased risk of
development of atherosclerosis and CVD. Besides the classic therapy one of the possibilities
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to decrease this risk is also administration of different natural compounds. Plant oil with high
content of n-6 polyunsaturated fatty acids (n-6 PUFA) is also included among these
compounds. We have studied the effect of plant oil (PO) rich in n-6 PUFA on adipokines
(adiponectin and leptin) in healthy control rats and diabetic rats. Male Wistar rats were
divided into control (C) and diabetic (D) rats. DM was induced by one dose of streptozotocin
(STZ) at the dose 45 mg/kg of weight. One week after inducing DM control and diabetic rats
were divided into three groups: 1. rats without intervention (C, D), 2. rats fed with plant oil at
the dose 100 mg/kg of weight (CPO1, DPO1), 3. rats fed with plant oil at the dose 500 mg/kg
of weight (CPO2, DPO2). Oil was administered by probe into the stomach for 7 weeks.
Adipokines were measured in the plasma of rats by ELISA method. The level of adiponectin
was not significantly changed in every diabetic group in comparison to C and plant oil did not
significantly influence the level of adiponectin in the plasma of control as well as diabetic
rats. All diabetic rats (D, DPO1 and DPO2) had significantly lower level of leptin in
comparison to C (p < 0,001). The effect of plant oil was showed only in control rats when
plant oil at the dose 500 mg/kg of weight significantly decreased the level of leptin by 40,97
% (p =0,0251).

Key words
Diabetes mellitus, plant oil, n-6 polyunsaturated fatty acids, adiponectin, leptin

Uvod

V patogenéze diabetes mellitus (DM) zohravajii vyznamnu Glohu zvySeny oxidaény stres
(OS) a zapalové procesy, ktoré vznikajii v désledku hyperglykémie a podiel’aji sa na vzniku
a rozvoji chronickych diabetickych komplikacii (1). NajcastejSou pric¢inou smrti diabetikov st
predovsetkym kardiovaskularne ochorenia (KVO), ktoré vznikaju v dosledku endotelovej
dysfunkcie a aterosklerdzy (2). Na vzniku KVO sa popri OS podielaju aj zapalové procesy,
ktoré st regulované aj adipokinmi tukového tkaniva — adiponektin, leptin a r6zne cytokiny (3-
4).

Adiponektin je adipokin, ktory je syntetizovany v tukovom tkanive, peceni, kostrovom
svalstve, kardiomyocytoch, slezine a oblicke. VyznaCuje sa rdéznorodymi ucinkami,
predovsetkym vsak reguluje metabolizmus gluk6ézy, ma protizapalové a anti-aterogénne
ucinky (5). Hladina adiponektinu v plazme je regulovana réznymi mechanizmami. Na jednej
strane je to hmotnost’ organizmu a mnozstvo tukového tkaniva, ked’ niz$ia telesnd hmotnost’
indukuje zvySeni expresiu asekréciu adiponektinu, a obezita naopak znizuje tvorbu
adiponektinu. Expresia je vyrazne inhibovana aj uc¢inkom prozapalovych cytokinov, ktoré su
tvorené aj tukovym tkanivom. Ked’Zze adiponektin ma predovsetkym protizapalové a anti-
aterogénne ucinky, jeho znizena hladina je rizikovym faktorom aterosklerdzy a poukazuje na
zvysené riziko vzniku aterosklerézy a KVO, predovsetkym u ludi s obezitou, inzulinovou
rezistenciou a DM 2. typu (5-7).

Leptin je adipokin, ktory je syntetizovany predovsetkym v tukovom tkanive, ale v malom
mnozstve sa tvori aj v placente, zaludku, kostrovom svalstve a kostnej dreni. Leptin reguluje
telesni hmotnost’ prostrednictvom modulacie metabolickych procesov a prijmu potravy, ale
podiela sa tiez na regulacii imunitnych a zapalovych procesov. Hladina leptinu v plazme
pozitivne koreluje s mnozstvom tukového tkaniva. Na rozdiel od adiponektinu sa leptin
vyznacuje prozapalovymi uc¢inkami. Expresia leptinu nie je regulovana iba prijmom potravy,
ale aj réznymi horménmi a zapalovymi medidtormi. Inzulin zvySuje expresiu a sekréciu
leptinu, glukokortikoidy naopak znizuju jeho hladinu v plazme. Expresia je stimulovana aj
viacerymi prozapalovymi cytokinmi, ktoré sposobuji pozitivnu spétni védzbu a podporuju
vznik chronického zéapalu (7-9).
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Viaceré Stidie naznacuju, ze zdrava strava, v ktorej sa nasytené mastné kyseliny nahradia
polynenasytenymi mastnymi kyselinami (PUFA), moéze zlepsit' lipidovy profil, znizit
progresiu DM a riziko vzniku KVO (10-12). Rastlinné oleje (kukuri¢ny, slnecnicovy,
orechovy olej) a semend st bohatym zdrojom n-6 PUFA — kyseliny linolovej (LA) (13).
Viaceré studie poukazujil na zlepSenie lipidového profilu a inzulinovej citlivosti ti¢inkom n-6
PUFA (LA). Niektori autori pozorovali protizdpalové a anti-aterogénne ucinky LA (14-16).
Na druhej strane, LA mdze byt viac citliva na oxidaéné poskodenie a méze mat’ pro-oxidacné
ucinky (17). Navyse, LA modze byt metabolizovana na kyselinu arachidonovu, ktora je
substratom pre syntézu prozapalovych a proaterogénnych eikozanoidov (13).

V stadii sme sledovali ucinky rastlinného oleja (RO) bohatého na n-6 PUFA na adipokiny
tukového tkaniva (adiponektin a leptin) u zdravych potkanov a u potkanov s experimentalnym
diabetom.

Material a metody

Modelovym organizmom boli saméie potkany rodu Wistar (staré 6-7 tyzdiov), ktoré boli
rozdelené na kontrolné (K) a diabetické (D) potkany. DM bol indukovany jednorazovym
podanim streptozotocinu (STZ) do chvostovej zily v mnozstve 45 mg/kg hmotnosti. Tyzden
po vyvolani DM boli kontrolné a diabetické potkany rozdelené na tri skupiny: 1. potkany bez
intervencie (K, D), 2. potkany kimené rastlinnym olejom v davke 100 mg/kg hmotnosti
(KRO1, DROV1), 3. potkany kimené rastlinnym olejom v davke 500 mg/kg hmotnosti (KRO2,
DRO2). Olej bol podavany sondou do zaludka po dobu 7 tyzdiiov. ZloZenie oleja: kyselina
palmitova (7,0%; C16:0), kyselina stearova (2,5%; C18:0), kyselina olejova (15,6%; C18:1),
kyselina linolova (64,5%; C18:2, n-6), kyselina linolénova (10,4%; C18:3, n-3).

V plazme potkanov sme merali hladinu adiponektinu a leptinu ELISA metédou pomocou
komerénych setov od firmy Biovendor (Ceska republika) a Cayman Chemicals Company
(USA). Vysledky udavame ako median a medzikvartilové rozpatie (IQR). Na posudenie
normality dat sme pouzili Shapiro-Wilkov test. Na Statisticki analyzu sme pouzili
neparametricky Kruskal-Wallisov a Conover-Inmanov post-hoc test. Hodnoty p < 0,05 st
povazované za $tatisticky vyznamné. Na §tatisticki analyzu sme pouzili program StatsDirect”
2.7.8 (StatsDirect, Cheshire, UK).

Vysledky

Hladina adiponektinu sa vyznamne nezmenila u ziadnej z diabetickych skupin v porovnani
s K a rastlinny olej vyznamne neovplyvnil hladinu adiponektinu v plazme kontrolnych ani
diabetickych potkanov.

Vsetky diabetické skupiny (D, DROI1, DRO2) mali vyznamne niz$iu hladinu leptinu
v porovnani s K (p < 0,001). Vplyv rastlinného oleja sa prejavil iba u kontrolnych potkanov,
ked’ rastlinny olej v davke 500 mg/kg (KRO2) vyznamne znizil hladinu leptinu o 40,97 % (p
=0,0251) (Tab. 1).

parameter K KRO1 KRO2 D DRO1 DRO2
Adiponektin 5,76 3,97 4,14 4,17 4,35 3,60
(hg/ml) (3,64-6,21) | (3,38-5,31) | (3,65-4,64) | (3,64-493) | (4,00-4,88) | (3,11-4,65)
n="7 n=_8 n=_8 n=_8 n=_8 n=38§
Leptin 3,98 3,87 2,35% 0,54%* 0,52%* 0,54%*
(ng/ml) (3,15-4,72) | (3,26-4,41) | (2,19-3,13) | (0,52-0,56) | (0,51-0,60) | (0,52 -0,59)
n==6 n=_§ n=8§ n=10 n=9 n=9

Tab. 1 Vplyv rastlinného oleja na adipokiny

Data st prezentované ako median a IQR (1. kvartil — 3. kvartil). K — kontrolné potkany bez intervencie; KRO1 —
kontrolné potkany + rastlinny olej v davke 100 mg/kg; KRO2 — kontrolné potkany + rastlinny olej v davke 500
mg/kg; D — diabetické potkany bez intervencie; DRO1 — diabetické potkany + rastlinny olej v davke 100 mg/kg;
DRO?2 — diabetické potkany + rastlinny olej v davke 500 mg/kg; ** p < 0,001 vs. K; * p < 0,05 vs. K
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Diskusia

Hladina adiponektinu nebola u diabetickych potkanov vyznamne zmenend. Viaceri autori
skimali koncentraciu adiponektinu v plazme pacientov s DM 1. typu, DM 2. typu, ako aj
v animalnych modeloch. Pacienti s DM 2. typu, ale aj potkany so STZ vyvolanym diabetes
mali viésinou znizenu hladinu adiponektinu (18-20). Naproti tomu pacienti s DM 1. typu mali
zvySeni alebo nezmenenu hladinu adiponektinu (21-22). NaSe vysledky su v sulade
s vysledkami Palomba a kol. (21), ktori nezistili zmenenti hladinu adiponektinu u pacientov
s DM 1. typu.

Vsetky diabetické skupiny v nasom experimente mali velmi nizku koncentraciu leptinu
v porovnani s kontrolnymi potkanmi. Viaceri autori pozorovali, Ze hladina leptinu v plazme
pozitivne koreluje s obezitou a hladinou inzulinu. Preto sa u pacientov s DM 2. typu vécsinou
pozoruje zvySena hladina leptinu (8, 23) a u pacientov s DM 1. typu zniZena hladina leptinu
(22). Toto zistenie podporuje aj nas experiment, pretoZze u diabetickych potkanov sme
pozorovali vyznamny pokles hmotnosti poCas experimentu a vyznamnu pozitivnu korelaciu
medzi hladinou leptinu a hmotnost'ou. Je to pravdepodobne spdsobené tym, Ze leptin je
produkovany predovsetkym tukovym tkanivom au diabetickych potkanov v dosledku
hyperglykémie a deficitu inzulinu dochadzalo k odbtiravaniu tukového tkaniva. Viaceré Stadie
uvadzaji, ze koncentraciu leptinu v plazme reguluje aj inzulin, ktory zvySuje expresiu
a sekréciu leptinu (8, 24). Deficit inzulinu u diabetickych potkanov mohol pravdepodobne
sposobit’ nizku hladinu leptinu v plazme.

Hladina leptinu bola znizend u kontrolnych potkanov, ktori dostavali rastlinny olej v davke
500 mg/kg (KRO2). Na§ vysledok je v protiklade s vysledkami Dziedzica akol. (25)
a Magdeldina a kol. (26), ktori zistili zvySenu hladinu leptinu u hlodavcov kimenych n-6
PUFA. Na druhej strane Taouis a kol. (27) zistili zniZzenu expresiu leptinu u potkanov, ktorym
sa podavala diéta bohatd na n-6 PUFA. Tento vysledok zatial nevieme vysvetlit.
Mechanizmus Géinku n-6 PUFA na expresiu a koncentraciu leptinu nie je eSte velmi dobre
preskiimany a st potrebné d’alSie Studie, ktoré by odhalili pri¢iny zniZenej expresie leptinu
u kontrolnych potkanov vplyvom podavania rastlinného oleja s vysokym obsahom n-6 PUFA.

Zaver

Niektoré¢ nase vysledky su v sulade a niektoré v protiklade s publikovanymi vysledkami
ostatnych autorov. Méze to byt spdsobené tym, Ze protokoly experimentov v projektoch nie
su rovnaké avysledky su niekedy tazko porovnatelné. Mdzu byt ovplyvnené odliSnym
zlozenim zmesi olejov obsahujiicich n-6 PUFA, dizkou intervencie, ako aj celkovou davkou
podavanych olejov. Z nasich vysledkov vyplyva, Ze podavanie rastlinného oleja s vysokym
podielom n-6 PUFA diabetickym potkanom vyznamne neovplyviiuje hladiny adipokinov v
plazme.
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Sihrn

V stadii sme sledovali G¢inok 45% emulzie rybieho oleja (FO) bohatej na n-3 polynenasytené
mastné kyseliny (n-3 PUFA) na biochemické parametre - glukézu, celkovy cholesterol (TCh),
triacylglyceroly (TAG), LDL-cholesterol (LDL-Ch), HDL-cholesterol (HDL-Ch), kreatinin
a kyselinu mocovt u zdravych a diabetickych potkanov. Samcie potkany rodu Wistar boli
rozdelené na kontrolné (K) a diabetické (D) potkany. Diabetes mellitus (DM) bol indukovany
jednorazovou davkou streptozotocinu (STZ) v mnozstve 45 mg/kg hmotnosti. Tyzden po
vyvolani DM boli kontrolné a diabetické potkany rozdelené na tri skupiny: 1. potkany bez
intervencie (K, D), 2. potkany kfmené 45% emulziou FO v davke 160 mg/kg hmotnosti
(KFO1, DFO1), 3. potkany kimené 45% emulziou FO v davke 800 mg/kg hmotnosti (KFO2,
DFO2). Emulzia bola podavana sondou do zalidka po dobu 7 tyzdnov. VSetky diabetické
potkany (D, DFO1, DFO2) mali vyznamne vyssiu hladinu glukézy (p < 0,0001), TCh, HDL-
Ch (p < 0,05) a vyznamne nizSiu hladinu kreatininu a kyseliny mocovej (p < 0,05)
v porovnani s K. Podavanie emulzie FO v davke 800 mg/kg kontrolnym potkanom (KFO2)
vyznamne znizilo hladinu TCh o0 19,35 % (p = 0,0402) a TAG 033,62 % (p = 0,0197).
Podavanie emulzie FO v davke 160 mg/kg diabetickym potkanom (DFO1) vyznamne znizilo
hladinu glukézy o 10,45 % (p = 0,05). 45% emulzia FO zlepsila lipidovy profil u kontrolnych
potkanov a znizila hladinu glukézy u diabetickych potkanov.

KrPucové slova
Diabetes mellitus, emulzia rybieho oleja, n-3 polynenasytené mastné kyseliny, biochemické
parametre

Summary

In the study we have studied the effect of 45% fish oil emulsion (FO) rich in n-3
polyunsaturated fatty acids (n-3 PUFA) on biochemical parameters — glucose, total
cholesterol (TCh), triacylglycerols (TAG), LDL-cholesterol (LDL-Ch), HDL-cholesterol
(HDL-Ch), creatinin and uric acid in healthy control rats and diabetic rats. Male Wistar rats
were divided into control (C) and diabetic (D) rats. DM was induced by one dose of
streptozotocin (STZ) at the dose 45 mg/kg of weight. One week after inducing DM control
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and diabetic rats were divided into three groups: 1. rats without intervention (C, D), 2. rats fed
with 45% FO emulsion at the dose 160 mg/kg of weight (CFO1, DFO1), 3. rats fed with 45%
FO emulsion at the dose 800 mg/kg of weight (CFO2, DFO2). Emulsion was administered by
probe into the stomach for 7 weeks. All diabetic rats (D, DFO1, DFO2) had significantly
higher the level of glucose (p < 0,0001), TCh, HDL-Ch (p < 0,05) and significantly lower the
level of creatinin and uric acid (p < 0,05) in comparison to C. The administration of FO
emulsion at the dose 800 mg/kg to control rats (CFO2) significantly decreased the level of
TCh by 19,35 % (p = 0,0402) and TAG by 33,62 % (p = 0,0197). The administration of FO
emulsion at the dose 160 mg/kg to diabetic rats (DFO1) significantly decreased the level of
glucose by 10,45 % (p = 0,05). 45% FO emulsion improved the lipid profile in control rats
and decreased the level of glucose in diabetic rats.

Key words
Diabetes mellitus, fish oil emulsion, n-3 polyunsaturated fatty acids, biochemical parameters

Uvod

V patogenéze diabetes mellitus (DM) zohravajii vyznamnu tlohu zvySeny oxidacny stres
(OS) a zapalové procesy, ktoré vznikaju v désledku hyperglykémie a podielaju sa na vzniku
a rozvoji chronickych diabetickych komplikacii (1). Naj¢astejSou pri¢inou smrti diabetikov st
predovsetkym kardiovaskularne ochorenia (KVO), ktoré vznikaju v dosledku endotelovej
dysfunkcie a aterosklerézy (2). Velky podiel na vzniku ateroskler6zy u DM ma okrem
hyperglykémie aj dyslipidémia. Je charakterizovana zvySenymi hladinami triacylglycerolov
(TAG) amalych denznych castic LDL-cholesterolu (LDL-Ch), anizkou hladinou HDL-
cholesterolu (HDL-Ch) (3).

Nedavne S$tadie dokazuju, ze zdravd strava predstavuje jeden z vyznamnych faktorov
podmienujicich zniZzeny vyskyt aterosklerézy a KVO (4). Zdrava strava predstavuje znizeny
prijem nasytenych mastnych kyselin, zvySeny prijem mononenasytenych a polynenasytenych
mastnych kyselin (PUFA), a zvySeny prijem ovocia a zeleniny bohatych na antioxidanty
a polyfenolové latky (5).

Utinky n-3 PUFA na riziko vzniku KVO sa skumali vo viacerych klinickych a animalnych
studiach. Viaceré Stidie potvrdili anti-aterogénne tucinky n-3 PUFA - kyseliny
eikozapentaénovej (EPA) a kyseliny dokozahexaénovej (DHA) (6). Garaiova a kol. (7) zistili,
ze podavanie pripravku sobsahom n-3 PUFA vyznamne zlepSilo lipidovy profil
u hypercholesterolemickych deti. Dalsie §tudie tiez potvrdili, ze podavanie n-3 PUFA (EPA
aDHA) vyznamne zlepsilo lipidovy profil nielen uludi, ale aj uzvierat, predovsetkym
znizovali hladinu TAG v plazme (6). Popri pozitivnych u¢inkoch na lipidovy profil sa EPA
a DHA vyznacuju aj anti-trombotickymi, anti-agrega¢nymi a protizapalovymi ucinkami (8).
Predpoklada sa, ze n-3 PUFA by mohli navySe zlepSovat’ inzulinovt citlivost’, znizovat’
hyperglykémiu, a tym vyznamne eliminovat’ riziko vzniku KVO u diabetickych pacientov.
Vysledky doterajsich §tadii st vSak rozporuplné a nepodavaju jednozna¢né stanovisko, ¢i
zvyseny prijem EPA a DHA zlepSuje glukézovu toleranciu (9-11).

V nasej studii sme sledovali u€inky 45% emulzie rybieho oleja (FO) bohatej na n-3 PUFA na
biochemické parametre u zdravych potkanov a u potkanov s experimentalnym diabetom.

Material a metédy

Modelovym organizmom boli samcie potkany rodu Wistar (staré 6-7 tyzdiov), ktoré boli
rozdelené na kontrolné (K) a diabetické (D) potkany. DM bol indukovany jednorazovym
podanim streptozotocinu (STZ) do chvostovej zily v mnozstve 45 mg/kg hmotnosti. Tyzden
po vyvolani DM boli kontrolné a diabetické potkany rozdelené na tri skupiny: 1. potkany bez
intervencie (K, D), 2. potkany kfmené 45% emulziou FO v davke 160 mg/kg hmotnosti
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(KFO1, DFO1), 3. potkany kimené 45% emulziou FO v davke 800 mg/kg hmotnosti (KFO2,
DFO2). Emulzia bola podavané sondou do zaludka denne po dobu 7 tyzdilov. Zlozenie 45%
emulzie rybicho oleja: 8,1% (kyselina eikozapentaénova, n-3) a 5,9% (kyselina
dokozahexaénova, n-3).

Zakladné biochemické parametre (glukéza, TCh, LDL-Ch, HDL-Ch, TAG, kreatinin,
kyselina mocCova) boli stanovené v akreditovanom Laboratériu klinickej biochémie a
hematologie (Alphamedical s.r.0., Slovensko) na analyzatore ADVIA 1800 Chemistry System
(Siemens Healthcare Diagnostics, Nemecko).

Vysledky st prezentované ako aritmeticky priemer + SEM pre normalne rozdelené data alebo
ako medidn a medzikvartilové rozpitie (IQR) pre data sodchylkou od normality. Na
posudenie normality dat sme pouzili Shapiro-Wilkov test. ANOVA a Bonferroniho post-hoc
test boli pouzité na Statistickll analyzu dat s normalnym rozdelenim dat. Neparametricky
Kruskal-Wallisov a Conover-Inmanov post-hoc test boli pouzité pre Statisticku analyzu dat
s nenormalnym rozdelenim. Hodnoty p < 0,05 su povazované za Statisticky vyznamné.
Na §tatistick( analyzu sme pouZili program StatsDirect” 2.7.8 (StatsDirect, Cheshire, UK).

Vysledky

Vsetky diabetické potkany (D, DFO1, DFO2) mali vyznamne vyssiu hladinu glukézy (p <
0,0001), TCh a HDL-Ch (p < 0,05), a vyznamne niz$iu hladinu kreatininu a kyseliny mocove;j
(p < 0,05) oproti skupine K.

Podavanie emulzie rybieho oleja v davke 800 mg/kg kontrolnym potkanom (KFO2)
vyznamne znizilo hladinu TCh o 19,35 % (p = 0,0402) a TAG 0 33,62 % (p = 0,0197).
Podavanie emulzie rybiecho oleja vdavke 160 mg/kg diabetickym potkanom (DFO1)
vyznamne znizilo hladinu glukoézy o 10,45 % (p = 0,05) (Tab. 1).

K KFO1 KFO2 D DFO1 DFO2
parameter m=7 (n=8) (n=8) (n=11) (n=12) (n=8)
glukéza 41,16+ 36,86 + 3923+
Cmmon) 10,70 £0,45 | 9,46+048 | 9,12+027 L 71 A 27w
TCh 1,55 1,34 1,25% 2,20%% 2,28 2,06*
(mmol/T) (LA7-1,70) | (1,22-1,56) | (1,17-1,42) | ,18-2,61) | (2,01-2,79) | (2,01 -2,29)
TAG 1,16 1,00 0,77% 2,28 0,99 1,29
(mmol/T) (1,11-1,39) | (0,79-1,14) | (0,59-0,99) | (1,36-2,46) | (0,74-4,40) | (1,06-2,41)
LDL-Ch 0,13 0,15 0,14 0,17 0,23* 0,18
(mmol/l) (0,12-021) | (0,13-0,15) | (0,13-0,14) | (0,16-0,22) | (0,19-0,25) | (0,17-021)
HDL-Ch 0,52 0,50 0,49 1,01%%% 0,85* 1,01%%
(mmol/l) (0,52-0,57) | (0,43-0,57) | (0,46-0,58) | (0,92-1,15) | (0,79-1,12) | (0,90 - 1,12)
Kreatinin 34,80 (33,10 | 32,50 (32,15 | 34,20 (31,28 | 26,30 (23,75 | 23,85 (22,23 | 23,80 (22,28
(nmol/ml) - 35,65) -34,83) -35,43) -28,05)* S2428)%%x | 25 48)**
k. mocova 153,61 + 115,05 < 146,73 + 66,87 = 84,29 + 94,85+
(nmol/l) 28,33 12,78 22,33 12,46* 12,79+% 22,50%

Tab. 1 Biochemické parametre

Data st prezentované ako aritmeticky priemer £ SEM alebo ako median a IQR (1. kvartil - 3. kvartil). K —
kontrolné potkany bez intervencie; KFO1 — kontrolné potkany + emulzia rybieho oleja v davke 160 mg/kg;
KFO2 — kontrolné potkany + emulzia rybieho oleja v davke 800 mg/kg; D — diabetické potkany bez intervencie;
DFO1 — diabetické potkany + emulzia rybieho oleja v davke 160 mg/kg; DFO2 — diabetické potkany + emulzia
rybieho oleja v davke 800 mg/kg; *** p < 0,0001 vs. K; ** p < 0,001 vs. K; * p < 0,05 vs. K; X p < 0,05 vs. D.

Diskusia

Diabetes mellitus je ochorenie charakterizované nielen hyperglykémiou, ale aj dyslipidémiou,
ktord sa uludi prejavuje zvySenymi hladinami TAG a malych denznych castic LDL-Ch
a znizenymi hladinami HDL-Ch (3). Viaceri autori zistili nepriaznivy lipidovy profil
upacientov s DM (12-14). Podobné vysledky pozorovali autori aj v animalnych
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experimentoch so STZ vyvolanym DM. Hao a kol. (15) zistili zvySené hladiny cholesterolu
a TAG u diabetickych potkanov. Podobne aj Ashraf a kol. (16) zistili zvySené hladiny TAG,
TCh, LDL-Ch a zniZzené hladiny HDL-Ch u diabetickych potkanov. Nase vysledky nie su v
sulade s tymito vysledkami. Napriek tomu, ze sme zistili vyznamne zvySeny TCh,
koncentracie TAG a LDL-Ch neboli zmenené. NavySe sme u nich pozorovali aj zvySeny
HDL-Ch. Tieto vysledky by mohli byt Cciastoéne vysvetlené odlisnym lipidovym
metabolizmom u potkanov v porovnani s 'ud'mi. Na rozdiel od l'udi, u potkanov je 60 %
cholesterolu transportovanych vo forme HDL-Ch a tento vysoky podiel HDL-Ch méze byt
pri¢inou, Ze potkany st dost’ rezistentné na vyvolanie hyperlipidémie (17).

Hladina kreatininu a kyseliny mocovej v plazme diabetickych potkanov bola vyznamne nizsia
v porovnani s kontrolnymi potkanmi. Kreatinin a kyselina mocova st metabolity vylu¢ované
predovsetkym oblickami aich koncentracia v plazme informuje o vyluovacej schopnosti
obliciek. ZvySené hladiny kreatininu a kyseliny mocovej v sére diabetickych potkanov
pozorovali viaceri autori (18-19). ZvySena hladina kreatininu a kyseliny mocovej v plazme sa
vysvetluje rozvijajucimi zmenani v oblickach pocas DM — tzv. diabetickou nefropatiou
a znizenou glomerularnou filtraciou. NaSe vysledky si vsak v protiklade s predoslymi
pozorovaniami. Tento stav by mohol byt’ vysvetleny tym, ze hyperglykémia v prvych fazach
DM sposobuje polyuriu a glomerularnu hyperfiltraciu a experiment v trvani 8 tyzdiov zrejme
nebol dost’ dlhy na to, aby sme dosiahli u diabetickych potkanov vyrazné poskodenie obliciek.
Viacer¢ klinické a animalne $tadie poukazuju na pozitivne uCinky n-3 PUFA (EPA a DHA)
pochéadzajucich z rybiecho oleja a skutocnost’, ze ich zvySeny prijem znizuje riziko vzniku
KVO. Pozitivne G¢inky n-3 PUFA st sprostredkované anti-arytmickymi, anti-hypertenznymi,
anti-agrega¢nymi, anti-trombotickymi, protizapalovymi ucinkami a boli popisané pozitivne
ucinky aj na lipidovy profil, predovSetkym =znizovali hladinu TAG v plazme (20).
Predpoklad4d sa, ze n-3 PUFA by mohli zlepSovat aj glukézovi toleranciu a znizovat
inzulinovt rezistenciu u pacientov s DM. Vysledky klinickych aj animalnych experimentov
su vSak rozporuplné. Zatial’ o niektoré klinické studie zistili zlepSenie glukézovej tolerancie
a inzulinovej citlivosti u pacientov s DM 2. typu, ktori dostavali n-3 PUFA (10, 21), dalsi
autori nezistili ziadny G¢inok n-3 PUFA na glukézovu toleranciu a inzulinovu rezistenciu,
alebo zistili dokonca zhorSenie glukézovej tolerancie vplyvom vysokych davok n-3 PUFA
(22-24). Naproti tomu viaceré animalne experimenty potvrdili pozitivne u¢inky n-3 PUFA na
hyperglykémiu, inzulinova citlivost a glukézovli toleranciu u potkanov s metabolickym
syndromom, DM 2. typu, ako aj so STZ indukovanym DM (25-27). NaSe vysledky su
v stlade s vysledkami predchadzajticich animalnych §tadii, pretoze emulzia rybieho oleja
znizila hladinu glukézy u diabetickych potkanov, avSak iba emulzia v davke 160 mg/kg
(DFOL1). Pri podavani emulzie vo vys$ej davke tento u¢inok uz nepozorujeme. U kontrolnych
potkanov nemala emulzia rybieho oleja ziadny vplyv na hladinu glukézy.

N-3 PUFA mozu zlepSovat' lipidovy profil, a tym znizovat’ riziko KVO. Viaceré klinické
Studie pozorovali zlepSenie lipidového profilu t€¢inkom podavania n-3 PUFA, predovsetkym
bolo pozorované vyznamné znizenie TAG a TCh vplazme (7, 28-30). K podobnym
vysledkom dospeli aj animalne S$tidie (31-33). Nase vysledky s Ciastoéne v sulade
s predchadzajucimi vysledkami. Emulzia rybieho oleja znizovala hladinu TAG a TCh
v plazme, avS$ak tieto uc¢inky emulzie sa prejavili iba pri podévani vyssej davky (800 mg/kg)
kontrolnym potkanom (KFO2). U diabetickych potkanov sme u¢inky emulzie na lipidovy
profil nepozorovali.

Zaver

Niektoré¢ naSe vysledky su v sulade a niektoré v protiklade s publikovanymi vysledkami
ostatnych autorov. Méze to byt spdsobené tym, Ze protokoly experimentov v projektoch nie
su rovnaké avysledky su niekedy tazko porovnatelné. Mdzu byt ovplyvnené odliSnym

144



zlozenim zmesi olejov obsahujiicich n-3 PUFA, dizkou intervencie, ako aj celkovou davkou
podavanych olejov. Z naSich vysledkov vyplyva, Ze podavanie 45% emulzie rybieho oleja vo
vys$sej davke zlepsilo lipidovy profil u kontrolnych potkanov a v nizsej davke znizilo hladinu
glukdzy u diabetickych potkanov. Zvyseny prijem n-3 PUFA pochadzajucich z rybieho oleja
by mohol mat’ velky vyznam u zdravych l'udi v ramci prevencie vzniku KVO. U ludi s uz
rozvinutym diabetickym ochorenim by mohol ich zvySeny prijem zlepSit’ prognézu ochorenia
prostrednictvom ovplyvnenia hyperglykémie.
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VPLYV KVERCETINU NA IMUNOEXPRESIU
COX-2 A MPO V BUNKACH JEJUNALNEJ
SLIZNICE PO ISCHEMICKO-REPERFUZNOM
POSKODENI

(Influence of quercetin on COX-2 and MPO expression in the jejunal
mucosa cells after ischemia-reperfusion injury)

Zuzana Jonecovd’, S'teﬁm Téth', Kristina C’urgalil, Milan Maretta’

'Ustav histology a embryologie LF UPJS, Srobdrova 2, Kosice, Slovensko,
stoth2000@gmail.com
2Neur010gickd klinika, Univerzitna nemocnica L.Pasteura, KoSice, Slovensko

Sthrn

Kvercetin predstavuje mimoriadne potentny prirodny antioxidant, ktorého efekt na uroven
zapalovej odpovede indukovanej v podmienkach experimentalnej intestinalnej ischémie-
reperfuzie este nebol analyzovany. Cielom predlozenej prace bolo posudit’ G¢inok podania
kvercetinu na imunocytochemickl expresiu cyklooxygenazy-2 (COX-2) a myeloperoxidazy
(MPO), ktoré sa uplatituji pri zapalovej odpovedi tkaniva. V experimente bol pouzity model
ischemicko-reperfizneho poskodenia jejuna u potkana in vivo. Pocet COX-2 a MPO
pozitivnych véazivovych buniek sliznice jejuna bol nizsi vo vSetkych sledovanych periodach
reperfuzie v skupindch s aplikaciou kvercetinu. Tento rozdiel sa pohyboval v intervale 9-33%
pri analyze COX-2, priCom pri analyzovani MPO pozitivnych buniek bol este zretelnejsi,
pohyboval sa v intervale 28-55 %, ¢o bolo aj statisticky vyznamné po 24 hodinach reperfuzie
(p<0,05: E24 vs. Q24).

KPucové slova
Kvercetin, COX-2, MPO, ischémia-reperfuzia, jejinum

Summary

There is no evidence about quercetin effect on inflammatory response of the tissues in the
course of experimental intestinal ischemia-reperfusion injury in rats. The aim of the present
study was to investigate the effect of quercetin administration on immunocytochemical
expression of cyclooxygenase-2 (COX-2) and myeloperoxidase (MPO), which are involved in
the tissue inflammatory response. The reduced number of COX-2 and MPO-positive
connective tissue cells in the jejunal mucosa was observed in all periods of reperfusion in the
group with quercetin administration. The decrease in COX-2 positive cells number was by 9-
33%. The decrease in MPO positivity was even more pronounced, ranged by 28-55%. The
significant decrease in MPO activity after quercetin administration was found at 24 hours of
reperfusion (p<0.05: E24 vs. Q24).

Key words
Quercetin, COX-2, MPO, ischemia-reperfusion, jejunum
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Uvod

Ischemico-reperfizne poskodenie (IR) ¢reva je zavaznym problémom pri mnohych klinickych
stavoch, ako je transplantacia tenkého ¢reva, kardio-pulmonalny bypass, akutna mezentericka
ischémia, intestinalna obstrukcia, trauma alebo Sok (1). Prerusenie krvného zasobenia
v priebehu ischémie spdsobuje poSkodenie metabolicky aktivnych tkaniv, ale paradoxne
obnova krvného zasobenia ischemického tkaniva ma za nasledok ovela zavaznejSiu
reperfuznu devastaciu spojent s nadprodukciou reaktivnych intermediatov kyslika (ROS)
a dusika (RNS) (1,2). Kvercetin je vynikajici prirodny antioxidant a predstavuje vel'mi
vykonny scavanger ROS (3), najméd superoxidovych radikdlov a RNS podobnych NO
a peroxynitritu. Experimenty na laboratornych zvieratach potvrdili jeho protektivny efekt pri
IR poskodeni mozgu, srdca, obli¢iek a zaludka (4,5,6). Uginky kvercetinu pri IR poskodeni
¢reva doteraz v literatiire neboli popisané. Cielom tejto Stidie bolo zistit’ €inok aplikacie
kvercetinu pred experimentalne indukovanym IR atakom jejiina u potkana a kvantitativne
analyzovat’  imunocytochemické  zmeny  expresie  cyklooxygenazy-2  (COX-2)
a myeloperoxidazy (MPO) v sliznici jejina pocas 24 hodinovej reperfuzie.

Material a metody

V experimente boli pouzité laboratorne potkany kmetia Wistar- SPF Charles River (n=42) &
pohlavia o hmotnosti 300-350g z Laboratéria vyskumnych biomodelov UPJS LF (SK PC
4013). Experiment a metodicky postup bol schvaleny SVPS SR (Ro-3004/14-221). Zvierata
boli rozdelené do 3 skupin. Pokusnej skupine (Q) s reperfiiznou periddou 1, 4 a 24 hod bol
aplikovany antioxidan - kvercetin (Q1, Q4, Q24; v kazdej n=7ks). Kontrolnej skupine (E) s
reperfuznou dobou 1, 4 a 24 hod bol aplikovany iba etylalkohol ako vehikulum kvercetinu (
El, E4, E24; v kazdej n=7ks). Kveretin bol aplikovany v davke 50 mg/kg Z.hm. i.p. 30 minut
pred navodenim ischémie jejina oklaziou arteria mesenterica cranialis. Po uplynuti
ischemického intervalu (1 hod) nasledovala prislusna peridda reperfuzie v celkovom trvani 1,
4 a 24 hodin a po jej ukonceni bol vykonany odber bioptického materidlu na kvantitativnu
imunocytochemicku analyzu poctu COX-2 a MPO pozitivnych védzivovych buniek na 1 mm’
plochy sliznice érevného klku.

Vysledky
Pocet COX-2 pozitivnych buniek v sliznici jejuna bol nizsi vo vSetkych sledovanych
periodach reperfizie v skupinach s aplikaciou kvercetinu (vid’ Tab. 1).

Experimentilna COX-2 pozitivne bb MPO pozitivne bb
skupina M = SEM) (M £+ SEM)

El 910,78 £ 75,24 1262,38 £ 92,71
Q1 837,64 + 63,02 981,64 +£119,14
E4 957,75 £ 59,31 1301,58 + 73,91
Q4 715,25 + 70,60 947,42 + 51,14
E24 868,54 + 75,30 1204,42 + 112,40*
Q24 773,08 £ 61,12 774,82 + 58,82*

Tab. 1 COX-2 a MPO pozitivne bunky na 1 mm” plochy sliznice jejuna (*p<0,05: E24 vs.
Q24).
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Tento rozdiel sa pohyboval vrozsahu 9-33%, avSak nedosiahol Statistickl vyznamnost'.
Rovnaka tendencia bola zaznamenana pri iunocytochemickej analyze MPO pozitivnych
buniek v sliznici jejuna. Rozdiel po¢tu MPO pozitivnych védzivovych buniek medzi
kontrolnymi skupinami  a skupinami s aplikovanym kvercetinom bol eSte vyraznejsi,
a dosahoval 28-55%, priCom Statistickd vyznamnost’ bola zaznamenana v poslednej periode
reperfuzie, po 24 hodinach (p<0,05: E24 vs. Q24).

Diskusia a zaver

Izoformy cyklooxygenazy reguluji syntézu prostaglandinov zkyseliny arachidonove;j.
Produkcia izoformy COX-2, ktora absentuje v tkanivach za fyziologickych podmienok, je
indukovana pocCas vyvoja, bunkového rastu azapalu. Epitelové bunky, makrofagy,
pohérikovité bunky a neutrofily produkuji COX-2 v oblasti histologickych 1ézii, ako su
deskvamacia epitelovych buniek, akumulacia zépalovych buniek a nekréza vaziva, ¢o bolo
zistené pri vySetrovani 1ézii v pl'icnom parenchyme pri infekcii pluc (7). COX-2
imunoreaktivita u neutrofilov je pravdepodobne sekundarna, vyvoland fagocyt6zou
nekrotickych buniek s obsahom COX-2. ZvySend expresia COX-2 bola zaznamenand aj pri
zapalovych reakciach v traviacom trakte, ako su nekroticka enterokolitida a chronicky zapal
creva (8,9). IR tenkého Creva vyvolava silni zapalovi reakciu spojent so zhorSenym
histopatologickym néalezom (10). V nasom experimente vo vSetkych skupinach zvierat bola
zaznamenana expresia COX-2 vo vizive jejina. Podet COX-2 pozitivnych buniek na 1 mm?
bol nizsi v skupinach s aplikaciou kvercetinu pred navodenim IR pocas celej doby reperfuzie,
ale rozdiely neboli Statisticky vyznamné. Zmiernenie zapalovej reakcie a pokles COX-2
produkcie bol zaznamenany po podani kvercetinu v peceni mysi pri intoxikacii chloridu
uhli¢itého (11). Pritomnost’ zvySenej MPO v tkanivach je jednym zprvych priznakov
infiltracie tkaniva neutrofilmi, pretoze MPO sa extravaskuldrne bez pritomnosti zapalu
v tkanivach nenachadza (12). Podobne ako COX-2 pozitivita, aj MPO pozitivita buniek
viziva bola redukovana u potkanov, ktorym bol podany pred IR zakrokom kvercetin. Po 24
hodinovej reperfuizii MPO pozitivita bola signifikantne niz§ia ako v kontrolnej skupine. Tento
vysledok potvrdzuje udaje ziskané pri skiimani vplyvu kvercetinu pri IR poskodeni mozgu.
Annapurna a kol. (2013; 13) zistili, Ze aplikécia kvercetinu pred zacatim reperfuznej terapie
pri cerebralnej ischémii znizuje velkost’ 1ézii a signifikantne redukuje aktivitu MPO.
Tendencia znizenia COX-2 a signifikantné znizenie MPO imunopozitivity buniek véziva
jejuna potvrdzuje protektivny ucinok podania kvercetinu pri IR tenkého ¢reva, ¢o naznacuje
vyuzitie tohto antioxidantu v klinickej praxi, predovsetkym pri planovanych chirurgickych
zakrokoch.
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Suhrn

Obezita a s fiou suvisiaca morbidita dosiahli epidemické proporcie. Mozné mechanizmy
spajajuce obezitu/visceralny tuk s diabetom a kardiovaskuldrnymi komplikéciami zahfnaji
zéapal a stipajuci oxidacny stres.

KPuacové slova
Mechanizmus, obezita

Summary

Obesity and related morbidities are reaching epidemic proportions. Possible mechanisms
that link obesity/visceral fat to diabetes and cardiovascular complications include
inflammation and increased oxidative stress.

Key words
Mechanism, Obesity

Uvod

Obezita je jedno z najrozsirenej$ich chronickych ochoreni na svete. Je hlavnou priinou
inzulinovej rezistencie (IR) a méze sa komplikovat’ metabolickou dysreguldciou, vratane
hypertenzie, dyslipidémie — znamych spolocne ako metabolicky syndrom, ktord je
prekurzorom DM 2.

U obéznych 0s6b IR je prepojena so zvySenym uvolnenim odvodenych od adipocytov
bioaktivnych metabolitov, ako su lipidy, FAA, MCP-1 a prozapalové cytokiny.

Nadvaha vytvara podmienky pre nizko-stupniovy chronicky zapal s klesajucimi hladinami
adiponektinu. Ked nadvaha prerastd do obezity, pokracujici zapal nad’alej ovplyviuje
hladiny CRP, fibrinogénu alIL-6. Obezita sa moéze komplikovat metabolickou
dysreguldciou (metabolicky syndrém) s ndslednym vyvojom diabetu typu 2 (DM2). Pocas
patologického prechodu od nadvahy k DM2 progresivna IR stupa a zvySuje sa riziko
kardiovaskularnych chordb (CVD) (1).

Charakteristika cytokinov a chemokinov je ddlezitd z hl'adiska potencidlnej moznosti stat’
sa biomarkermi zépalu a inzulinovej rezistencie stvisiacej s obezitou a tym samym aj so
skorou detekciou rizika DM2.

V pripade inzulinovej rezistencie suvisiacej s obezitou vylucuji adipocyty po svojej
aktivacii abnormalne mnozstva bioaktivnych metabolitov, ¢o vedie k zvySeniu monocytov
v adipoznych tkanivach. Diferenciacia monocytov na makrofagy ma za nasledok dodatoéné
zvysenie vyluCovania zapalovych faktorov a chemokinov, ¢o vyvolava zapalovu reakciu
tak v adipoznom tkanive lokalne, ako aj systémovo hocikde inde (2).
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Najvyznamnejs$im nasledkom obezity v zdravotnictve je DM2, nakolko obezita je
najzavaznejSim faktorom rizika vyvinu DM2.

Obezita ako rizikovy faktor pre rozvoj DM je povazovana za aktivator vrodeného
imunitného systému, ktory indukuje stav chronického zapalu nizkeho stupnia pomocou
prozapalovych cytokinov, ktoré zvySuju inzulinovu rezistenciu.

Najdolezitej$im zistenim vo vztahu medzi vrodenou imunitou a vyvinom diabetu je, ze
osoby s obezitou prejavuju jasne vyjadrenu a dlhSie trvajucu zapalovi reakciu ako
odpoved’ na podnet, co nasvedcuje, Ze zapalova odpoved’ na faktory zivotného $tylu, ktoré
vyvolavaju diabetes su obvykle samolimitujuce (1).

Obezita sa spaja so stavom chronického zapalu nizkeho stupna, charakterizovaného
zmenami Vv cirkulaénych imuno-modulaénych faktoroch, ked’ze tukové tkanivo obsahuje
imunitné bunky, ktoré moézu poskytnit’ spojenie medzi zvySenou adipozitou a IR. Tukové
tkanivo je endokrinny organ, ktory vyluCuje mnozstvo cytokinov, prevazne
produkovanych lokalnymi makrofagmi, ktoré mézu tvorit’ az do 40% vSetkych buniek
tukového tkaniva pri obezite.

Bolo preukédzané spojenie medzi zdpalom nizkeho stupnia, IR a obezitou. IR je primarnym
mechanizmom ovplyviiujucim rozvoj DM2 aje centralnou zlozkou definujicou
metabolicky syndrém — zoskupenie abnormalit, ktoré zahfiia obezitu.

Rozvoj abdominalnej obezity je podmieneny naruSenim negativneho spiatocného spojenia
medzi kérou nadobliciek a hypotalamo-hypofyzovou oblast’ou.

Jednou z funkcii tukového tkaniva v organizme je antitoxicka. Tukové tkaniva su
aktivnymi sorbentami bakteridlneho lipopolysacharidu (bakteridlneho toxinu) a inych
mikrobialnych toxinov, ktoré ohranicuju ich systémovy ucinok. Tento mechanizmus je
velmi staroddvny aevoluéne predchadza  vzniku imunitného systému. Osobitne
vyznamnym vedeckym faktom je, Ze obezita je spojena s chronickym zapalom.

Cely rad patologickych a inych Specifickych vlastnosti, nezriedka majucich jednotny poévod
a prejavy, spajaju epidémiu diabetu a obezity.

Vseobecné roz§irenie miery obezity u pacientov s DM2 je vysoké po celom svete (3).

Od konca 20. storocia, ked’ sa tukové tkanivo povazovalo za pasivne depo energie, zacal sa
formovat’ koncept tukového tkaniva ako endokrinne aktivneho organu, ktory je zdrojom
mnohych abioaktivnych latok — adipokinov (4).

Mechanizmus vzniku obezity sa neda vysvetlit’ iba z hl'adiska termodynamickych zakonov,
t.j. iba z nerovnovahy medzi prijmom a vydajom energie. Vysvetlenie vyZaduje komplexny
pristup zahfiajuci interakciu medzi urcitym genetickym vybavenim, vplyvom vonkajSieho
prostredia a poCetnymi metabolickymi a patofyziologickymi procesmi celého organizmu,
ktoré urcuju jeho energeticki homeostazu (5).

Nepriaznivy vplyv abdomindlnej obezity na metabolizmus je sprostredkovany okrem iného
zmenami v produkcii adipocytokinov, ku ktorym dochadza pri vyraznom rozvoji obezity.
Poznatky o tukovom tkanive potvrdzuju, ze regulacné procesy, ktoré v nej prebichaji, su
vel'mi komplexné a zlozité.

Obezita ma za nasledok zvySenu potrebu inzulinu, ¢o stresovo posobi na B-bunky
podzaludkovej zl'azy acasom vedie kich vycerpaniu. Jednako klinicky vyznamné
poskodenie B-buniek pri obezite sa realizuje v pritomnosti geneticky determinovanych
portch ich funkcie alebo obrannych mechanizmov (6).

Tukové tkanivo je vysoko aktivny endokrinny orgédn uvolfiujici hormény, cytokiny
a enzymy s tendenciou narusit’ inzulinovu citlivost’.
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Pribudaji  dokazy, Ze obezita je sprevadzana lokalnym a systémovym zapalom nizkeho
stupfia. Chronicky zapal nizkeho stupiia, charakterizovany abnormalnou produkciou
adipokinov a zapalovych mediatorov, je zahrnuty do patogenézy s obezitou stvisiacich
chronickych ochoreni (7).

Obezita patri medzi civilizacné ochorenia, vyskyt ktorych a prevaha celosvetovo stupa.
Komplikacie obezity predstavuju zavazny sociockonomicky problém, je spojena
s dysfunkciou tukového tkaniva aje sposobend nerovnovahou medzi energetickym
prijmom a vydajom organizmu (8).

Bolo preukazané, ze obezita vedie k funkénému a morfologickému poskodeniu tkaniv
prostrednictvom cirkulujucich faktorov.

Obezita je celosvetovou epidémiou s mnohopocetnymi s iou spojenymi zdravotnymi
problémami, zahfiiajuic DM2, hypertenziu a kardiovaskularne ochorenia. Tukové tkanivo
sluzi ako zasobaren paliva, ale tieZ zohrava kIi¢ova ulohu v homeostaze spotreby energie,
regulacii glukozy a imunity. Genetika a prostredie zohravaju dolezité ulohy vo funkcii
a dysfunkcii tukového tkaniva. Obezita predstavuje abnormalnu akumuléaciu tukového
tkaniva. Podstata tejto zvySenej akumulécie tukového tkaniva, teda hyperpldzia alebo
hypertrofia, lokalna alebo ektopicka, je spajana s poruchami, ktoré zahihaju nadbytok
sekrécie mastnych kyselin, zvySenu produkciu zapalovych cytokinov aabnormalnu
signalizaciu tukovych horménov, o ma za nasledok IR. Etiologia narastajuceho vyskytu
obezity suvisi sa zivotnym Stylom, ale nachylnost’ k obezite je zlozita a zahina prostredie
ovplyviujice genetiku (9).

Epidémia nadvahy a obezity spdsobila dramaticky vzostup poctu jedincov s metabolickymi
abnormalitami a pred¢asnymi CVD. Prevaha diabetu, hlavne DM2, ktory zahfiia 80-90%
vSetkych jedincov s diabetom, tiez ostro stipol sepidémiou obezity. Dva procesy
prispievaju k rozvoju DM2. PoruSena signalizacia inzulinu - znama tiez ako IR — vedie
k zvy§enému dopytu po inzuline, ktory sa musi uspokojit pomocou zvySenej produkcie
inzulinu B-bunkami, procesom znamym ako kompenzacna funkcia B-buniek. Teda, IR
indukovana obezitou vedie spoCiatku k vysSej koncentracii cirkulujuceho inzulinu, ako
v pripade dlhotrvajticej a/alebo zhorSujicej IR B-bunky nemoézu byt nadalej schopné
uspokojit’ vysoky dopyt. Toto mdze viest k nedostatocnosti hepatilnej a periférnej
dispozicii gluk6zy a nasledne k vy$s§im hladinam cirkulujiicej gluk6zy a rozvoju DM2 (10).
Obezita méze byt definovana ako ochorenie, pri ktorom nadbytok telesného tuku sa
akumuluje v takom rozsahu, Ze zdravie méze byt nepriaznivo ovplyvnené (11).
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(Pharmacogenetics of fingolimod)
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Suhrn

Vyzitim farmakogenetického testovania pri terapii fingolimodom umoziiuje pacientom
podstipit’ tzv. ,,personalizovani® medicinu, ¢o ma za nasledok zvySeny benefit liecby, ako
napriklad rychlejSie prisposobenie sa liecCbe a menej vedlajSich ucinkov. Fingolimod
(Gilenya®) je peroralne lieCivo, ktoré sa pouziva pri liecbe v pripade relaps-remitujicej
roztrasenej sklerézy (RRMS), priCom znizuje relapsy a poskodenia mozgu. Poskytuje
uzito¢nu alternativnu lie€bu u pacientov s RRMS, ktori nereagovali dostatocne na iné druhy
Standardnej liecby pri RRMS. Na metabolizme fingolimodu sa podiela predovsetkym l'udsky
gén CYP4F2 (80%), ale existuju aj d’alSie enzymy, ako je CYP3 A4, ktoré mdzu ovplyviiovat’
jeho metabolizmus. Jednonukleotidové polymorfizmy v génoch CYP4F2 (CYP4F2*3)
a CYP3A44 (CYP344*IB a CYP3A44*22), ktorych zastipenie sme sledovali v skupine 156
jedincov mdzu ovplyviiovat’ farmakogenetiku fingolimodu.

KPucové slova
Farmakogenetika, fingolimod, polymorfizmus, slovenska populacia

Summary

The use of fingolimod pharmacogenetics in drug therapy allows patients to undergo
personalized medicine, which results into significant benefits, such as faster adjustment to
treatment and fewer side effects. Fingolimod (Gilenya®™) is an orally administered disease
modifying agent (DMA) for use in relapsing-remitting multiple sclerosis (RRMS).
Fingolimod is an efficacious therapy for RRMS that reduces relapses, disability progression,
new brain lesions and loss of brain volume. It has an acceptable tolerability profile and
provides a useful alternative treatment in patients with RRMS who have responded poorly to
other DMAs. The metabolism of fingolimod is affected by human gene CYP4F?2 (80%), but
there are other enzymes such as CYP3A4 which may affect fingolimod metabolism. We
tested the frequency of single nucleotide polymorphisms in genes CYP4F2 (CYP4F2*3)
and CYP344 (CYP344*IB and CYP344%*22) which can influence fingolimod
pharmacogenetics.

Key words
Pharmacogenetics, fingolimod, polymorphisms, slovak population

Uvod

Fingolimod patri do skupiny peroralnych lieCiv, ktoré sa pouzivaju na liecbu remitujice;j
roztrasenej sklerézy (1). Jedna sa o prvy modulator receptora pre sfingozin-1-fosfat (S1P),
ktory sa viaze na receptor lymfocytov. Lahko prechadza hematoencefalickou bariérou,
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naviaZe sa na receptor 1 S1P, ktory sa nachadza v nervovych bunkach v centralnom nervovom
systéme (2). Fingolimodfosfat posobi ako antagonista receptorov S1P na lymfocytoch.
Znizenim expresie SP1 dochadza k znizeniu mnozstva cirkulujucich lymfocytov a to tak, ze
SP1 blokuje schopnost’ lymfocytov vystupovat’ z lymfatickych tkaniv (3). Tymto spdsobom
dochadza k redukcii infiltracie autoagresivnych lymfocytov do centralneho nervového
systému (Obrazok 1), kde by poskodzovali nervové tkanivo a podielali sa na zapale nervov

(4).

Stav so sklerdzou multiplex Stav po uzivani fingolimodu

Iymfaticka uzlina
Obr. 1 Schematické zndzornenie posobenie fingolimodu na lymfocyty a centralny nervovy
systém (upravené podla: 5).
Popis obrazku: Fingolimod (FTY720) udrziava lymfocyty v lymfatickych uzlinach, ¢im sa
znizi pocet autoagresivnych lymfocyto v periférnej krvi, ktoré st zodpovedné za sklerozu
multiplex. Fingolimod sa pouziva prave kvoli tomu, aby sa dosiahlo zniZzenie mnoZstva
zapalovych buniek v mozgu a neurénoch.

Fingolimod (Gilenya) sa podava vo forme peroralnych kapstl. Po podani prvej davky
fingolimodu (0,5 mg) priblizne po 4 az 6 hodinach klesne pocet lymfocytov na cca 75%
vychodiskovej hodnoty v periférmej krvi. Dlhodobym dennym uzivanim sa udrziava
permanentne znizena hladina lymfocytov (6). Absorpcia fingolimodu je pomala, priCom
prijem potravy nema vplyv na jeho mieru vstrebavania. Vysledny polcas elimindcie lieCiva je
okolo 4-6 dni priCom jeho rovnovazna koncentracia v krvi sa dosiahne v priebehu 1-2
mesiacov pri davkovani raz denne (7).

Fingolimod je metabolizovany niekol'kymi cestami, vratane reverzibilnej fosforylacie,
oxidacie a konjugacie s endogénnymi mastnymi kyselinami za vzniku analégov ceramidov a
jeho elimindcia prebieha prevazne pomocou oxidacie (8). Na metabolizme fingolimodu sa
podiela predovsetkym ludsky gén CYP4F2 (80%), ale existuju aj dalSie enzymy, ako je
CYP3A4, ktoré nan mézu mat’ vplyv (9). Inhibitory alebo induktory CYP4F2 a mozno aj
ostatné CYP4F moézu zmenit konforméaciu fingolimodu alebo fingolimod-fosfatu.
Jednonukleotidové polymorfizmy (SNPs) v génoch CYP4F2 a CYP344 mdzu ovplyviiovat
farmakogenetiku fingolimodu. Polymorfizmus CYP4F2*3 v géne CYP4F?2 spdsobuje zamenu
Val433Met (10). Alela CYP4F2*3 sa nachadza u priblizne 34% v kaukazskej populacii (11).
Polymorfizmus CYP344*IB, ktory sa nachadza v promotorove oblasti génu CYP344, je
spojeny so znizenou expresiou proteinu CYP3A4 (12). Avsak, klinicky vyznam tohto
polymorfizmu nie je doposial’ uplne objasneny (13). Okrem polymorfizmu CYP344*IB aj
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dalsi SNP CYP3A44*22 v introne 6 génu CYP3A44 moze mat’ vplyv na farmakokinetiku lieciv
(kalcineurinovy inhibitor — imunosupresivum) (14). SNP CYP344*22 v homozygotnom stave
(TT) je spojeny so znizenim hladiny expresie mRNA génu CYP3A44 v peceni, Co suvisi so
znizenim aktivity enzymu CYP3A4. Alela CYP344*22 sa nachadza v 3-4% v kaukazskej
populacii (15).

Material a metédy

Zistovali sme zastipenie polymorfizmov v génoch CYP4F2 (CYP4F2*3) s vyuzitim metddy
polymorfizmu dizky restrikénych fragmentov (PCR-RFLP) a CYP344 (CYP3A4*IB
a CYP3A44*22) pomocou alelovo-$pecifickej real-time PCR v kontrolnej skupine 156 nahodne
vybranych jedincov, ktori nemaju skleréozu multiplex anikdy neboli lie¢eni pomocou
preparatov s u€innou latkou fingolidu.

Vysledky
V kontrolnej skupine 156 ndhodne vybranych jedincov (68 muzov a 88 zien) sme zistili
nasledujuce zastupenie vybranych SNPs (Tabullka 1).

CYP4F2*3 - CYP3A4*1B - CYP3A44%22 -
rs2108622 rs2740574 rs35599367
Pocet jedincov so 73 (46,79%) 147 (94,23%) 147 (94,23%)
Standardnym genotypom
Pocet jedincov s mutaciou 74 (47,44%) 9 (5,77%) 9 (5,77%)
v heterozygotnom
Pocet jedincov s mutaciou 9 (5,77%) 0 (0,00%) 0 (0,00%)
v homozygotnom stave

Tab. 1 Zastiipenie SNPs v kontrolnej skupine 156 ndhodne vybranych jedincov.

Diskusia a zaver

Vyzitim farmakogenetického testovania vo farmakoterapi umoziuje pacientom podstupit’ tzv.
,personalizovani® medicinu, ¢o ma za nasledok zvySeny benefit liecby, ako napriklad
rychlejSie prisposobenie sa liecbe a menej vedlajSich ucinkov. Ak chceme realizovat
personalizovani medicinu, musime brat’ do Gvahy vzt'ah medzi odpovedou na lie¢ivo a
genetické pozadie jedinca. Genetické polymorfizmy moézu spdsobit’ rozdiely v enzymatickej
aktivite a farmakodynamickej citlivosti na lieivo a mozu prispievat’ k interindividualnym
rozdielom v odpovedi organizmu na dané lie€ivo.

Liek Gilenya, ktory obsahuje u¢innu latku fingolimod, ovplyviuje lymfaticky systém a to tak,
ze brani lymfocytom v lymfatickych uzlinach v pohybe do centralnej nervovej stistavy kvoli
autoimunitnej odpovedi a ma aj priamy vplyv na bunky centralneho nervového systému, ktoré
stimuluju opravny proces gliovych buniek (7).

Z doterajsi vyskumov vyplyva, ze CYP4F2 ma vyznamnu tlohu v metabolizme fingolimodu
v peceni (16). Ako vyplyva z literatiry SNPs v génoch CYP4F2 (CYP4F2*3, 1s2108622)
a CYP3A44 (CYP3A44*1B, 1s2740574 a CYP3A44*22, 1s35599367) by mohli mat vplyv na
metabolizmus fingolimodu (9). Vyskyt zistenych polymorfizmov v sledovanych génoch by
mohol mat’ vplyv na farmakogenetiky fingolimodu (Gilenye). Frekvencia tychto SNPs
koreluju s vysledkami, ktoré su uvadzané v literatare. Scott a kolektiv v ich praci z roku 2010
uvadzaju, ze alely CYP4F2*3 sa vyskytuje v priblizne 34% v kaukazskej populacii, o sa
potvrdilo aj v nasej praci, kde tato frekvencia bola 35,26%. Alely CYP344*IB a CYP3A4*22
sa v kaukazkej populacii vyskytuji v priblizne 3-4% (15), ¢o sa potvrdilo aj v naSej Stadii,
kde tato frekvencia v slovenskej populacii bola 4,5%.
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Farmakogenetické testovanie by mohlo prispiet k zlepSeniu personalizovanej medicine na
Slovensku.
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UCINOK OLEJA Z VLASSKYCH ORECHOV NA
AKTIVITU GLUTATIONPEROXIDAZY
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Sthrn

Alternativne pristupy zalozené na nutriénej terapii mézu predstavovat’ jeden z moznych
sposobov ako zlepsit’ zivot diabetickych pacientov. Hyperglykémiou-indukovany oxidacny
stres zohrdva vyznamnt ulohu v progresii diabetes mellitus a rozvoji diabetickych
komplikécii. Olej z vlasskych orechov je zdrojom omega-6 a omega-3 polynenasytenych
mastnych kyselin (PUFA) a mnohych antioxidantov. V tejto praci sme sledovali vplyv oleja z
vlasskych orechov na aktivitu glutationperoxidazy (GPx) monocytov U937 v
hyperglykemickych podmienkach. Testovany olej z vlasskych orechov signifikantne zvysil
aktivitu GPX, ktora bola vplyvom hyperglykémie signifikantne zniZena.

Kricové slova
Glutationperoxidaza, hyperglykémia, monocyty U937

Summary

Alternative approaches based on diet therapy could be one of the possible ways to ameliorate
the life of diabetic patients. Hyperglycemia-induced oxidative stress plays an important role
in the progression of diabetes mellitus and in the development of diabetic complications.
Walnut oil is a source of omega-6 and omega-3 polyunsaturated fatty acids (PUFA) and
several antioxidants. In this study we have examined the effect of walnut oil on activity of
glutathione peroxidase (GPx) in monocytes U937 in hyperglycemic conditions. Tested walnut
oil significantly increased activity of GPx, which was decreased by the effect of
hyperglycemic conditions.

Key words
Glutathione peroxidase, hyperglycemia, monocytes U937

Uvod

Diabetické komplikacie, vzniknuté v dosledku oxidacnych a zapalovych procesov,
koronarnych, mozgovych aperiférnych tepien st hlavanym dévodom hospitalizacie
diabetickych pacientov, pricom tvoria pri¢inu az 80% umrti diabetickych pacientov. Jednym
z0 spdsobov, ako chranit’ organizmus diabetikov pred vplyvom oxida¢nych procesov je zvysit
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hladinu antioxidantov, ako aj latok, ktoré zvySuju aktivaciu antioxida¢nych obrannych
systémov v organizme.

Viaceré studie potvrdili zniZenie aktivity glutationperoxidazy (GPx) u diabetickych pacientov
v porovnani so zdravymi jedincami (1). Taktiez popisali vztahy medzi antioxidacnymi
enzymami, glutationom a peroxidaciou lipidov v plazme a erytrocytoch diabetickych
pacientov (2).

Coraz viac $tudii potvrdilo, Ze strava bohatd na nenasytené mastné kyseliny by sa mohla
podielat’ na prevencii vzniku a rozvoja diabetickych komplikacii. Olej z vlasskych orechov
(WO) je bohatym zdrojom omega-6 aomega-3 polynenasytenych mastnych kyselin
azliCenin s vysokym obsahom biologicky aktivnych latok ako st vitaminy, steroly
a polyfenoly (3).0Olej z vlasskych orechov je taktiez bohatym zdrojom antioxidantov ako st
kyseliny: elagova, galova, kavova, vanilova ajablénd a mikronutrientov ako je kyselina
listova, med’, hor¢ik a jod (4). Tato stadia bola uskutonend za celom sledovania vplyvu
oleja zvlaSskych  orechov  na  aktivitu  glutationperoxiddzy =~ v monocytoch
v hyperglykemickych podmienkach in vitro.

Material a metody

Kultivacia buniek

Ludskt bunkovil liniu monocytov U937 (ATCC, Manassas, VA, USA) sme kultivovali
v kompletnom normo- resp. hyperglykemickom kultivacnom médiu RPMI 1640 doplnenom
inaktivovanym hovédzim sérom (10% v/v), antibiotikami penicilinom a streptomycinom (1%
v/v) v humidifikovanom inkubatore, pri 37°C a 5% CO, atmosfére. Viabilita buniek bola
sledovana pomocou 0,4% (w/v) roztoku trypanovej modrej pouzitim Biirkerovej komorky (5).
Na sledovanie vplyvu testovanych latok v hyperglykemickych podmienkach sme pouzili
kompletné médium doplnené o glukézu na vyslednt koncentraciu 35 mmol/l. Ako kontrolu
osmolarity sme pouzili manitol.

Testovany prirodny olej

Testovany olej z vlasskych orechov (WO) poskytol prof. K.-H. Wagner (Facultyof 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 homogendatov

Z vyrastenej bunkovej kultary sme pripravili bunkovu suspenziu, ku ktorej sme pridali
testovanu latku a inkubovali 24, 48 a 72h. Po uplynuti pozadovaného kultiva¢ného ¢asu, sme
bunky premyli chladnym PBS a sonifikovali (3x5s on/ 5s off, 4°C). V bunkovych
homogenatoch sme stanovili koncentraciu proteinov pouzitim komeréného kitu (Micro
BCA™ Protein Assay Kit, The Thermo Scientific, USA)

Stanovenie aktivity glutationperoxidazy (GPx)

Aktivitu GPx sme stanovili pouzitim komeréného kitu (Gluthathione peroxidase activity kit,
Promega, UK).

Statistika

Udaje boli analyzované pomocou jednosmernej analyzy rozptylu (one-way ANOVA)
s pouzitim post hoc testu (Tuskey a Games-Howell). Hladina vyznamnosti bola definovana
ako P <0,05.

Vysledky

Aktivitu glutationperoxidazy monocytov U937, vystavenych hyperglykémii aréznym
koncentraciam WO sme sledovali pocas 24 h, 48 h a 72 h inkubacie (Obr. 1). Po 48 ha 72 h
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inkubacie sme zaznamenali signifikantné znizenie aktivity GPx vplyvom hyperglykemickych
podmienok v porovnani s normoglykemickymi podmienkami.

Najvyssia testovana koncentracia WO (318,50 pg/ml)signifikantne zvysila aktivitu GPx uz po
24 h inkubacie. Po 48 h a72 h inkubacie sme sledovali pri dvoch najvysSich pouzitych
koncentraciach WO (159,38 pg/ml; 318,50 pg/ml)signifikantné zvysenie aktivity GPx.

100 -
o0 -

==l

Aktivita GPx
(U/mg proteinov)

shrtttnsnt Tt b br R Ry

20 -
10
0 g ¢
24 h 71h
HK-NG BK-HG
& EK-DMSO OWO-19.92 pg/ml

BWO0-39,84 pg/ml  BWO-79,69 pg/ml
BWO0-159.38 pg/ml OWO-318,50 pg/ml

Obr. 1 Vplyv hyperglykémie a oleja z vlasskych orechov na aktivitu GPx 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 - K-HG v porovnani s K-NG, °p< 0,05
- WO v porovnani s K-DMSO.

Diskusia

V mnohych klinickych a experimentalnych Stidiach bolo dokazané, ze hyperglykémia
spdsobuje zmeny mnohych bunkovych parametrov. Abnormalne vysoké hladiny volnych
radikalov a sucasne pokles antioxidacnych obrannych systémov moze spdsobit’ poSkodenie
bunkovych organel, enzymov, ako aj zvySenie peroxidacie lipidov (6). Mnohé vedecké Stadie
popisuju znizenie aktivity GPx u diabetickych pacientov s DM-2 v porovnani s jedincami s
normoglykémiou(7-9). Rovnaky vplyv hyperglykémie na aktivitu GPx monocytov U937 sme
sledovali v nasej stadii. Tento pokles aktivity GPx moze byt spdsobeny glykaciou proteinov
vratane antioxida¢nych enzymov, ako ddsledok hyperglykémiou-indukovanych patogénnych
mechanizmov (10-11).

Olej z vlasskych orechov signifikantne zvySil aktivitu GPx v monocytoch U937
inkubovanych v hyperglykemickych podmienkach. Podobné vysledky pozorovali aj
Yessoufouet al. (2006) u diabetickych mysi a potkanov, ktorym podavali zmes omega-6 a
omega-3 olejov, s prevaznym zastipenim EPA a DHA (12). Jednym z prevladajucich
fytosterolov nachadzajucich sa vo vlasskych orechoch je B-sitosterol, u ktorého bola taktiez
popisana schopnost’ indukcie expresie génov pre GPx (13).

Schopnost’ Studovaného oleja z vlasskych orechov zvySovat’ aktivitu glutationperoxidazy v
hyperglykemickych podmienkach ho predurcuje k dalSiemu hlbSiemu skumaniu
a potencialnemu vyuzitiu v klinickej praxi.
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Zaver

Antioxidacny vyznam glutationperoxidazy (GPx) spociva v elimindcii organickych peroxidov
alebo peroxidu vodika za sucasnej oxidacie glutationu. Eliminacia aktivity GPx mdze
zohravat’ hlavnll ulohu v patogenéze cievnych komplikacii a mikroalbumintrie pri zvySenom
oxida¢nom strese vyvolanom hyperglykémiou. Vhodne zvolend liecba ako aj pouzitie
prirodnych suplementov na baze vlaSskych orechov moézu tieto patologické procesy
eliminovat a tym zlepsit’ kvalitu Zivota diabetickych pacientov.
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Suhrn

V predkladanej praci sme sa zamerali na morfologickl analyzu mezenchymalnych
kmenovych buniek ziskanych z priecne pruhovaného kostrového svalu potkana. Snazili sme
sa predostriet’ ich risujlici sa znacny potencial v regenerativnej medicine. Konkrétne sme sa
v literarnom prehlade venovali terapii infarktu myokardu. Pri morfologickej analyze bunky
spifiali vsetky presumované charakteristiky — i$lo o bunky s mimoriadne zvyraznenou
proteosyntetickou aktivitou. Charakteristické bolo velké euchromatické jadro nepravidelného
tvaru s niekol’kymi hlbokymi zarezmi a vyraznymi jadierkami zodpovedajicimi za tvorbu
rRNA. Zvlast dobre vyvinuté cysterny drsného endoplazmatického retikula s mnozstvom
ribozomov boli d’alSim zo zisteni potvrdzujucich fakt o prebiehajucej proteosyntéze. Velké
mnozstvo lyzozémov a transportnych vezikul vypovedalo o Zivej vymene informacii a latok
medzi bunkou a vonkaj$im prostredim. Ba ¢o viac, kultivované bunky vykazovali pozitivitu
pri pouziti protilatok proti CD 34 a Sca-1 anaopak, vysledok imunofluorescencie bol
negativny pri pouziti anti- CD 45. Dalej exprimovali antigény vieobecne akceptované ako
myogénne markery (desmin, aktin).

KPucové slova
Kostrovy sval, mezenchymové kmenové bunky, transmisna elektronova mikroskopia,
regeneracia srdca

Summary

In this paper, we tried to perform ultrastructural morphologic analysis of the cross-striated
skeletal muscle-derived mesenchymal stem cells of the rat. We have tried to bring forward
their assumed considerable potential for regenerative medicine. In the review part of this
article, we linked these cells with the modern therapy of the myocardial infarction. During the
morphological analysis, cultured, expanded and isolated cells showed all typical
characteristics — we were dealing with cells with extremely highlighted proteosynthetic
activity. Typical was large euchromatic nucleus of irregular shape with many deep notches

164



and with prominent nucleoli, responsible for production of rRNA. Presence of well developed
cisterns of rough endoplasmic reticulum, together with a large number of ribosomes were
another observation which informed us about ongoing proteosynthesis. Numerous lysosomes
and transport vesicules had revealed a lively interaction between the cell and external
environment. Moreover, given cells express CD34 and Sca-1, and were negative for CD45.
They were also positive for myogenic markers, including desmin and actin.

Key words
skeletal muscle, mesenchymal stem cell, transmission electron microscopy, heart
regeneration

Uvod

V prietne pruhovanom kostrovom svale u dospelych jedincov existuji dve populacie
kmenovych buniek — satelitové bunky a multipotentné mezenchymové svalové kmenové
bunky. Satelitové bunky st unipotentné, davaju zaklad myogénnej linii buniek, ktoré
zohravaju krucialnu ulohu pri regeneracii svalov [1, 2]. Multipotentné svalové kmefnové
bunky su, ako z nazvu vyplyva, schopné tvorit’ viacero roznych buniek s réznym osudom
a funkciou, apovazuji sa aj za prekurzor satelitovych buniek. Su vSak schopné
i kardiogénnej, chondrogénnej, osteogénnej, adipogénnej, neurogénnej diferenciacie, ktora
bola potvrdena ako in vitro tak aj in vivo [3, 4]. Teda, tieto bunky vykazuju obrovsky
potencial, ato nie len v regenerativnej medicine atkanivovom inZinierstve, ale aj
v toxikologickych stadiach, ako vhodny in vifro model pre skriningové toxikologické
vysetrenia a pre Stadium r6znych dejov na bunkovej urovni (5). Satelitové bunky sa po istom
obdobi euférie ukazali ako nevhodné pre pouzitie v myokarde, najmi pre ich arytmogénne
vlastnosti [4, 6, 7].

Pri infarkte myokardu ¢loveka dochadza priemerne k zaniku 1 miliardy kardiomyocytov. Aj
preto sa pozornost’ vedcov zameriava na oblast kmenovych buniek, ktoré by za urcitych
okolnosti mohli poskodenti svalovinu osidlit a obnovit' [8]. Aj ked mikroprostredie
poskodeného myokardu s vysokym obsahom cytokinov a zapalovych buniek sptsta vlastné
reparacné mechanizmy, tie nestaia na regeneraciu tkaniva srdcovej svaloviny , ad
integrum*. Jedinou moznou terapeutickou vol'bou mézu byt' prave kmenové bunky ziskané
z inych Casti tela pacienta [9]. Tieto somatické kmenové bunky st v sucasnosti povazované
za najvhodnejsicho kandidata pre klinicka aplikdciu v ramci regenerativnej mediciny, najmé
pre ich vysoku prolifera¢nt aktivitu po autolognej transplantacii [10]. NavySe tym, Ze tieto
bunky pochadzaju z tkaniv dospelych jedincov, filozofické, socidlne, etické, politické ani
nabozenské dovody nebrania ich vyuzivaniu [11].

Nizsie skiimame moznosti mezenchymovych kmenovych buniek ziskanych z kostrového
svalu pri terapii infarktu myokardu, resp. v procese regeneracie myokardu. Napriek ich
dolezitosti pozorujeme nedostatok odbornych prac zameranych na morfologicky popis a
sledovanie tychto buniek — ¢o podnietilo vznik tejto prace.

Material a metédy

Izolacia a kultivdcia

Mezenchymové svalové kmeniové bunky boli ziskané pri dodrzani sterilnych podmienok
z biopsie m. femoralis potkanov (Wistar potkan, dospely samci, n=10). Ziskané tkanivo bolo
natravené a scentrifugovana suspenzia bola prefiltrovana cez bunkové sitko s velkostou
pérov 70 pm (BD Falcon, USA). Po dalSich krokoch, detailne opisanych v nasej
predchadzajucej praci [12, 13], boli bunky naoCkované na Petriho misky a kultivované pocas
21 dni, pocas ktorych sme ziskali dostatoény poc¢et mezenchymalnych svalovych kmenovych
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buniek. V momente, kedy bunky dosiahli konfluenciu boli trypsinizované a pasdzované.
Bunky z poslednej pasaze boli vyuzité pri morfologickej analyze [12].

Morfologickad analyza

Hrub4 morfologia in vitro expandovanych kmenovych buniek bola kontinudlne, na dennej
baze sledovana inverovanym mikroskopom Zeiss Axiovert 100 pocas celej doby kultivacie.
Bunky nahodne vybrané na elekrénmikroskopicki analyzu boli enzymaticky natravené,
centrifugované a nasledne chemicky fixované. Zaujemcov o detailnejsi technicky popis nasho
postupu odkazujeme na nasu predchadzajicu pracu [14]. Takto pripravené preparaty boli
vhodné na elektronmikroskopické pozorvanie (FEI Morgagni TEM, Holandsko).

Bunky nadhodne vybrané na imunohistochemicku analyzu boli fixované studenym metanolom
pocas 1 minuty. Po tejto dobe boli pripravené na imunofluorescenciu s pouzitim protilatok
anti- alfa-aktinu a anti-dezminu (Dako Glostrup, Dansko), podl'a pokynov vyrobcu.

Pre fenotypicki analyzu sme pouzili prietokovi cytometriu. Bunky z tretej pasdze boli
analyzované prietokovym cytometrom Epics ALTRA (Beckman Coulter, USA). Boli
analyzované nasledovné povrchové markery: CD34, CD45 a Sca-1.

Vysledky a diskusia

V tejto Stidii boli mezenchymové svalové kmenové bunky ziskané z kostrového svalu
dospelych potkanov Wistar izolované a expandované v in vitro podmienkach. Bunkové
kultry boli kultivované metédou opakovaného vysievania - kvoli rozdielnej schopnosti
roznych bunkovych populacii adherovat’ na substrate [15-17]. Fibroblasty adheruju radovo
rychlejsie ako kmenové bunky. Volba tejto metoédy bola tiez zavisla na skutocnosti, Ze
bunky, izolované priamo z disociovanej suspenzie po fluorescenciou aktivovanom triedeni
buniek alebo magneticky aktivovanom triedeni buniek, vykazuji znizenu regeneracnu
schopnost’ [18].

Kmenové bunky zacinali proliferovat’ v malych koloniach. Po tyzdni az 10 diioch kultivacie
bunky dosiahli konfluenciu a boli pasazované kvoli prejavujiicemu sa fenoménu kontaktnej
inhibicie. Zaujimavostou je absencia lag fazy. Thned’ po adhézii sa tieto kmefniové bunky
zacali delit’ aich poCet narastal exponencialne. Stacionarnu fazu dosiahli po 7 dioch.
Rovnako tak dosiahli podobné vysledky ini autori v pracach zameranych na spravanie
kmenovych buniek rézneho pévodu, kultivovanych in vitro [19-21].

Prvé izolované kmefiové bunky boli vjednej osi predizené, vretenovité aZz polygonélne,
fibroblastom podobné bunky s niekol’kymi vybezkami. Aj pocas naslednej kultivacie
a pasazovania si zachovali tato tvarovia morfologiu. Elektronogramy z transmisného
elektronového mikroskopu ukazali morfologické obrazy vystupiiovanej proteosyntézy -
lalo¢naté obrovské jadro s prevahou euchromatinu a velkym jadierkom (Obr. 3) alebo
niekolkymi  jadierkami  kompaktného typu abohatym  zastupenim  drsného
endoplazmatického retikula v cytoplazme (Obr. 2) - a aktivnej vymeny latok s vonkajSim
prostredim - velké aglomeracie lyzozoémov a tukovych kvapdciek spolu s pocetnymi
transportymi vezikulami (caveolae) nachadzajucimi sa tesne pod plazmatickou membranou
(Obr. 1). Na bunkach sa dalo pozorovat’ rozne mnozstvo mikroklkov a drobnych filopddii,
ktoré boli zodpovedné za prilnutie bunky k substratu (in vitro) (Obr. 4).

Vysledky ziskané z imunohistochemickej analyzy vypovedajii o produkcii alfa-aktinu
adezminu v tychto bunkich. Pozitivita na tieto antigény potvrdzuje schopnost’
mezenchymalnych svalovych kmenovych buniek zalozit’ myogénnu bunkovi liniu [22].
Prietokova cytometria ukazala, Ze vyizolované a spasazované kmenové bunky exprimuju CD
34 a Sca-1, naopak, st negativne na CD 45. Tento vysledok zvysuje istotu, ze sme pracovali
s mezenchymalnymi kmeniovymi bunkami [23] pévodom z prie¢ne pruhovaného svalu [24],
i ked’ by bol vhodny skrining i d’alsich povrchovych markerov.
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Regenerdcia myokardu

Idealnym vysledkom regenerativnej kardiologie by bolo dosiahnutie osidlenia chronicky
poskodenej srdcovej svaloviny somatickymi kmenovymi bunkami, ich transformacia na
funkéné kardiomyocyty, lokalna regeneracia poskodenych tkaniv a opitovné vytvorenie
elektrofyziologicky plnohodnotného srdca [25, 26].

Pre dosiahnutie tohto ciel’a sa v recentnej literatire extenzivne skimaju moznosti kmenovych
buniek, ziskanych z prieéne pruhovaného svalu [27], ale iiné somatické kmenové bunky,
ziskané napr. z kostnej drene [28-31] alebo priamo zo srdca [31-34].

Avsak, funkéné zlepSenia pozorované v takmer vsetkych pripadoch boli kratkodobé a
klinické $tudie ukazali, Ze z dlhodobého hl'adiska neexistujii ziadne relevantné rozdiely
medzi infarktom myokardu s transplantovanymi kmeniovymi bunkami a infarktom bez tychto
buniek [35]. Stale teda plati, ze vzhladom na skromné uspechy a dosial’ neuspokojiva
efektivitu regenerativnej terapie infarktu myokardu v praxi [36], je pre uspech nutny nejaky
bezprecedentny a koncepéne novy pristup, ktory vyberie optimalnu bunkovu liniu, ktorej
vhodna batéria vlastnosti by zvysila magnitadu a kvalitu myokardialnej restitacie [31, 37].
Z nasho pohladu by do mnoziny moznych kanditddov mali isto byt zaradené (a aj su)
i mezenchymadlne kmenové bunky z prie¢ne pruhovaného svalu, nakolko v predkladanej
preliminarnej praci tieto bunky splnili vietky morfologické podmienky na ne kladené. Co
viac, nedavne Studie [38-40] naznacuju, ze kmenové bunky z kostrovej svaloviny maju
schopnost’ kardiogénnej diferenciécie in vitro a in vivo. Ich obrovsky vyznam v parakrinnej
signalizacii pomahajticej sebaobnove myokardu inou cestou je takisto nepopieratelny [41,
42]. Tieto bunky, po vyrieSeni problémov s aplikaciou buniek do postihnutého myokadu, ¢o
vyriesia zrejme metody tkanivového inZinierstva [43, 44], mézu zohravat’ kl'a¢ovu tilohu pri
prekonavani aktudlnych nelichotivych vysledkov a v buducnosti zvysit u€innost’ terapie
srdcového zlyhania [17, 45].
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Obrazova priloha

Obr. 1: Originalne zvéac¢Senie 36.000x — detail na transportné kaveoly ($ipky) v kmenovych
bunkach.

Obr. 2: Origindlne zvicSenie 7.100x — prehladny obrazok celej kmeiiovej bunky.
V cytoplazme vidiet' lipidové kvapdocky (1), ako aj zrniecka glykogénu (2) a lyzozomy (3).
Hojny je aj vyskyt cisterien drsného endoplazmatického retikula v cytoplazme (4). Jadro (5),
jadierko (6).

Obr. 3: Originalne zvécsenie 18.000x — detail na euchromatické jadro s pocetnymi zdhybmi
(1) a napadnym jadierkom (2).

Obr. 4: Origindlne zvacsenie 11.000x — filopddie sluziace k uchyteniu na podklad Petriho
misky (1)
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ZAPALOVE OCHORENIE CREVA A OXIDACNY
STRES

(Inflammatory bowel disease and oxidative stress)
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Suhrn

Crohnova choroba je chronické zapalové ochorenie ¢reva s nejasnou etiologiou. Medzi
faktory, ktoré zohravaju ilohu v patogenéze ochorenia patri aj oxidacny stres. Do stadie bolo
zaradenych 69 deti s diagndzou Crohnova choroba, 34 deti s diagnoézou ulcerézna kolitida a
17 zdravych kontrol. Pacienti s Crohnovou chorobou mali oproti kontrolam nizsiu aktivitu
superoxiddismutazy, glutationperoxidazy a paraoxonazy 1, zvySenu aktivitu katalazy, zniZzent
celkovu antioxida¢nu schopnost’ a zvySené oxida¢né poskodenie DNA. Pacienti s ulceré6znou
kolitidou mali oproti kontroldm znizent aktivitu superoxiddismutdzy, zvySenu aktivitu
kataldzy a zvySené oxidacné poSkodenie DNA. V skupine pacientov s Crohnovou chorobou
sme pozorovali rozdiely v redoxnom statuse v zavislosti od zapalu. Kalprotektin dobre
odzrkadloval zapal — bol zvyseny ako u pacientov s Crohnovou chorobou, tak aj s ulcer6znou
kolitidou. Je to vhodny marker zapalu pre klinicka prax.

KPucové slova
Crohnova choroba, ulcerdzna kolitida, oxidacny stres, zapal, kalprotektin

Summary

Crohn disease is chronic inflammatory disease with unclear etiology. Factors that play a role
in the pathogenesis of the disease include the oxidative stress. The study included 69 children
with diagnose Crohn disease, 34 children with diagnose ulcerative colitis and 17 healthy
controls. Patients with Crohn's disease compared to control had lower activity of superoxide
dismutase, glutathione peroxidase and paraoxonase 1, increased catalase activity, decreased
total antioxidant capacity and increased oxidative DNA damage. Patients with ulcerative
colitis compared to control had reduced activity of superoxide dismutase, increased activity of
catalase and increased oxidative DNA damage. In the group of patiens with Crohn disease we
observed diferencies in the redox status depending on the inflamation. Calprotectine well
reflected inflammation - was evelated as Crohn's disease as well as ulcerative colitis and
correlated with CRP and Paediatric Crohn's Disease Activity Index. It is a good marker of
inflammation for clinical practice.

Key words
Crohn disease, ulcerative colitis, oxidative stress, inflammation, calprotectine
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Uvod

Zapalové ochorenie c¢reva (IBD) je neSpecifické chronické zapalové ochorenie.
Najznamejsimi formami IBD st Crohnova choroba (CC) a ulcerézna kolitida (UK). Pric¢ina
vzniku IBD nie je uplne objasnend. V tuvahu pripadd viacero faktorov: geneticke,
imunologické, a environmentalne. Symptémy ochorenia zahriluji abdomindlnu bolest’,
hnacku, stratu hmotnosti, zakrpateny rast deti, anorexiu, krv v stolici a horacku.

Vo viacerych $tadiach sa pozorovala Statisticky vyznamna koreldcia medzi zavaznost'ou
symptomov CC a markermi oxidacného stresu. Aktivita ochorenia napr. koreluje s celkovou
antioxida¢nou schopnostou a s lipoperoxidaciou. Rozne oxidovadla, ako napr. H,O, dokazu
indukovat klinické, aj histologické prejavy CC. Reaktivne metabolity kyslika (RMO) dokazu
dezintegrovat’ ¢revny epitel a zvySovat' permeabilitu sliznice ¢revnej steny (1). Dokonca aj
pacienti v kl'udovej fdze CC, ako aj 40 % ich pribuznych v prvom stupni, ma zvySena
permeabilitu ¢reva bez pritomnosti akttneho zapalu. To znamend, Ze oxidaény stres
predchadza zapalu a vyluéuje moznost, ze by reaktivne metabolity boli len vedlaj$imi
produktmi zapalovych procesov. Oxidacny stres pravdepodobne zohrava ulohu v patogenéze
IBD. Méze byt manifestovany posSkodenim lipidov, proteinov a DNA. Niektoré produkty
oxidaéného poskodenia povazujeme za markery OS.

Aktivna IBD je charakteristicka perzistentnou infiltraciou neutrolfilov do postihnutej oblasti
¢reva a zvySenou aktivitou cyklooxygenazy. Fagocytujice bunky izolované z reva pacientov
s IBD (ako CC, tak aj UK) vo zvySenej miere produkuji RMO. U pacientov s IBD sa
pozoruje znizenie hladiny vitaminu C a E v krvi a nizka aktivita antioxida¢nych enzymov
Cu/Zn-SOD a katalazy ako aj znizenad hladina beta-karoténu v ¢reve (2). ZvySenie OS sa
pozoruje nie len v aktivnej fdze ochorenia, ale aj v remisii (3, 4).

Ciselné hodnotenie stavu a aktivity ochorenia CC (nie UK) udeti vyjadruje PCDAI
(Paediatric Crohn’s Disease Activity Index - pediatricky index aktivity Crohnovej choroby).
PCDAI existuje v tzv. plnej a skratenej forme (5, 6, 7). Skore skratenej formy PCDAI < 10
predstavuje neaktivne S$tddium ochorenia, hodnoty > 30 predstavuju zavazné Stadium
ochorenia.

Cielom prace bolo zistit' vzt'ah medzi zapalom a OS a priebechom ochorenia u pacientov
s IBD v remisii a zistit’ ¢i st rozdiely vo vzt'ahu medzi OS a zapalom u jednotlivych foriem -
CC aUK. Tiez sme zistovali vhodnost pouzitia nového markera zapalu (kalprotektin)
v diagnostike IBD.

Material a metédy

Pacienti: Do stidie sme zaradili 103 detskych pacientov: 69 deti s diagnézou CC a 34 s
diagnézou UK. Kontrolnu skupinu tvorilo 17 zdravych deti. Do projektu sa zaradili pacienti s
diagnostikovanou CC a UK v §tadiu remisie s udrziavacou terapiou imunosupresorom
Imuranom (azatioprin [6-(1-metyl-4-nitro-imidazoltio)-purin]) alebo tiez pacienti, ktori
nevyzadovali udrziavaciu liebu Imuranom. Stadia bola schvalena Etickou komisiou
Lekarskej fakulty Univerzity Komenského v Bratislave.

Stanovenie biochemickych parametrov: koncentracia zakladnych biochemickych parametrov
sa stanovila na automatickom analyzatore COBAS Integra 800 (Roche, Svajdiarsko) s
pouzitim diagnostickych setov od firmy Roche (Svajéiarsko). Koncentracia vysoko citlivého
CRP sa stanovila v sére imunochemickym analyzatorom Vistor 5.1 Fusion Vitroc 5600
(Assist Company, Slovensko).

Stanovenie  aktivity  antioxidacnych  enzymov: Na stanovenie aktivity Cu/Zn-
superoxiddismutdzy sa pouzil set ¢. 19160 od firmy Fluka. Aktivitu SOD sme vyjadrili v
U/mg hemoglobinu. Aktivita kataldzy sa stanovila podl'’a metédy Bergmeyera (8) a vyjadrila v
pkat/mg hemoglobinu. Na stanovenie aktivity glutationperoxidazy sa pouzil set ¢. CGP1 od
firmy Sigma-Aldrich. Aktivitt GPX sme vyjadrili v U/g hemoglobinu. Hemoglobin sme
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stanovili Drabkinovou metddou a mnozZstvo hemoglobinu sme vyjadrili v g/l. Celkovy
antioxida¢ny stav sme stanovili podla Re a kol. (9) a vyjadrili v mmol Troloxu/l.

Stanovenie markerov oxidacného poskodenia: lipoperoxidy v sére sa stanovili podla El-
Saadani a kol.(10). Koncentraciu lipoperoxidov sme vyjadrili v nmol/ml. Produkty pokrocilej
oxidacie proteinov sme stanovili spektrofotometricky a vyjadrili v umol/l.

Stanovenie kalprotektinu: Na extrakciu a stanovenie kalprotektinu sme pouzili set ¢&.
CALO0100 (NovaTec Immundiagnostica GmbH, Nemecko). Koncentraciu kalprotektinu sme
vyjadrili v pg/g stolice.

Statistické analyza: na $tatistické spracovanie Gdajov sme pouzili program StatsDirect”
v.2.3.7. (StatsDirect Sales, Sale, Velka Britania). Normalne rozdelenie dat sme overovali
pouzitim Shapiro — Wilkovho testu. Normalne rozdelené data sme vyjadrili ako priemer + SD
a data, ktoré vykazovali odchylku od normality sme vyjadrili ako median s interkvartilovym
rozpitim (1. a 3. kvartil). Statisticki vyznamnost’ dt s normalnym rozdelenim sme overovali
Studentovym t-testom. Na ostatné data sme pouzili Mann—Witneyho test. Na overenie
rozdielov v skore PCDAI v roéznom c¢ase sme pouzili neparametricky Friedmanov test a
potvrdili permuta¢nym testom. Pre $tidiu sme pocitali s hladinou Statistickej vyznamnosti p <
0,05.

Vysledky
Zakladné charakteristiky suboru pacientov su uvedené v Tab. 1.

Fyziologické
Parameter hodnoty Kontroly (K) CC UK
Vek - 14,07 (12-18) 14,56 (9-19) 15,40 (3-19)
M:F - 6:9 37:32 16 : 17
PCDAI <10 - 8,37 £ 6,35 -
CRP [mg/l] 0-10 1,21+ 1,15 10,83 +13,26° | 1,72+2,85%*
DAO [U/ml] >10 9,61 +2,82 8,08 £3,67° 14,74 £ 11,57

skesksk

Fekilny 0- 50 19,05 7(523’29 [ 247,81 #%
kalprotektin [pg/g] (0,00 - 23,77) 1226 62) (57,54 - 804,23)

Tab. 1 Zakladna charakteristika sledovaného stiboru pacientov

Vsetky hodnoty su vyjadrené ako priemer + SD okrem kalprotektinu, ktory je vyjadreny ako median s 1Q
rozpétim (Q1-Q3; 25-75%), BMI — index telesnej hmotnosti, CRP — vysoko citlivy C-reaktivny protein, F —
zeny, M — muzi, PCDAI — pediatricky index aktivity Crohnovej choroby, *** —p < 0,001 CC/UK vs. kontroly ; A
—p < 0,05 CC vs. UK, AAA — p < 0,001 CC vs. UK; o — p = 0,060 CC vs. kontroly; * — p = 0,076 CC vs.
kontroly; n pre CC = 69, n pre UK = 34, n pre Kontroly = 17.

Zaznamenali sme signifikantne vys$iu hladinu kalprotektinu u CC aj UK oproti kontrolam
a zaroven sme pozorovali, Ze kalprotektin je u CC signifikantne vyssi ako pri UK. Na hranici
Statistickej vyznamnosti sme pozorovali zvySenu hladinu vysoko citlivého C-reaktivneho
proteinu u CC oproti kontrolam (Tab. 1).

U oboch zéapalovych ochoreni ¢reva sme pozorovali oproti kontroldm vyznamné znizenie
aktivity SOD (Obr. 1A) a vyznamné zvysenie aktivity KAT. Zaroven u UK bola aktivita KAT
vyznamne vysSia ako u CC (Obr. 1B). U CC sme pozorovali signifikantné znizenie aktivity
GPX (Obr. 1C) a arylesterazovej aktivity paraoxonazy (Obr. 1D). Pozorovali sme vyznamne
znizent celkova antioxidaéni schopnost’ krvného séra (Obr. 2A) avyznamne zvySené
percento jednovlaknovych zlomov DNA v lymfocytoch u oboch typov zapalového ochorenia
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Obr. 1 Aktivity antioxida¢nych enzymov.

CC — Crohnova choroba, GPX — glutationperoxidaza, KAT — katalaza, Hb — hemoglobin, PON1 — arylesterazova

aktivita paraoxonazy, SOD — Cu/Zn-superoxiddismutaza, UK — ulcerdzna kolitida, * — p < 0,05 CC/UK vs.

kontroly, ** —p < 0,01 CC/UK vs. kontroly, *** —p < 0,001 CC/UK vs. kontroly, A—p <0,05 CC vs. UK, n pre
CC =69, n pre UK = 34, n pre Kontroly = 17.
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¢reva (Obr. 2B). U hladin markerov oxidacného poSkodenia — lipoperoxidov a produktov
pokrocilej oxidécie proteinov sme nezaznamenali vyznamny rozdiel oproti kontrolam (Obr.
2C,D).

Diskusia

V ramci tejto Studie sme stanovili novy progresivny marker zapalovych ochoreni — fekalny
kalprotektin a markery antioxidatného statusu a oxidacného stresu udeti s Crohnovou
chorobou a ulceréznou koitidou. Pozorovali sme nerovnovahu v aktivitdich antioxidacnych
enzymov a zvySené oxidaéné poskodenie DNA.

Kalprotektin je protein produkovany neutrofilmi. ZvySené koncentracie Kalp v stolici boli
detegované u pacientov s kolorektdlnym karcindomom, zéapalovym ochorenim creva
a bakterialnou infekciou v GIT. U pacientov s CC (u deti aj u dospelych) sa pozorovalo
vyznamné zvysenie koncentracie fekalneho kalprotektinu v porovnani so zdravymi jedincami
(11). Kalprotektin patri medzi nové progresivne markery zapalovych ochoreni. Jeho hladina
v stolici dobre odraza uroven zapalu, nakol'ko koreluje s CRP ako u Crohnovej choroby, tak
aj uulcerdznej kolitidy. Zaroven koreluje s CRP aj v ramci zapalového ochorenia ako celku
(CC + UK)(12). Nase vysledky potvrdzuji doterajSic zistenia a predpoklady vyuzitia
kalprotektinu ako neinvazivneho klinického markera aktivity ochorenia (13, 14, 15) nie len
v aktivnej faze ochorenia, ale aj v jeho remisii.

Oxidacny stres je jeden zhlavnych faktorov patogenézy zapalového ochorenia Creva.
Predpoklada sa, Ze mechanizmus pdsobenia oxidaéného stresu v patogenéze CC a UK je
rozdielny (16, 17, 18), o ¢om svedcia aj nase vysledky. Pozorovali sme znizenie aktivity SOD
a TAS u pacientov s CC a UK a oproti kontrolam, kym aktivita GPX a PON1 boli vyznamne
znizené len u pacientov s CC. Na druhej strane aktivita KAT je vyznamne zvySena u oboch
ochoreni. Statisticky vyznamny rozdiel pozorujeme aj medzi CC a UK. ZniZenti celkovu
antioxidacnu schopnost’ séra u pacientov s CC aj UK pozorovali aj Koutrobakis a kol. (19).
Na druhej strane z markerov oxidaéného poskodenia bolo vyznamne zvysené len oxidacné
poskodenie DNA, kym hladina LP a AOPP nebola zmenena.

Predpoklada sa, ze OS priCinne stvisi so zapalovymi procesmi ochoreni a nie je iba ich
nasledkom (1). I ked boli vSetci pacienti zaradeni do $tudie v §tadiu remisie ochorenia (podl'a
PCDAI), signifikantne zvySené hladiny CRP a fekalneho kalprotektinu naznacuju
pretrvavanie zapalového procesu. To je v sulade s pozorovanim, ze pacienti v aktivnej faze
ochorenia maju zvySenu hladinu LP, kym pacienti vremisii maju tieto parametre
porovnatené so zdravymi kontrolami (19, 20). V pripade aktivit antioxidacnych enzymov
v erytrocytoch nie su udaje z literatury jednoznacné. V aktivnej faze CC pozorovali Krzystek-
Korpacka akol. (21) znizenie aktivity KAT a GPX, avSak expresia SOD bola zvysena.
Aktivity KAT a GPX boli nepriamo umerné aktivite ochorenia. Anémia sposobila redukciu
aktivity KAT. Phylactos a kol. (22) pozorovali znizenie aktivit SOD a GPX. Na rozdiel od
nich, ini autori (23, 24) pozorovali zvySenie aktivity GPX upacientov s CC. Aktivity
antioxidaénych enzymov nemdzu byt interpretované nezavisle od stanovenia markerov
oxidacného poskodenia organizmu. My sme pozorovali znizenie vnutrobunkovej
antioxidacnej ochrany prostrednictvom znizenej aktivity SOD a GPX. Negativna korelacia
medzi SOD resp. TAS a Kalp, ako aj medzi GPX resp. TAS a PCDALI potvrdzuje kauzalnu
Gicast’ OS nie iba v akitnej faze ochorenia, ale aj v $tadiu remisie ochorenia (12). Dalsi autori
pozorovali pozitivne korelacie medzi aktivitou ochorenia a lipoperoxidaciou (19).

Stadii zameranych na zapalové ochorenie &reva v remisii sa doteraz nerealizovalo vela.
Vicsinou sa realizovali Stadie porovnavajuce pacientov v aktivnej faze ochorenia
s kontrolami a menej porovnavajice aktivnu fazu ochorenia s fazou remisie.
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Zaver

Crohnova choroba ako aj uclerozna kolitida v remisii si spojené so zvySenym oxidaénym
stresom, pri¢om mechanizmus pdsobenia oxidacného stresu v patogenéze Crohnovej choroby
a ulcerdéznej kolitidy je rozdielny. U pacientov s Crohnovou chorobou zmeny redoxného
statusu suvisia so zapalom, pricom vhodna doplnkova ,antioxidacna terapia“ by mohla
zmiernit' prejavy ochorenia. Kalprotektin je vhodny marker zapalového procesu a aktivity
Crohnovej choroby a ulcerdznej kolitidy. Stanovenie fekalneho kalprotektinu u pacientov so
zépalovym ochorenim ¢reva by bolo vhodné zaviest’ do rutinnej klinickej praxe.

Iv’od’akovanie 5
Stadiu finan¢ne podporili: MZ SR 2007/16-UK-01, MS SR VEGA 1/4310/07 a VEGA
1/0224/08 a Rozum a zdravie, obCianske zdruZenie.
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Suhrn

V mnohych ochoreniach pecene zohrava doleziti Glohu oxidaény stres. Prirodné polyfenoly
maju vdaka svojej chemickej Strukture schopnost’ vychytavat' vol'né radikaly a zaroven su aj
schopné interagovat’ s dolezitymi enzymami zucastiujiicimi sa na udrzani oxido-redukénej
rovnovahy v organizme. Tetrachlormetdn (CCly) vyvolava poskodenie pecene, ktorého
mechanizmus prebieha cez vyvolanie oxidacného stresu masivnym narastom volnych
reaktivnych radikalov vznikajucich pri biotransformacii tejto latky (1). Takyto model sme
pouzili na vyvolanie oxidacného stresu vediceho k poskodeniu pecene a naslednym
podéavanim extraktu z kory borovice Pinius Pinaster - Pycnogenolu (Pyc; 50 mg/kg hmotnosti
na den) sme sa chceli presvedCit’ o schopnosti prirodnych polyfenolov prispiet’ k regeneracii
pecene po 5 tyzdiiovom podavani CCly (1 ml/kg hmotnosti, 2x tyzdenne). Vplyv polyfenolov
sme sledovali jednak na zmendch morfologického obrazu pecene ale aj na zmenach aktivit
pecenovych antioxidaénych enzymov (SOD, GPx, CAT). Po podani tetrachlormetanu sme
zaznamenali narast steatdozy afibrozy v tkanive, zvicSenie peCene zobrazil narast
hepatosomatického indexu. Poskodenie pecene sa prejavilo aj poklesom aktivit vSetkych
sledovanych pecenovych antioxidaénych enzymov. Po 5 tyzdilovom podavani Pyc
v regeneracnej faze sa vsetky sledované parametre vracali k hodnotam v kontrolnej skupine.
Rovnaké zmeny v hodnotach vsetkych parametrov boli zaznamenané aj v skupine, kde
v regeneracnej faze bola podavana len voda. Nase vysledky ukazali, ze Pyc v davke 50 mg/kg
hmotnosti, napomdha v regeneracnej faze po poSkodeni CCly obdobne ako voda, teda
prioritnt ilohu v tomto procese zohrava samotna schopnost’ pe¢ene regenerovat’ sa.

KPuacové slova
Polyfenoly, CCls, SOD, GPx, CAT, steatoza, fibroza

Summary
Oxidative stress plays an important role in many diseases of the liver. Natural polyphenols
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through their chemical structure have the ability to scavenge free radicals and they are also
able to interact with important enzymes which are taking part in the maintaining of the oxido-
reductive balance in the body. Carbon tetrachloride (CClsy) induces liver damage, the
mechanism of which runs through the induction of oxidative stress with massive increase of
free radicals, which are resulting from the biotransformation of this substance (1). This model
was used to induce oxidative stress leading to liver damage and subsequent administration of
the extract from pine bark Pinius Pinaster - Pycnogenol (Pyc; 50mg / kg body weight per
day), we wanted to ascertain the ability of natural polyphenols contribute to liver regeneration
after 5 weeks of administration of CCly (1 ml / kg of weight, 2x a week). Effect of
polyphenols we watched both by the morphology changes of the liver but also on changes in
activities of liver antioxidant enzymes (SOD, GPx, CAT). After administration of carbon
tetrachloride, we recorded an increase of steatosis and fibrosis in the tissue, liver enlargement
was represented by the growth of hepatosomatic index. Liver damage was reflected in a
decrease in all monitored activities of liver antioxidant enzymes. After 5 weeks of dosing Pyc,
all endpoints returned to the values of the controls. The same changes in the values of all
parameters were recorded also in the group, which in the recovery phase has been
administered only water. Our results showed that the 50 mg dose Pyc / kg of weight, assists in
the recovery phase following injury CCls analogously to the water and that the primary
objective playing in this processes is the ability of liver to regenerate.

Key words
Polyphenols, CCly, SOD, GPx, CAT, steatosis, fibrosis

Uvod

Pozitivny vplyv roéznych prirodnych polyfenolov pri ochoreniach pecene potvrdili viaceré
stadie. Napriklad extrakt z Hibiscus sabdarifa v $tadii s 36 pacientmi obmedzil akumulaciu
tuku a obezitu a zlepsil stav pecenovej steatézy (2). Japonski autori odporucaju ako stcast’
terapie hepatitidy C zvysit’ prijem polyfenolov (kava, ¢aj) (3).Zvysend konzumaécia (nad 2
Salky/den) kavy redukovala fibrozu pri chronickych poSkodeniach pecene (4). Konzumacia
kavy sa ukazala ako redukujica riziko hepatocelularneho karcindému nezavisle od jeho
etiologie (5).

Aj pri akitnom poskodeni pecene, ako je tomu pri intoxikacii Muchotravkou zelenou
(Amanita phalloides), sa v retrospektivnej stadii na 205 pacientoch potvrdilo zvySené
prezivanie po podani Silybinu- extraktu zo Silybum marianum (6), ktory sa ako antidotum stal
sucastou terapie tychto otrdv. Svoje hepatoprotektivne uCinky preukazal i v $tadii s detmi
s leukémiou, ktoré podstupili chemoterapiu, kde po 28 dnovom podavani doslo k Giprave
zvySenych hepatalnych parametrov (7). K zmierneniu poskodenia pecene doslo po jeho
podavani taktiez u 85 pacientov s chronickou hepatitidou (8).

Pycnogenol ako zmes prirodnych polyfenolov uz vo viacerych pracach preukazal svoje
antioxida¢né schopnosti (9) a pozitivne pésobenie pri roznych ochoreniach (10,11).

Material a metédy

Potkany kmena Wistar (samce, vaha 330 - 380 g, vek 5-6 tyzdiov, chované pri konstantne;j
teplote 22 + 2°C, standardny 12 hodinovy cyklus svetla a tmy, voda a strava ad libitum) boli
randomizovane rozdelené do 4 skupin: skupina K - kontrolnd dostavala Standardnt stravu
(kompletna diéta pre laboratérne potkany a mysi: KKZ-P/M (reg. no 6147)), skupina C5 -
potkany dostavali 5 tyzdilov CCly (Centralchem s.r.o, SR) i.p. vdavke Iml/kg hmotnosti
v 50% roztoku CCly v olivovom oleji (VULM SK s.r.o, SR) kazdy druhy den, skupina C5P5
dostavala 5 tyzdiiov CCl, a nasledovnych 5 tyzdiov im bol podany Pycnogenol (Horphag
Res. Ltd., Zeneva, Svajéiarsko) v davke 50mg/kg hmotnosti na def, cestou gavage. Skupina
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C5HS5 - po 5 tyzdhoch podavania CCly bola zvieratim nasledovnych 5 tyzdiov podavana
voda cestou gavage. Skupina K bola pre vyrovnanie podmienok vsetkych experimentalnych
skupin vystavena obdobnému stresu ako ostatné skupiny (podavanie olivového oleja/vody).
Po skonceni experimentu bola zvieratdm v anestéze (sodium pentobarbital, i.p. 60 mg/kg, vo
forme 10% roztoku) odobrana pecen a krv. VSetky vzorky boli uskladnené pri -80 °C. V 10 %
homogenatoch pecene boli stanovené aktivity jednotlivych enzymov. SOD (Cu/Zn SOD bola
stanovena komer¢nym kitom Sigma, Nemecko pouzitim bovine Cu/Zn-SOD ako Standardu,
aktivita sa vyjadrila ako U SOD/mg proteinov). GPx bola stanovend nepriamo komerénym
kitom (Sigma-Aldrich, USA). Zmeny absorbancie boli zaznamenané spektrofotometricky pri
340 nm. Aktivita GPx sa vyjadrila v pkatal/mg proteinov. Aktivita KAT bola stanovena podl'a
Bergmeyera (12). V rezoch pefene (4um, pravy lalok) bola farbenim hematoxylinom
aeozinom morfometricky stanovena plocha makrovezikularnej steatézy a farbenim
picrosiriusovou ¢ervenou modifikovanou podl'a Dolber a Spach (1993) plocha kolagénového
véziva. Vysledky st vyjadrené ako pomer plochy steatozy resp. fibrozy voci celkovej ploche
rezu. Rezy boli analyzované pomocou mikroskopu Leica DM 200 (Leica Nemecko)
s pouzitim morfometrického softvéru ImageJ (13). Z pomeru hmotnosti pe¢ene k celkovej
hmotnosti bol stanoveny hepatosomaticky index.

Koncentracia proteinov v homogenatoch bola stanovena spektrofotometricky pouzitim
Lowryho met6dy(14).

Vysledky
K C5 C5P5 C5H5
Hepatosomaticky 0,030 0,039 0,032 0,032
n 8 13 8 12
SD 0,002 0,005 0,002 0,003
SEM 0,001 0,001 0,001 0,001
T-test K/C5 C5/C5P5 C5/C5H5
0,0005 0,0061 0,0030
C5P5/ C5H5
0,7144
Fibréza (%) 99,99 595,32 407,67 445,03
n 7 13 7 12
SD 65,175 455,648 243,580 255,133
SEM 24,634 126,374 92,065 73,651
T-test K/C5 C5/C5P5 C5/C5H5
0,0112 0,3276 0,2266
C5P5/ C5H5S
0,7582
Makrovakuoliarna 0,730 4351 0,318 0,464
n 7 13 7 12
SD 0,898 3,023 0,350 0,482
SEM 0,340 0,839 0,132 0,139
T-test K/C5 C5/C5P5 C5/C5H5
0,0067 0,0027 0,0004
C5P5/ C5H5
0,4938

Tab.1 Histologicko fyziologické parametre pecene
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Po 5 tyzdnovom toxickom posobeni CCly doslo k zmenam vo velkosti a Strukture peceniového
tkaniva. Hepatosomaticky index Statisticky vyznamne vzrastol. Obdobne sme zaznamenali aj
narast steatdzy a fibrozy v tkanive. V regeneratnej faze podavanie Pyc Statisticky vyznamne
zleps$ilo hepatosomaticky index aj steatdozu peceniového tkaniva. Pokles podielu kolagénu ako
prejav fibrotickych zmien sice bol zaznamenany po 5 tyzdioch podavania Pyc, ale tento
pokles bol len mierny a nebol statisticky vyznamny (Tab 1.). Obdobné zmeny parametrov sme
pozorovali aj u skupiny, ktorej bola v regeneracnej faze podavana voda (C5HS). Rozdiely
medzi skupinami C5H5 a C5HS neboli $tatisticky vyznamné.

K C5 C5P5 C5H5
n=8 n=13 n=8 n=12
GPX U/mg prot) | 10911,780 | 6243,106 | 11360,264 11105,637
SD 3664,909 | 1525,385 | 3583,043 3500,706
SEM 1295,741 423,066 1266,797 1010,567
T-test K/C5 C5/C5P5 C5/C5H5
0,0006 0,0004 0,0001
C5P5/ C5H5
0,8763
CAT (ukat/g 20,736 7,720 17,342 18,077
SD 3,951 3,714 2,897 5,164
SEM 0,868 1,337 0,696 1,215
T-test K/C5 C5/C5P5 C5/C5H5
0,0000 0,0000 0,0000
C5P5/ C5HS
0,7203
SOD (U/mg prot) 517,114 243,358 511,815 497,186
SD 71,156 68,708 137,636 112,444
SEM 25,157 19,056 48,662 35,558
T-test K/C5 C5/C5P5 C5/C5H5
0,0000 0,0000 0,0000
C5P5/ C5H5
0,8069

Tab.2 Aktivity antioxida¢nych enzymov v homogenatoch pecene

Po zatazi s CCly bol pozorovany Statisticky vyznamny pokles aktivity sledovanych
antioxida¢nych enzymov SOD, GPx, KAT. (Tab 2.). Po podavani Pyc v regeneracnej faze sa
aktivity enzymov Statisticky vyznamne vracali k hodnotam aktivit v kontrolnej skupine. Aj
tieto parametre sa v skupine s podavanou vodou spravali rovnako, teda Statisticky vyznamne
sa vracali k hodnotam v kontrolnej skupine. Medzi oboma skupinami C5P5 a C5HS navzajom
neboli §tatisticky vyznamné rozdiely.

Diskusia

Z reSerSe v dostupnych databazach sa ukazalo, Zze malo prac sa venuje skumaniu schopnosti
prirodnych l1atok napomahat’ v regeneracnej faze. A to aj napriek tomu, Ze prave tento model
je v medicinskej praxi najéastejsi, teda po negativnom zasahu do organizmu treba znova
nastolit’ rovnovahu a liecebnymi postupmi nastolit’ stav ¢o najblizsi stavu poévodnému -
“zdraviu®.

Nase vysledky poukazujii na vyznamnu ulohu usporiadania experimentu v interpretacii
hepatoprotektivnych vlastnosti prirodnych latok. Nestretli sme sa s pracami s obdobnym
usporiadanim, aké sme mali v nasom pokuse, vd¢Sinou sa podavali toxické latky alebo
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polyfenoly jednorazovo. Napriklad v stadiach (15, 16, 17, 18) bol hodnoteny u¢inok
suplementacie prirodnymi polyfenolmi po poSkodeni pefene vyvolanom len jednorazovym
alebo kratkodobym podéavanim toxickej latky. V niektorych pracach sa hodnotil ucinok iba
voci kontrole/zatazovej skupine bez liecby (15 ,19), ¢im sa nezohladiiovala spontanna
regeneracia tkaniva.

Nase vysledky vytvaraju priestor na diskusiu sinymi publikdciami o zaveroch
hepatoprotektivneho uéinku Pyc v rdéznych zatazovych situaciach (16, 19), ako aj pri
intoxikacii s CCly (17, 18).

Zaver

V regeneracnej faze po 5 tyzdnovej intoxikacii s CCls je posobenie prirodného
polyfenolového extraktu Pyc v ddvke 50 mg/kg hmotnosti na deii, na Girovni pdsobenia vody.
Dominantné st pochody samotnej regeneraénej schopnosti pecene. Napriek nasim vysledkom
polyfenoly mézu byt napomocné v procese regeneracie, ale tato ich schopnost’ zavisi od
stupna zavaznosti poskodenia peceniového tkaniva pripadne od davky a Specifického zlozenia
jednotlivych polyfenolovych pripravkov.
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Sihrn

Pacienti s chronickym ochorenim obli¢iek (CKD) podstupujuci hemodialyzu st vystaveni
konstantnému oxidacnému stresu. Primarne pric¢iny vzniku CKD moézu byt rdzne, ale
navzajom moézu byt prepojené prostrednictvom drdh regulovanych oxidatnym stresom a
chronickym zépalom. Preto je potrebné neustdle definovat signalne drahy spojené
soxidatnym  stresom zdovodu cielenej antioxidacnej terapie v kombindcii
s polyfarmakoterapiou. Preto cielom nasej prace bolo stanovit’ a porovnat’ mieru oxidaéného
stresu u pacientov s chronickou tubulointersticidlnou nefritidou, glomerulonefritidou,
polycystickymi oblickami, diabetickou nefropatiou a chronickou rendlnou insuficienciou.
Pacientom na dialyze s r6znou diagnézou CKD sme stanovili hladiny markerov oxida¢ného
poskodenia DNA (8-0x0G), lipidov (lipoperoxidy), proteinov (nitrotyrozin) a tiez hladinu
antioxida¢nej ochrany buniek (Cu/Zn-SOD).

Klacové slova
Chronické poskodenie obliciek, dialyza, oxidaény stres, oxida¢né poskodenie DNA, 8-0x0G,
lipoperoxidy, nitrotyrozin, Cu/Zn-SOD

Summary

Patients with chronic kidney disease (CKD) undergoing hemodialysis are constantly exposed
to oxidative stress. The primary causes of CKD can vary, but they may be interlinked through
the pathways regulated by oxidative stress and chronic inflammation. It is necessary to define
signal pathways related to oxidative stress because of targeted antioxidant therapy in
combination with polypharmacotherapy. Therefore, the aim of our study was to determine and
compare the level of oxidative stress in patients with chronic tubulointerstitial nephritis,
glomerulonephritis, polycystic kidneys, diabetic nephropathy and chronic renal insufficiency.
In dialysed patients with different diagnosis of CKD levels of markers of oxidative damage to
DNA (8-0x0G), lipids (lipoperoxides), proteins (nitrotyrozin) were determined and also the
level of antioxidant protection of cells (Cu/Zn-SOD).

Key words

Chronic kidney disease, dialysis, oxidative stress, oxidative DNA damage, 8-0xo0G,
lipoperoxide, nitrotyrosine, Cu/Zn-SOD
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Uvod

Oxida¢ny stres, alebo nerovnovdha medzi zvySenou tvorbou volnych radikalov
produkovanych poskodenymi bunkami v dosledku patologickych procesov a znizenou
hladinou prirodzenych antioxidantov, ktorymi sa naSe bunky chrania pred vol'nymi radikalmi,
je proces, ktory je spolocny pre mnohé ochorenia, vratane chronického ochorenia obliciek
(CKD, chronic kidney disease) (1). Tato nerovnovaha vedie k poSkodeniu esencidlnych
biomolekul, akymi si DNA, RNA, proteiny a lipidy, ¢o mdze viest k zlyhaniu obliciek.
Zlyhanie je podmienené Struktirnym poskodenim obliciek (destrukcia oblickovej hmoty
spojend so stratou nefréonov) a tiez zhorSenim funkcie obli¢iek (znizovanim rychlosti
glomerularnej filtracie). Pri¢iny vzniku CKD st roézne, napr. systémové (hypertenzia,
Diabetes mellitus, obezita), zvySujice sa percento starnticej populacie, zvySujici sa pocet
fajciarov, hlavne u zien, nizky pocet nefronov pri narodeni alebo neuplné zotavenie sa po
jednej alebo viacerych epizddach akutneho poskodenia oblic¢iek (2,3). Ochorenia suvisiace s
CKD maju spolo¢né prvky, ktoré moézu byt prepojené prostrednictvom drah regulovanych
oxidaénym stresom a chronickym zapalom (4). Signalne drahy spojené s oxidacnym stresom
je neustale potrebné definovat’ z dovodu cieleného podavania antioxidantov v kombinacii
s polyfarmakoterapiou (1). Preto ciel'om nasej prace bolo stanovit’ u pacientov s CKD hladiny
markerov oxidacného poskodenia DNA, lipidov a proteinov, atiez hladinu antioxidacnej
ochrany buniek, ktort reprezentuje enzym SOD.

Pacienti a metody

Do studie bolo zaradenych 34 pacientov s CKD na dialyze vo veku od 38 — 87 rokov
(priemerny vek 61,8 + 1,65 roka) ztoho bolo 9 zien a25 muzov, ktori st lieCeni na
Urologickej klinike s Centrom pre transplantacie obli¢iek Univerzitnej nemocnice UK. VSetci
pacienti suhlasili zo zaradenim do projektu a podpisali informovany sthlas. Stbor pacientov
bol rozdeleny do 5 skupin podla primarnej diagnézy: 1. Chronicka tubulointersticialna
nefritida (ChTIN, n = 6), 2. Chronicka glomerulonefritida (ChGN, n = 6), 3. Polycystické
oblicky (PO, n = 4), 5. Diabeticka nefropatia (DN, n = 8) a 6. Chronicka rendlna insuficiencia
(ChRI, n=10).

Pacientom bola odobrata krv do komerénych skumaviek s/bez EDTA ako antikoagulantom.
Maly objem celkovej krvi s EDTA (200 pl) bol odobraty aokamzite zmrazeny bez
kryoprotektivnej latky pri — 80°C pocas 3 — 5 tyzdiov do stanovenia bazalneho a oxidacného
poskodenia DNA kométovou metodou podl'a Al-Salmani a kol. (5). Zvy$na krv bola d’alej
centrifugovand, sérum/plazma boli rozdelené na alikvoty, zamrazené a ulozené v mrazniCke
az do analyzy vzoriek.

Zakladné biochemické parametre (albumin, kreatinin, glukoéza, celkové bielkoviny, kyselina
mocova, mocovina, gama-glutamyltransferaza (GMT), alkalicka fosfatdza (ALP), aspartat
aminotransferdza (AST), alanin aminotransferaza (ALT), CRP, iény, parametre metabolizmu
zeleza a lipidovy profil) boli analyzované Standardnymi metdédami v klinicko-biochemickom
laboratoriu.

Stanovenie oxidacného poskodenia DNA

Na stanovenie oxida¢ne poskodenej DNA sme pouzili enzymovo modifikovani kométovi
metodu, pri ktorej sa na vystiepenie oxida¢ne modifikovanych purinov pouziva $pecificky
enzym formamidopyrimidin-DNA glykozylaza (Fpg) (6,7). Bazalne poskodenie DNA bolo
stanovené jednoduchou kométovou metdodou bez pouzitia Fpg podla Collins akol. (8).
Preparaty sme farbili roztokom DAPI (4,6-diamidino—2-fenylindol dihydrochlorid)
v glycerole a pomocou fluorescencného mikroskopu (Olympus BX 41 s excitaénym filtrom
515 — 560 nm a hrani¢nym filtrom pri 530 nm) a softvéru Lucia sme vyhodnotili poskodenie
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DNA. KedZe poskodenie nebolo homogénne, vybrali sme ndhodne 25 buniek na gél (50
buniek na pacienta). Celkové poskodenie DNA (bazdlne poskodenie) vyjadrujeme ako
%DNA v chvoste vo vzorkach neoSetrenych Fpg enzymom a oxidaéné poskodenie DNA (8-
ox0(G) vyjadrujeme ako rozdiel poskodenia sabez oSetrenia Fpg enzymom (%DNA
v chvoste (9).

Stanovenie poskodenia lipidov

Lipoperoxidy sme stanovili v sére metddou podla El-Saadaniho akol. (10). Metoda je
zalozena na oxidacnej schopnosti peroxidov premienat’ jodid na jod (L), ktory v reakcnej
zmesi reaguje s nadbytoénym jodidom za vzniku I s absorpénym maximom pri vlnovej dizke
365 nm. MnozZstvo lipoperoxidov vyjadrujeme v nmol/ml séra.

Stanovenie nitrotyrozinu

Nitrotyrozin sme stanovili komerc¢ne dostupnym ELISA setom (Hycutl Biotechnology,
HK501) pri vinovej dizke 450 nm. Detekéné minimum setu je 2 nmol/l aset meria
v koncentrac¢nom rozpiti 2 az 1500 nmol/l. Hladinu nitrotyrozinu vyjadrujeme v nmol/l.

Stanovenie aktivity Cu/Zn -superoxiddismutdzy (Cu/Zn-SOD)

Aktivitu Cu/Zn-SOD sme stanovili v hemolyzate erytrocytov komerénym setom (Fluka,
Nemecko) pri vinovej dizke 450 nm. Ako $tandard sme pouzili hovidziu Cu/Zn-SOD (Sigma-
Aldrich, USA). Aktivitu Cu/Zn-SOD vyjadrujeme ako U SOD/mg Hb, pricom 1U je
definované ako enzymova aktivita, ktora sposobuje 50% inhibiciu redukcie detektora (WST-
1). Koncentraciu hemoglobinu (Hb) v hemolyzate erytrocytov sme stanovili metodou podla
Drabkina a kol. (11). Koncentraciu Hb vyjadrujeme v g/1.

Statistické vyhodnotenie

Vysledky s prezentované ako aritmeticky priemer + stredna chyba priemeru (SEM) pre
norméalne rozdelené data. Na posudenie normality dat sme pouzili Shapiro-Wilkov test. Na
porovnanie rozdielov medzi skupinami sme pouzili ANOVA test. Hodnoty p < 0,05 st
povazované za $tatisticky vyznamné. Na $tatistickl analyzu bol pouzity Statisticky program
StatsDirect”™ 2.3.7. (StatsDirect Sales, Sale, Cheshire M33 3UY, UK).

Vysledky

Skupinu pacientov s chronickym ochorenim obli¢iek, ktori podstupuju dialyzu pocas
mnohych rokov, sme rozdelili na zaklade primarnej diagnézy do 5 skupin (Obr. 1). Zakladna
charakteristika celej skupiny pacientov s CKD, ako aj klinicko-biochemické parametre pre
jednotlivé diagnozy st uvedené v tabulkach 1 a 2.

Chronické ochorenie obli¢iek (CKD)
Vek pacientov s CKD 61,8+ 1,65

zeny 62,7+2,77

muzi 61,5+£2,03
Pocet pacientov (Zeny/muzi) 34 (9/25)
Diagnézy ChTIN ChGN PO DN ChRI
Vek 63,5+222 | 56,7+4,46 | 60,0+3,94 | 67,6 3,41 | 60,0+ 3,28
Pocet pacientov (Zeny/muzi) 6 (2/4) 6 (1/5) 4 (3/1) 8 (1/7) 10 (2/8)

Tab. 1 Zakladna charakteristika skupiny pacientov s CKD.
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Zakladné klinicko-biochemické parametre

Hematologia ChTIN ChGN PO DN ChRI
Leukocyty (x 10°/1) 7,16 £ 0,86 6,59 £ 0,66 5,43 £0,95 7,82 +0,67 7,16 £ 0,47
Erytrocyty (x 10'%/1) 3,66 + 0,16 3,54£0,17 3,54+ 0,11 3,95+ 0,16 3,75+ 0,12
Trombocyty (x 10°/1) 182,67+ 11,34 | 197,67 £ 20,58 | 145,00 + 21,21 | 171,25+ 11,21 |209,50 + 28,10
MONO % 8,50+ 1,25 8,48 +£1,25 8,55+0,89 8,50 + 0,85 8,74 + 0,88
BASO % 0,38 +£0,14 0,38 +£ 0,05 0,55+0,12 0,59+0,13 0,45+0,15
NEU % 65,70 £ 2,29 64,82 +5,29 62,05+ 2,20 67,41 +£221 69,46 +2,01
EOS % 4,80 + 1,46 2,90+ 1,11 5,73 £3,13 5,56 + 0,99 3,77+0,71
LYM % 20,62 +2,17 2342 +4.21 23,13+434 17,94 £ 1,70 17,58 £ 1,93
Hemoglobin (g/1) 111,17 + 4,71 | 110,83 +3,37 | 109,25+2,29 | 117,38 +5,01 | 112,30 + 2,65
Hematokryt 0,35+ 0,01 0,34 + 0,01 0,34 £ 0,01 0,36 + 0,01 0,35+ 0,01
Zakladna biochémia
gﬁgﬁ;(ﬁi 2101 " 396419 D112 40,7+ 1,6 40,1 £1,9 412+09
Glukéza (mmol/l) 779 £70 890 + 47 832+ 96 878 £ 101 730 £ 102
Celkové bielkoviny (g/1) 52+0,45 53+0,28 4,8+ 0,46 5,0+0,43 7,1+£1,22
Kys. moSova (wmol/l) 64+£1,2 65+1,1 6144 61 +8,2 66+ 1,3
Mogovina pred 388 +17 461 +27 367 +£21 349 £50 449 + 32
a po dialyze (mmol/l) 21,8+29 21,9+1,4 17+1,7 21,4+ 1,8 255+1,8
Celkovy bilirubin 8,6 +2,8 6,9+0,7 6,9+ 1,6 5,8+0,6 8,7+1,7
5,8+0,54 6,1£1,00 6,3+1,23 6,4£0,63 5,7+1,02
(nmol/l)
Lipidovy metabolizmus
CHOL (mmol/l) 4,38 £0,35 5,77 £ 0,41 3,89 £1,04 3,05 +0,52 4,08 +0,31
HDL (mmol/1) 1,39 £ 0,32 1,08 £ 0,12 1,34 £ 0,37 0,83 + 0,09 1,04 £ 0,08
LDL (mmol/l) 2,61 +£0,22 4,14+ 0,33 2,34£0,70 1,62+0,43 2,72 +£0,20
VLDL (mmol/l) 0,55 +0,07 1,06 + 0,09 0,44 £ 0,02 0,91+0,18 0,48 + 0,04
TAG (mmol/l) 1,21£0,15 2,33 +0,30 0,96 + 0,03 2,00 + 0,40 1,05+0,13
Parameter zapalového procesu
CRP (mg/l) 4,99 £3,16 13,43 £ 5,87 7,54 £ 0,55 11,64 £ 8 5,22 £2,25
Peceiiové enzymy
AST (ukat/l) 0,27 + 0,03 0,28 0,08 0,33+0,16 0,25 £ 0,05 0,2 4+ 0,02
ALT (ukat/l) 0,27 £ 0,05 0,32+0,10 0,45 +0,29 0,28 +£0,05 0,27 +£ 0,05
ALP (ukat/l) 1,31 +0,15 1,40 £0,31 1,37 +0,14 1,76 £ 0,30 1,60 £ 0,14
GMT (ukat/l) 0,56+ 0,18 0,57 £ 0,27 0,45+ 0,08 0,78 + 0,31 1,34 + 0,60
Mineralne latky
Ca (mmol/1) 2,32 +0,09 2,21 +0,05 2,16+0,10 2,22 +£0,08 2,13 £ 0,06
P (mmol/l) 1,73 £ 0,10 1,72 £ 0,16 1,50 + 0,24 1,87 £ 0,12 1,86 + 0,11
Na (mmol/1) 146 + 4.9 141 +0,7 144+29 140+ 1,6 140 +£ 0,6
K (mmol/l) 52+0,3 45402 51+£0,7 49+0,2 4,7+0,2
Cl (mmol/1) 104£1,5 104£0,9 104£0,5 102+ 1,4 103+£0,7
Mg (mmol/l) 0,97 + 0,06 0,99 + 0,05 0,94 + 0,06 0,96 + 0,04 0,97 £ 0,04
Parametre metabolizmu Zeleza
Fe (umol/1) 10£1,1 11+1,5 11+12 11+1,8 9+0,6
CVK-Fe (umol/l) 44+3 41+4 41+3 43+ 4 37+5
Saturacia (%) 23+3 29+5 26+3 28+5 23+1
Feritin (ng/1) 394 + 66 574 £118 615+20 489 + 105 562 + 86

Tab. 2 Porovnanie zakladnych klinicko-biochemickych parametrov dialyzovanych pacientov

s CKD.
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Skupina pacientov s CKD rozdelena podla primarnej
diagnozy

Obr. 1 Rozdelenie pacientov sCKD podla primarnej diagnézy: Chronicka
tubulointersticidlna nefritida (ChTIN), Chronickd glomerulonefritida (ChGN), Polycystické
obli¢ky (PO), Diabeticka nefropatia (DN) a Chronicka renalna insuficiencia (ChRI).

Nase vysledky klinicko-biochemickych parametrov potvrdili uz v minulosti publikované data
u pacientov s CKD. U vSetkych dialyzovanych pacientov sme stanovili nasledovné
symptomy: anémiu, zvySend hladinu feritinu, vysoka hladinu kreatininu v sére, poukazujicu
na nizku glomerularnu filtraciu obliCiek, hyperurikémiu a hyperfosfatémiu. Prebichajuci
zapalovy proces sme detegovali u vSetkych pacientov, okrem pacientov s ChTIN. U tychto
pacientov sme zistili mierne zvySené hladiny Na a K, a tiez zvySenu hladinu mocoviny po
dialyze. U vsetkych pacientov, okrem ChRI, sme zistili hypoproteinémiu. U pacientov s ChRI
sme zistili aj hyperglykémiu, zvySeni hladinu GMT, hypokalémie aaj po dialyze stale
zvySenu hladinu mocoviny. U pacientov s DN sme zistili mierne zvySenu hladinu ALP a
zvySenu hladinu GMT.

Na posudenie rozsahu oxida¢ného stresu v patogenéze CKD u dialyzovanych pacientov sme
stanovili markery oxidaéného poskodenia DNA (8-0x0G), lipidov (lipoperoxidy) a proteinov
(nitrotyrozin) a taktiez uroven antioxidac¢nej ochrany, ktorti predstavuje v bunkach enzym
Cu/Zn-SOD. Vysledky uvadzame v tabul’ke 3.

Parametre oxida¢ného stresu

ChTIN® ChGN® PO* DN* ChRI*
Bazalne
poskodenie DNA | 205 025 | LITE030 | 1304000 | 1142000 | 133021
(%DNA v chvoste) i i
Oxidacné
poskodenie DNA 3’16;08’12324 1,48 + 0,62 1,01 £0,47 1,9+0,57 1,44 + 0,55
(%DNA v chvoste) ?
Lipoperoxidy 42,16 £2,7 65,48 + 11,57
(nmol/ml) P=0,0301" 53,55+3,34 53,47+6,11 49,32 + 6,43 P = 0,0782"
Nitrotyrozin 9,22 + 0,89 9,43 + 0,68
(amoll) poo0gsre | 1149267 | 9874097 Pooosie | 1194340
Aktivita SOD 726,61 21,53
(U/mg Hb) 678,34 + 36,54 | 700,59 + 40,49 | 667,53 + 66,26 P=0,0707 662,24 £ 25,33

Tab. 3 Parametre oxidaéného stresu v skupine pacientov s CKD, rozdelenych podl'a diagnozy
na: Chronicka tubulointersticiadlna nefritida (ChTIN), Chronickd glomerulonefritida (ChGN),
Polycystické oblicky (PO), Diabeticka nefropatia (DN) a Chronicka renalna insuficiencia
(ChRI).
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Zaver a Diskusia

Z nasich vysledkov vidiet, Ze oxidacny stres sa vo vel'kej miere podiel’a v patogenéze ChRI,
pretoze sme stanovili zvySené hladiny markerov oxidaéného poSkodenia DNA, lipidov,
proteinov a znizenu aktivitu Cu/Zn-SOD. K progresii oxidacného stresu moze tiez prispievat’
zvySena hladina glukézy vkrvi. Z vysledkov tiez vidiet, ze pri ChTIN tvori oxidacné
poskodenie DNA len 49% z celkového poskodenia DNA azvy$né hladiny markerov su
v porovnani s ostatnymi diagnézami najnizsie. M6Zeme teda predpokladat’, Ze oxidacény stres
sa v patogenéze tohto ochorenia podiela v mensej miere. U ChGN predstavuje oxidacné
poskodenie DNA az 79% z celkového poskodenia, pricom ostatné markery su tiez zvySené
v porovnani s ostatnymi diagnézami. Pacienti s touto diagnézou maju vysSiu aktivitu
antioxidaéného enzymu Cu/Zn-SOD, a aj naprick tomu je oxidaéné poskodenie vysSie.
V patogenéze tohto ochorenia sme stanovili aj zvySenu hladinu CRP, ¢o poukazuje na moznt
ucast’ zapalu, ¢o potvrdzuje aj praca, v ktorej dokazali, ze CRP > 50 mg/I silne podporuje
zéapalovy proces, zatial' ¢o hladina < 10 mg/1 ucast’ zépalu vylucuje (12). Okrem toho mali
pacienti s ChGN dislipidémiu, ¢o tiez prispieva k zvySovaniu oxidacného stresu. Pacienti
s diagn6zou PO maju oxidac¢ne poskodentt DNA na 78% z celkového poskodenia DNA, avsak
ostatné parametre oxidacného stresu sa vyrazne neodliSuju od parametrov inych diagnéz.
U pacientov s DN sme stanovili vyrazne zvySené oxidacné poSkodenie DNA a tieZ mierne
zvysenu hladinu CRP, avsak d’alSie markery boli porovnatelné s ostatnymi diagnézami,
okrem enzymu SOD, ktorého aktivita bola spomedzi vSetkych diagnéz najvyssia.

Na zaver mdzeme konstatovat, Ze oxidacny stres sa réznou mierou podiela na patogenéze
uvedenych ochoreni u dialyzovanych pacientov.
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FEROOXIDAZOVA A POLYFENOLOXIDAZOVA
AKTIVITA CERULOPLAZMINU V SERE
PACIENTOV PO TRANSPLANTACII PECENE —
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(Ferroxidase and polyphenoloxidase activities of ceruloplasmin in sera
of patients after liver transplantation — preliminary report)
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Suhrn

Ceruloplazmin je multifunkény protein, ktory méa v organizme katalytickll, antioxida¢nu
a transportn funkciu. Cielom prace bolo porovnat zmeny v enzymovych aktivitach
ceruloplazminu — polyfenoloxidaza a ferrooxiddza — v sére pacientov po transplantacii
pecene. Ako ukdzali vysledky nasej prace, enzymové aktivity ceruloplazminu
v postransplantacnom obdobi vykazovali odlisn dynamiku zmien. Jednym z moznych
vysvetleni odlisného charakteru zmien v aktivitach polyfenoloxidazy a ferrooxidazy by mohol
byt rozdielny stupen saturacie apoceruloplazminu med’ou. Ferrooxidazova aktivita je viac
zavisla od saturacie molekuly enzymu med’ou ako polyfenoloxidazova aktivita.

KPucové slova
Ceruloplazmin, polyfenoloxidaza, ferrooxidaza, transplantacia pecene

Summary

Ceruloplasmin is a multifunctional protein with catalytic, antioxidative and transport role. The
aim of our study was to compare changes in enzymatic activities of ceruloplasmin —
polyphenoloxidase and ferroxidase — in sera of patients after liver transplantation. Our results
showed different changes in enzymatic activities of ceruloplasmin in posttransplantation
period. One of the possible explanation of different changes in enzymatic activities of
polyphenoloxidase and ferroxidase is different level of saturation of apoceruloplasmin with
copper ions. The activity of ferroxidase is more dependent on copper saturation than the
activity of polyphenoloxidase.

Key words
Ceruloplasmin, polyphenoloxidase, ferroxidase, liver transplantation

Uvod

Ceruloplazmin je multifunkény protein, ktory ma v organizme katalytickt, antioxida¢nu a Cu-
transportnu funkciu. Jeho enzymovy charakter je unikatny, ceruloplazmin je schopny
oxidovat' organické aj anorganické substraty. Oxidazova aktivita ceruloplazminu, ak su
substratom aromatické aminy, vel'mi dobre koreluje s jeho ferrooxidazovou aktivitou, pricom
su redukované¢ ur¢ité (vybrané) atomy Cu v oxidovanych miestach holoproteinu.
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Ceruloplazmin je alfa-2-glykoprotein s molekulovou hmotnostou 132 kDa, ktory sa
syntetizuje v hepatocytoch, kde st atomy Cu inkorporované do holoproteinu a takto sa
secernuje do cirkulacie. VSeobecne sa akceptuje, ze ferrooxidazova aktivita ceruloplazminu je
spojend s jeho ulohou v homeostaze zeleza (1,2). Ceruloplazmin je efektivny antioxidant,
pretoze ma schopnost’ oxidovat' vysokotoxické Fe?" iony na relativne netoxické Fe** iony
atakto pomaha zabranit oxidaénému poskodeniu bielkovin, lipidov a DNA (3.4).
Ceruloplazmin patri medzi proteiny akutnej fazy a jeho syntéza je stimulovana prozapalovymi
cytokinmi. V suvislosti s tym sa uvadza aj tloha ceruloplazminu pri rejekcii transplantatu
u pacientov s transplantaciou pe€ene (5). Je zname, ze hladiny ceruloplazminu si vyrazne
znizené v sére pacientov s cirhdzou peCene. Hladiny ceruloplazminu boli signifikantne
znizené aj u pacientov stazkou hepatitidou (6). Pri niektorych hepatopatiach je jedinym
rieSenim v pokroc€ilych §tadiach choroby transplatdcia pecene.

Cielom naSej $tadie bolo zhodnotit’ zmeny enzymovych aktivit ceruloplazminu v sére
u pacientov s chronickymi ochoreniami pecene po transplantacii pecene.

Material a metody

Subor tvorilo 8 pacientov po transplantacii peCene ( 5 muzov a 3 Zeny, priemerny vek 45,3
rokov). Indikéciou pre transplanticiu pecene bola primarna sklerozujica cholangitida (2
pripady), kryptogénna cirhéza (3 pripady), cirhdéza po autoimunnej hepatitide (1 pripad),
cirh6za skombinovanou etiolégiou (2 pripady). U Ziadneho zpacientov sa
v posttransplanta¢nom obdobi nevyskytla zavaznejsia komplikacia (napr. rejekéna reakcia).
VysSetrovali sme sérum pred transplantaciou a 1, 3 a 6 mesiacov po transplantacii peCene.
Zaroven sme vysetrili skupinu zdravych dobrovol'nikov (20 o0sdb, priemerny vek 25,4 rokov).
Polyfenoloxidazovu aktivitu ceruloplazminu sme vysetrovali spektrofotometrickou metédou
podl'a Pfibyla a spol. (7) s pouzitim p-fenylendiaminu ako substratu. Ferrooxidazovl aktivitu
sme vySetrovali spektrofotometrickou metdédou podla Takayanagi a Yashiro (8) s pouzitim
komplexotvorného ¢inidla bathofenantrolin disulfonatu. Hladina albuminu bola vySetrovana
imunochemicky s pouzitim monoSpecifického antiséra a hladina celkovych zIcovych kyselin
enzymatickou metddou pomocou komerénej diagnostickej stipravy.

Vysledky

Okrem samotného ceruloplazminu sme vySetrovali u pacientov po transplantacii peene aj
hladinu albuminu ako parametra pre postudenie proteosyntetickej funkcie pecene a hladinu
celkovych zl¢ovych kyselin ako d’alSieho funkéného parametra pecene.
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Obr.1 Hladiny albuminu v sére pacientov a v kontrolnom subore (g.1")
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Hladina albuminu bola u pacientov pred transplanticiou pecene signifikantne znizena (44 g.I"
vs. 32,6 g.I™") (obr.1). Po transplantacii petene sa zalala normalizovat’ a po 6 mesiacoch bola
ako v kontrolnom stibore zdravych I'udi. Hladina celkovych Zl¢ovych kyselin bola u pacientov
s hepatopatiami pred transplantaciou pecene signifikantne vys§ia (7,0 pmol.lI" vs. 100,4
umol.1""). Po transplantacii sa vyrazne znizila, ale ani 9 mesiacov po transplantacii pecene
nedosiahla hodnoty v kontrolnom stibore zdravych I'udi (obr.2).
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Obr.2 Hladiny celkovych zI¢ovych kyselin v kontrolnom subore au pacientov
s hepatopatiami pred a 3, 6 a 9 mesiacov po transplantacii (umol.I")

Vysetrenie ceruloplazminu na zaklade jeho polyfenoloxidazovej aktivity ukazalo u pacientov
s ochoreniami peéene pred transplantaciou vyssie aktivity ako v stibore kontrol (300 mg.I"" vs.
370 mg.I™") (obr.3 a 5).
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Obr.3 Aktivita polyfenoloxidazy v sére kontrol a pacientov s hepatopatiami pred a3, 6 a9
mesiacov po transplantacii pecene (mg.1™)

Po transplanticii doslo ku normalizécii aktivity polyfenoloxidazy. V pripade aktivity
ferrooxidazy bola situdcia opacna (obr.4 a5). Ferrooxiddza bola u pacientov pred
transplanticiou petene signifikantne zniZena v porovnani s kontrolami (6,22 pkat.1” vs. 4,85
ukat.I'"). Po transplantécii sa jej aktivita zvySovala a po 3 mesiacov po transplantacii uz bola
na hodnotach ako v kontrolnom stbore.
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Obr.4 Aktivita ferrooxidazy v sére kontrol a pacientov s hepatopatiami pred a3, 6 a9
mesiacov po transplantécii pe¢ene (umol.I"")
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Obr.5 Aktivity polyfenoloxidazy a ferrooxidazy u kontrol a u pacientov s hepatopatiami pred
a3, 6 a9 mesiacov po transplantacii peCene. Vysledky vyjadrujeme v percentach, pricom
kontroly povazujeme za 100%.

Diskusia

kyseliny — mali vnaSom subore pacientov s hepatopatiami pred transplanticiou pecene
vyrazne patologické hodnoty a ich hladina sa po transplantacii pomerne rychlo normalizovala.
Pohl'ad na obr.5 ukazuje diskrepanciu medzi zmenami enzymovej aktivity ceruloplazminu
vySetrenej ako polyfenoloxidaza a ferrooxidaza. Na obrazku vidime skoro zrkadlovy obraz
oboch enzymovych aktivit. Zatial' ¢o aktivita polyfenoloxidazy bola pred transplantaciou
signifikantne zvySena oproti kontrole, aktivita ferrooxidazy bola naopak znizena. Ich hodnoty
sa v obdobi po transplantacii postupne normalizovali.

Na zaklade imunochemického vySetrenia sa neda rozlisit' medzi apoceruloplazminom alebo
holoceruloplazminom, lebo pri imunochemickom vySetreni reaguje len bielkovinova cast’
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molekuly a saturacia proteinu med’ou nezohrava ziadnu ulohu. Na druhej strane, naviazanie
medi na apoceruloplazmin je nevyhnutné pre jeho enzymovu aktivitu (hlavne ferrooxidazu).
Z literatry je zname, ze molekula ceruloplazminu pozostava zo Siestich domén a zo Siestich
pevne viazanych atomov medi. Okrem Siestich pevne viazanych atomov medi sa na molekulu
ceruloplazminu moéze viazat' aj nickolko dalSich atdomov medi do celkového poctu 10.
Pridavné atomy medi byvaju viazané slabymi vizbami a mézu byt zapojené do transportnej
funkcie ceruloplazminu (9).

Rozdielne spravanie sa ferrooxiddzy a polyfenoloxiddzy moze suvisiet' prave s rozdielnym
obsahom medi v ceruloplazmine. Tomu by nasvedCovali aj ur€ité rozdiely v spravani sa
polyfenoloxidazovej a ferrooxidazovej aktivity ceruloplazminu popisané v sére gravidnych
zien v priebehu tehotenstva (10). Le Lan a spol. (11) popisali u pacientov s cirhdzou pecene
zvySené hladiny imunoceruloplazminu (apoceruloplazminu) a znizenu aktivitu ferrooxidazy.
Urditym prekvapenim pre nas bol nalez zvySenych aktivit polyfenoloxidazy u pacientov
s hepatopatiami v obdobi pred transplantdciou pecene v porovnani s kontrolnym suborom.
Zvysené hodnoty ceuloplazminu u pacientov s cirhézou pecene popisuje aj Le Lan a spol.
(11). ZvySenie hladiny ceruloplazminu u pacientov s chronickymi hepatopatiami by mohlo
mat’ viacero dovodov: (a) je zname, Ze u pacientov s chronickymi hepatopatiami dochadza ku
znizeniu degradacie estrogénov v poskodenej peceni aku naslednému zvySeniu ich
koncentracie v cirkulacii. O estrogénoch je zname, ze stimuluji syntézu ceruloplazminu (10,
12). (b) nekroticko-zépalova aktivita v tkanive peCene je upacientov s chronickymi
hepatopatiami vyrazne zvySend. Ceruloplazmin je proteinom akutnej fazy a prozapalové
cytokiny produkované lokalne v parenchyme pecene moézu stimulovat syntézu
ceruloplazminu. (c) hypoxia, ku ktorej dochddza pri chronickych hepatopatiach v tkanive
pecene, mdze stimulovat’ zvySenie hladiny mRNA pre ceruloplazmin, ¢o sa prejavi jeho
zvySenou produkciou (13).

Pri tazSom poskodeni pecene tak mdze byt’ esSte syntéza apoceruloplazminu vd’aka stimulacii
zachovand na fyziologickej urovni alebo dokonca zvySend, ale zabudovanie medi do
molekuly apoceruloplazminu viazne apreto jeho enzymova je znizend. Tvori sa tak
nefunkény ceruloplazmin. Roxborough aspol. (14) popisali u pacientov s renalnou
insuficienciou znizené aktivity ferrooxidazy, zatial ¢o hladina apoceruloplazminu nebola
znizena.

Dostato¢na aktivita ferrooxidazy vyzaduje dobru syntézu apoceruloplazminu a dostatoénu
inkorporaciu medi do molekuly proteinu na vytvorenie plne funkéného holoceruloplazminu
(15). Je mozné, ze u pacientov po transplantacii pecene nedochadza hned k tplnej saturacii
apoceruloplazminu med’ou, ¢o by mohlo vysvetlit’ postupné zvySovanie aktivity ferrooxidazy
v posttransplanta¢nom obdobi.

Technicka spolupraca: E.Hederova
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Suhrn

Cholinesteraza je hydrolyticky enzym syntetizovany v peceni a vyluovany do cirkulacie.
Fyziologicka funkcia cholinesterdzy nie je presne znama, ale zvysené aktivity tohto enzymu
boli popisané u pacientov s obezitou a hyperlipoproteinémiou. Cielom naSej prace bolo
sledovat zmeny v sérovych aktivitaich cholinesterdzy u zvierat s CCly-posSkodenim pecene.
Vysledky naSej Studie ukazali, Ze aktivita cholinesterdzy sa v sére experimentalnych zvierat
Statisticky vyznamne zvySovala. Zistili sme aj signifikantny vzostup mnoZzstva
triacylglycerolov v peceni experimentalnych zvierat. Regresna analyza ukdzala dobra
korelaciu medzi sérovou aktivitou cholinesterazy a obsahom triacylglycerolov v peceni
vySetrovanych zvierat. Na zdklade naSich vysledkov mézeme predpokladat’, ze aktivita
sérovej cholinesterazy by mohla byt’ relativne uzitoénym markerom steatézy pecene.

KPicové slova
Cholinesteraza, tetrachlormetan, steat6za pecene, poskodenie pecene, triacylglyceroly

Summary

Cholinesterase is an enzyme that is synthesized in the liver and secreted into the blood. The
physiological function of cholinesterase is unknown, but high serum activities have been
observed in patients with obesity and hyperlipoproteinemia. The aim of our contribution was
to study changes of serum cholinesterase activities in animals with CCly-damaged liver. The
results of our study showed that the activities of cholinesterase were increased in animals with
experimental hepatopathy. There was also significant increase in content of liver
triacylglycerols in experimental animals. Regression analysis showed significant correlation
between liver triacylglycerols and serum cholinesterase. We anticipate that serum
cholinesterase could be useful marker of liver steatosis.

Key words
Cholinesterase, tetrachlormethan, fatty liver disease, liver damage, triacylglycerols

Uvod

Sérova cholinesteraza (EC 3.1.1.8, pseudocholinesteraza, BChE) je sekrecny enzym
syntetizovany v peceni a vylucovany do krvi. Nejde o jeden enzym, ale o skupinu viacerych
izoenzymov. Cirkulujuci enzym vystupuje ako tetramér zlozeny zo 4 identickych
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podjednotick a s m.h. 342 kDa (1). BChE patri do rodiny a-p-hydrolaz, ktoré maji centralnu
podjednotku v podobe B-skladaného listu, ktora je obklopena podjednotkami v tvare a-helixu.
BChE koduje gén na chromozéme ¢.3 v polohe 3q26.1-26.2, ktory ma 4 exony. Fyziologicka
funkcia sérovej cholinesterdzy nie je dosial znama. BChE je schopnd hydrolyticky Stiepit
rozne hydrofilné aj hydrofobne estery cholinu (2) aje dobre zname, Ze sa podiela aj na
hydrolyze viacerych xenobiotik ako st napr. sukcinylcholin, mivacurium, prokain,
chlorprokain, tetrakain, kokain a heroin (1). VysSetrenie aktivity sérovej cholinesterazy sa
v klinickej praxi vyuziva ako parameter na postudenie proteosyntetickej funkcie pecene.
Zmeny v sérovych hladinach albunimu a protrombinu dobre korelovali so zmenami aktivity
BChE ¢o naznacuje, ze vySetrenie aktivity tohto enzymu sa moéze pouzit' na postdenie
proteosyntetickej kapacity pecenového parenchymu (3). Pokles sérovej aktivity cholinesterazy
bol pozorovany pri ochoreniach pecene ako st hepatitida, cirh6za alebo nadorové postihnutie
pecene (1). Pokles v rozsahu 30-50% bol pozorovany u pacientov s akttnou a chronickou
hepatitidou, 50-70% pokles aktivity byva u pacientov s pokrocilou cirhézou pecene alebo
s ndadorovym postihnutim pecene. Vysetrovanie aktivity cholinesterazy sa pouziva aj na
monitorovanie funkcie pecCene po transplanticii pecene. Opakované vysetrovanie
cholinesterazy ma aj prognosticky vyznam, ked’ pokles pod 25% fyziologickych hodnét je
spojeny s vysokym rizikom smrti.

V nasej praci nds zaujimala moznost’ vyuzitia vySetrenia aktivity sérovej cholinesterazy na
posudenie funkcie pecene pri experimentalnom tetrachlérovom poskodeni pecene.

Material a metédy

Experimentalne podmienky

V pokuse boli pouzité potkany kmenia Wistar-samce, vo veku 5-6 tyzdinov. Experiment trval
10 tyzdnov. Skupina s experimentadlnym tetrachlorovym poskodenim pecene dostavala
intraperitonealne 50% roztok CCly v olivovom oleji v davke 1 ml/kg telesnej hmotnosti
dvakrat tyzdenne v priebehu 10 tyzdnov. Zvieratd mali volny pristup k vode. Po skonceni
pokusu boli zvierata usmrtené v celkovej anestéze. Z peCene experimentalnych zvierat sme
pripravili 10% (w/v) homogenat vo vychladenom izotonickom 0,25 mol.I" roztoku sacharézy
s obsahom 1 mmol.I"" EDTA, ktorého pH sme upravili na hodnotu 7,3-7,4 pomocou roztoku
hydroxidu sodného. Tkanivo sme homogenizovali v Potter-Elvehjemovom homogenizatore
s teflonovym piestom.

Pouzité analytické metddy

Sérové hladiny albuminu ako aj aktivity alaninaminotransferazy (ALT) a
aspartataminotransferazy (AST) boli stanovené beznymi komerénymi metdédami. Aktivitu
cholinesterazy sme stanovovali spektrofotometrickou metddou s pouzitim
butyryltiocholinjodidu ako substratu. Uvol'neny tiocholinjodid reaguje
s dithiobisnitrobenzoatom za vzniku 2-nitro-5-merkaptobenzoatu (4). Obsah triacylglycerolov
v peéeni bol stanoveny enzymatickou metddou.

Matematické spracovanie vysledkov sme robili pomocou programov SSPE a Statgraphics.
Statistickd  vyznamnost' rozdielov medzi oboma stbormi sme vyhodnocovali pomocou
neparametrického Wilcoxonovho testu.

Vysledky

Ako ukézali vysledky vySetrenia sérovych enzymov poukazujucich na poskodenie
hepatocytov, aktivit aminotransferdz ALT a AST, v skupine zvierat s CCl-poSkodenim
pecene dochadzalo ku vysoko signifikantnému zvySeniu aktivit oboch aminotransferaz (ALT:
0,4 vs. 7,33 ukat.l'l, P<0,001 a AST: 1,18 vs. 11,13 ukat.l'l, P<0,001)(obr.1).

199



13

[
[
|

Y

N ALT
m AST

kontroly ccla

Obr.1 Aktivity ALT a AST v sére kontrolnych zvierat a zvierat s CCly-poskodenim pecene.
Vysledky vyjadrujeme v pkat.I™".

Vysetrenie parametrov funkcie peene — albuminu a sérovej cholinesterazy — ukdzalo mierne,
avSak Statisticky nevyznamné zniZenie hladiny albuminu v sére experimentalnych zvierat
oproti kontrolam (obr.2).
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Obr.2 Hladiny albuminu v sére kontrolnych zvierat a zvierat s CCly-poskodenim pecene.
Vysledky vyjadrujeme v g.I".

V pripade sérovej cholinesterazy sa ukazalo, ze v skupine zvierat s CCly-poskodenim pecene

dochadzalo ku vzostupu aktivity vySetrovaného enzymu. Aktivita BChE sa zvySovala o0 35%
oproti kontrolam, pri¢om tento vzostup bol $tatisticky vyznamny (P<0,05)(obr.3).
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Obr.3 Aktivity cholinesterazy v sére kontrolnych zvierat a zvierat s CCly-poskodenim pecene.

Vysledky vyjadrujeme v pkat.I™.

Hladinu triacylglycerolov sme vysSetrovali ako v sére, tak aj vtkanive pecCene. V sére
dochadzalo ku signifikantnému poklesu hladiny triacylglycerolov (1,3 vs. 0,8 mmol.l”,
P<0,05)(obr.4). V pe€eni zvierat s CCly-poskodenim pecene sme zaznamenali vyrazny

vzostup obsahu triacylglycerolov (12,44 vs. 64,0 pmol.g”, P<0,001)(obr.5).
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Obr.4 Hladina triacylglycerolov v sére kontrolnych zvierat a zvierat s CCly-poskodenim

pecene. Vysledky vyjadrujeme v mmol.I".
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Obr.5 Obsah triacylglycerolov v peceni kontrolnych zvierat a zvierat s CCls-poskodenim
pecene. Vysledky vyjadrujeme v umoloch/g hmotnosti pecene.

Regresna analyza zavislosti aktivity sérovej cholinesterdzy na obsahu triacylglycerolov
v peceni ukazala Statisticky vyznamnu zavislost’ oboch parametrov (P<0,01)(obr.6).
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Obr.6 Korelacia medzi sérovou aktivitou cholinesterazy a obsahom triacylglycerolov v
peceni. Statistickd vyznamnost’ P<0,001.

Diskusia

Podavanie tetrachlérmetanu experimentalnym zvieratam sa pouziva na vyvolanie modelového
poskodenia pecene, ktoré je sprevadzané okrem iné¢ho poskodenim hepatocytov ako aj
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ukladanim tukov v parenchyme pe¢ene. Ako ukazalo vySetrenie aktivity aminotransferaz AST
a ALT, ktorych aktivita sa vysoko signifikantne zvySovala, dochadzalo u experimentalnych
zvierat ku poskodeniu peceniového parenchymu. Na posudenie proteosyntetickej funkcie
pecene sme pouzili vysSetrenie hladiny albuminu a sérovej aktivity cholinesterazy. Hladiny
albuminu nevykazovali Statisticky vyznamni zmenu, ¢o sa da pripisat’ skutocnosti, ze zrejme
nedochadzalo ku vyraznejSej nekroze hepatocytov aaj tomu, Ze syntéza albuminu ako
kvantitativne najvyznamnejsej bielkoviny ma pomerne vyrazni rezervu.

Urc¢itym prekvapenim bol nalez zvySenych aktivit sérovej cholinesterazy u zvierat s CCL-
poskodenim pecene, kde sme skor ocakavali jej pokles. Je zname, Ze cholinesteraza je vcelku
dobrym ukazovatelom proteosyntetickej funkcie pecene a pri hepatopatiach sprevadzanych
redukciou funkéného parenchymu (chronické hepatitidy, cirhéza pecene) dochadza ku
poklesu jej sérovych aktivit. Na rozdiel od ¢loveka, u potkana je aktivita cholinesterazy v sére
vyrazne nizSia (zhruba 50-krat nizSia), takze je mozné, ze nebude tak dobre odrazat
syntetickl kapacitu pec¢ene ako to vidime u ¢loveka.

Z literatiry je zname, ze aktivita cholinesterdzy byva zvySena u pacientov s obezitou,
hyperlipoproteinémiou aj diabetom, teda so stavmi, ktoré st spojené surCitym stupfiom
steatézy pecene (5-7). Preto nas zaujimalo, ¢i zvySenie sérovych aktivit cholinesterazy
v nasom subore zvierat s tetrachlormetanovym poskodenim pefene nebude suvisiet’
s metabolizmom triacylglycerolov v peceni.

Ako ukazali vysledky vySetrenia obsahu triacylglycerolov v peCeni experimentalnych zvierat,
po podavani tetrachlormetanu dochadzalo ku signifikantnému zvySeniu ich obsahu
v parenchyme pecene. Hladina triacylglycerolov v sére experimentdlnych zvierat bola
znizena. Tieto dve zistenia nasved¢uju tomu, ze v poskodenej peceni dochddza k poruseniu
sekrécie VLDL z hepatocytov akich néslednému hromadeniu v peCeiovych bunkach.
Regresna analyza vztahu koncentracie triacylglycerolov v pefeni a aktivity cholinesterazy
v sére exoerimentalnych zvierat ukazala vysoko signifikantnii korelaciu tychto dvoch
parametrov.

Uvedeny nalez by mohol byt’ vysvetlenim zvySenych aktivit sérovej cholinesterdzy u zvierat
s CCly-poskodenim pecene a zaroven podporuje predpoklad o siivise medzi metabolizmom
triacylglycerolov v peceni a sérovou aktivitou cholinesterazy (8). Na zaklade tychto
poznatkov mdzeme konstatovat’, Ze vySetrenie sérovej aktivity cholinesterazy by mohlo byt
vhodnym biochemickym markerom pre postudenie steatdzy pecene.

Zhodnotenim ziskanych vysledkov sa da dalej predpokladat, Ze poskodenie pecene
tetrachlormetanom v naSej skupine experimentalnych zvierat malo v popredi viac steatotické
poskodenie ako nekrézu parenchymu pecene (len velmi malo zniZzeny albumin, zvySena
aktivita cholinesterazy).

Zavery

V nasom experimente s tetrachlormetanovym poskodenim pecene nas zaujimala moznost
vySetrenia aktivity sérovej cholinesterazy pre posudenie zavaznosti poSkodenia pecene
experimentalnych zvierat. Na rozdiel od naSich predpokladov, ked sme ocakavali pokles
aktivity BChE v sére zvierat s CCly-poskodenim pecene, vysledky vySetreni ukdzali, Ze
aktivita cholinesterazy v sére experimentalnych zvierat po podavani CClL sa naopak
signifikantne zvySovala. Regresnd analyza vztahu sérovej cholinesterazy a obsahu
triacylglycerolov v peceni ukazala vysoky stupen korelacie. Na zaklade uvedeného mozno
konstatovat, ze vySetrenie sérovej aktivity cholinesterazy u potkanov nebolo dobrym
parametrom pre posudenie funkcie pecene, ale veelku dobre odrazalo stupen steatdzy peCene.

Technicka spolupraca: Eva Hederova
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VPLYV FLAVONOIDOV NA
BIOTRANSFORMACNY SYSTEM
CYTOCHROMU P-450 V PECENI POTKANOV

(Effect of bioflavonoids on liver biotransformation system of
cytochrome P-450 in experimental animals)

LadislavT ureck_)fl, Jana Muchovdl, Olga Otrubowiz, Eva Uhlt'kovd’,

"Ustav lekarskej chémie, biochémie a klinickej biochémie LFUK, Sasinkova 2, 81108
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Suhrn

Vyzivovy doplnok Pycnogenol® je komplex vo vode rozpustnych, biologicky dostupnych
a vstrebatelnych latok extrahovanych z primorskej borovice Pinus pinaster. Pouziva sa ako
rastlinny vyzivovy doplnok pri liecbe Sirokej skaly chorobnych stavov od chronickych
zapalov az po cirkulaéné dysfunkcie. Flavonoidy nachadzajuce sa v Pycnogenole maju
antioxidacné vlastnosti. Cielom naSej prace bolo sledovat’ vplyv podavania Pycnogenolu® na
enzymové aktivity cytochromu P-450 v peceni experimentalnych zvierat. Podavanie
Pycnogenolu® vyvolavalo signifikantny vzostup aktivity p-nitroanisol O-demetylazy
a etoxykumarin O-deetylazy. ZvySenie aktivity anilin hydroxylazy nebolo Statisticky
vyznamné. Nekontrolované uzivanie takychto vyzivovych doplnkov, schopnych indukovat
biotransformacny systém, by mohlo vyvolat’ zmeny vo farmakokinetike réznych lieciv, alebo
dokonca indukovat’ toxické poskodenie organizmu.

KPuicové slova
Pycnogenol, flavonoidy, cytochrom P-450, biotransformacny systém, deetylaza, demetylaza

Summary

The dietary supplement Pycnogenol® is a water soluble mixture of flavonoid compounds
extracted from French maritime pine bark. It is utilized throughout the world as
a phytochemical remedy for various diseases ranging from chronic inflammation to
circulatory dysfunction. The flavonoids in Pycnogenol have antioxidant properties. The aim
of our study was to analyze the effect of administration of Pycnogenol® on cytochrome P-450
enzyme activities in liver of experimental animals. Administration of Pycnogenol® induced
significantly the activities of p-nitroanisol O-demethylase and ethoxycoumarin O-deethylase.
The increase of activity of aniline hydroxylase was not significant. The uncontrolled use of
such dietary supplements with inductive effect on biotransformation system could induce
changes in pharmacokinetics of different drugs or induce toxic effects on organism.

Key words

Pycnogenol, flavonoids, cytochrome P-450, biotransformation system, deethylase,
demethylase
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Uvod

Biotransformac¢né procesy v 'udskom tele maju za tlohu premenit’ hydrofobne exogénne aj
endogénne latky na polarnejSie metabolity ako bola vychodiskova latka. Zmeny chemickej
Struktary  tychto latok sa  uskutoCnuji  pomocou enzymovo katalyzovanych
biotransformaénych reakcii, ktoré vo svojom dosledku zapriiluji obvykle stratu
biologického ucinku, teda detoxikaciu. Metabolizmus xenobiotik vSak nevyusti vzdy do
neucinného metabolitu. Z niektorych latok vznikaju metabolity s rovnakymi alebo podobnymi
vlastnostami ako mali pdvodné latky a v niektorych pripadoch méze mat’ biotransformacia za
nasledok vznik biologicky aktivneho a niekedy aj toxického metabolitu. Teda okrem beznej
biodetoxikacie podmienenej biotransformaénymi reakciami, pozname aj viaceré pripady
bioaktivacie, kedy biotransformacny proces ma za nasledok vznik aktivneho metabolitu. Stale
viac sa ukazuje, Ze existuju latky, ktoré sa pomocou biotransformacie menia v I'udskom
organizme na $kodlivé, toxické produkty. Proces biotransformacie prebieha vo viacerych
organoch l'udského tela, rozhodujiucu tlohu vsak zohrava peceni. Procesy biotransformacie
mozno rozdelit’' na dve fazy, pricom ulohou prvej fazy je vytvorit' v molekule transformovanej
latky funkéné skupiny zvySujuce jej polaritu a umoziujtce jej vstup do konjugaénych reakcii,
ktoré st napliou druhej fazy biotransformacie.

Zakladom prvej fazy biotransformacie je monooxygenazovy mikrozomovy systém
cytochrému P450. KI'i¢ovym miestom monooxygenazového systému je cytochrom P450 (EC
1.14.14.1). Uz dlhsie je zname, Ze cytochrom P450 nie je jednotnou bielkovinou, ale Ze
predstavuje rodinu pribuznych proteinov (1,2,3). Kazda izoforma cytochrému P450 ma svoj
vlastny katalyticky profil, pre seba charakteristické spektrum substratov, ktorych premenu je
schopna katalyzovat’ (4).

Obr.1 Schéma biotransforma¢ného systému cytochromu P450. Vyznaené si enzymové
aktivity cytochromu P450 vysetrované v tejto Stadii

Flavonoidy st prirodné latky, medzi ktoré patria napr. oligomérne proantokyanidiny,
polyfenolové kyseliny, katechiny a d’alsie flavonoly. V mechanizme ich biologickej aktivity
sa uplatiuji ich antioxidaéné schopnosti, schopnost’ chelatovo viazat' redoxne aktivne
prechodné prvky ainé¢ biomodulacné uCinky. Pycnogenol® je Standardizovany extrakt
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izolovany z kory borovice Pinus pinaster. Je to zmes vo vode rozpustnych flavonoidov
a d’alsich polyfenolov. Hlavnou zlozkou st prokyanidiny a fenolové kyseliny, ktoré
predstavuju  65-75% z celkového mnozstva latok v extrakte (5,6). Na Slovensku je
registrovany a dostupny ako vyzivovy doplnok.

Cielom naSej Stidie bolo otestovat vplyv podavania Pycnogenolu® na aktivitu
biotransformac¢ného systému pecene, hodnotenti na zaklade vySetrenia enzymovych aktivit
cytochrému P450.

Experimentalne podmienky a pouZzité metody

V pokuse boli pouzité potkany kmena Wistar-samce, vo veku 5-6 tyzdiov. Experiment trval
10 tyzdiov. Kontrolnd skupina dostavala pocas celej doby len Standardni potravu.
Pycnogenolova skupina dostavala Pycnogenol® v davke 50 mg/kg hmotnosti denne pocas 10
tyzdnov. Zvieratd mali volny pristup k vode. Po skonéeni pokusu boli zvieratd usmrtené
v celkovej anestéze. Z pecene experimentalnych zvierat sme pripravili 10% (w/v) homogenat
vo vychladenom izotonickom 0,25 mol.I"' roztoku sacharozy s obsahom 1 mmol.I" EDTA,
ktorého pH sme upravili na hodnotu 7,3-7,4 pomocou roztoku hydroxidu sodného. Tkanivo
sme homogenizovali v Potter-Elvehjemovom homogenizatore s teflonovym piestom.

Pouzité metddy

Aktivitu ethoxykumarin O-deetyldzy sme stanovovali spektrofluorometricky podla metody
Aitia (7), ktort sme modifikovali nahradenim NADPH-generujliceho systému typu
izocitrat/izocitratdehydrogenaza systémom gluko6za-6-fosfat/glukoza-6-fosfat dehydrogenaza.
Meranie fluorescencie sme robili na spektrofluorometri KONTRON SFM 23.

Stanovenie aktivity p-nitroanisol O-demetyldzy sme stanovovali metddou podla Nettera
a Seidela (8) v nasej modifikacii, pri ktorej sme NADPH nahradili NADPH-generujicim
systétmom. Metdda je zalozend na demetylacii p-nitroanisolu za vzniku p-nitrofenolu. p-
nitrofenol dava v alkalickom prostredi zIté sfarbenie, intenzita ktorého je imerna mnozstvu
vzniknutého p-nitrofenolu.

Aktivitu anilinhydroxylazy sme stanovovali spektrofotometricky metdodou podl'a Winstona
a Narayana (9) v nasej modifikacii. Anilinhydroxylaza katalyzuje premenu anilinu za vzniku
4-aminofenolu, ktory reakciou s fenolom v zasaditom prostredi dava modro sfarbeny produkt.
Matematické spracovanie vysledkov sme robili pomocou programov SSPE a Statgraphics.
Statisticki  vyznamnost' rozdielov medzi oboma stibormi sme vyhodnocovali pomocou
neparametrického Wilcoxonovho testu.

Vysledky
Ako ukazali vysledky vySetrenia enzymovych aktivit cytochromu P-450 v naSom pokuse,
podéavanie preparatu Pycnogenol® vyvolalo zvysenie aktivity vSetkych troch vySetrovanych
enzymov.
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Obr.2 Aktivita p-nitroanisol O-demetylazy v pe€eni kontrolnych zvierat a po podavani
Pycnogenolu®, rozdiel je $tatisticky vyznamny (P<0,03)

Najvyraznejsi vzostup sme zaznamenali v pripade p-nitroanisol O-demetylazy (132% vs.
100%, P < 0,03). Signifikantny vzostup sme zaznamenali aj pri vySetreni aktivity
ethoxykumarin O-deetylazy ( 120% vs. 100%, P < 0,05). ZvySovala sa aj aktivita treticho
vySetrovaného enzymu — anilinhydroxylazy — aj ked’ toto zvySenie nebolo Statisticky
vyznamné (109% vs. 100%, NS). (obr.2-4)
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Obr.3 Aktivita etoxykumarin O-deetylazy v peceni kontrolnych zvierat a po podavani
Pycnogenolu®, rozdiel je statisticky vyznamny (P<0,05)

kaontroiy pycnogenoi

Obr.4 Aktivity anilinhydroxylazy v peceni kontrolnych zvierat a po podavani Pycnogenolu®,
zvysenie nebolo Statisticky vyznamné

Diskusia

Nalez zvysenych hodndt enzymovych aktivit cytochromu P-450 po podavani Pycnogenolu®
sved¢i pre indukciu monooxygendzového systému systému cytochromu P-450. Rozdielny
efekt podavania bioflavonoidov na jednotlivé enzymové aktivity poukazuje na to, ze
Pycnogenol® indukoval len niektoré izoformy cytochromu P-450, ¢o spdsobilo rozdielne
zmeny Vv jeho enzymovych aktivitach.

Indukcia biotransformacného systému cytochromu P-450 Pycnogenolom sama o sebe nemusi
znamenat’ pre ¢loveka uzivajuceho tento preparat ziaden zavaznejsi problém. Na druhej
strane si treba uvedomit’, Ze monooxygenazovy systém cytochromu P-450 predstavuje t¢inna
metabolicku drahu, v ktorej sa méze metabolizovat’ cely rad endogénnych aj exogénnych
latok. Mnohé xenobiotika st metabolizované prostrednictvom cytochrému P-450, ¢o mé za
nasledok vo vécsine pripadov ich biologickt inaktivaciu. Na druhej strane treba vSak mat’ na
zreteli, ze niektoré latky sa stavaju az po prechode cez monooxygenazovy systém biologicky
aktivne, ba dokonca mozu byt az toxické. Vela liekov sa metabolizuje v tele prave
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prostrednictvom cytochromu P-450, ¢o ovplyviiuje aj ich biologicky polcas a vysku ich
hladiny v krvi.

Vyzivové doplnky, ako je napr. aj Pycnogenol, si pacient mdze bez problémov zakupit

v lekarni sam. V pripade, Ze uziva nejaké lieky a osetrujucemu lekérovi tuto skutocnost’
neoznami, tak v pripade, ze vyzivovy doplnok ovplyvni aktivitu biotransformacného systému,
mdze dojst’ ku zmene farmakokinetiky uzivaného lie¢iva, ¢o sa moéze prejavit bud’ jeho
rychlej§im odburavanim a inaktivaciou, ¢o znizuje jeho ¢innu hladinu v krvi, alebo naopak
mdze dojst’ ku zvySenej tvorbe aktivneho metabolitu, ktory méze mat’ pri vyssSich hladinach
dokonca toxické ucinky.

Takymto spdsobom by mohlo dgjst’ aj ku vaznejsSiemu poskodeniu zdravotného stravu
pacienta. Preto by mali byt aj preparaty typu vyzivovych doplnkov otestované aj na ich vplyv
na proces biotransformacie, aby bolo zrejmé, aké t€inky ich uzivanie prinasa. Na druhej
strane by mal pacient informovat’ svojho oSetrujiiceho lekara, ¢i ndhodou neuziva nejaké
vyzivové doplnky. Tym, Ze pacienti ¢asto nepovazuji takuto informaciu za dolezit, mal by
sa aj sam lekar aktivne informovat’, ¢i pacient ndhodou neuziva takéto preparaty, ktoré by
potom mohli ovplyvnit’ priebeh samotnej liecby.

Zaver

Podavanie bioflavonoidov v preparate Pycnogenol® spdsobovalo v peceni experimentalnych
zvierat miernu, ale signifikantni indukciu monooxygenazového systému cytochrému P-450.
Nekontrolované uzivanie takychto preparatov by mohlo ovplyvnit’ ¢i uz farmakokinetiku
liekov, ktoré pacienti uzivaju, alebo v pripade niektorych potencialne toxickych latok, ktoré
st potom vo zvysSenej miere aktivované, aj poskodenie zdravotného stavu pacienta.

Technicka spolupraca: Eva Hederova
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VYUZITIE PODTLAKOVEHO ODSAVANIA
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Suhrn

Vyuzitie podtlakového odsavania z rany je rozsirenou metddou ako lie¢it’ komplikacie hojenia
ran. Jej vyuzitie je roz§irené prevazné formou kontinualneho odsévanie, krytie musi byt’
spojené z odsavacim pristrojom, pacienti musia byt hospitalizovany na oddeleniach, ich
mobilizacia je obmedzena.

V naSej praci sme sa za prave preto zamerali na pouzitie nového jednorazového, prenosného
pristroja PICO od firmy Smith & Nephew, ktory umoziuje liecbu ran aj ambulantnou formou
a moznost’ vyrazne lepSenie mobilizacie pacienta. Za obdobie jedného roka sme oSetrili danou
metodou 8 pacientov. Krytie sme ihned” po prepusteni pouzili iba 2x, ostatny m pacientom
bolo krytie pouzité na ranu az v neskorSom obdobi 1 mesiac a viac od prepustenia. Danou
metddou sme liecili prevazne rany vzniknuté az po vybrati stehov. Z vysledkov vyplyva zZe
najCastejSie sme vymenili krytie 2x pocas liecby, a ¢as medzi vymenami bol 7 dni. VSetky
rany sa zhojili bez dalSicho rozvoja komplikacie, v polovici pripadov bolo eSte nutné
dohojenie pomocou inych metoéd vlhké krytie, laluagen krém, Activo tube, Actilite krytie.
Pocas liecby nedoslo ani raz k zlyhaniu systému odsévania. VSetci pacienti tolerovali dant
metédu. Zo zéveru vyplyva Zze vyuzZitie danej metody ma velky potencial, dalSie
pokracovanie §tadie bude treba, vzhl'adom na maly pocet pacientov.

Krucové slova
Podtlakové odsavanie z rany, PICO, liecba ran

Summary

Negative pressure wound therapy is an advanced reliable method in treatment of wound
healing complications. The conventional system works on continuous suction, under the
vacuum dressings connected to the suction device, but there is a need of hospitalization and
limitations in mobility.

In our research we have been focused on the new single, portable-negative pressure wound
therapy system - PICO (Smith & Nephew), which allows outpatient treatment and allows
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early mobility of the patients. For a period of one year we have experience with this system in
treatment of eight patients. Immediate cover dressing was used only twice after discharge, the
other patients were treated in a later period of one month or more after discharge from the
hospital. We have used the PICO system mostly for the complications of the wounds after the
stitches removal and the results indicates that we have changed the dressings 2x in average in
one patient and the interval between changes was 7 days in average. All wounds healed
completely without further complications, in 50% of cases the other methods of wet dressings
- [aluagen cream, Activo tube, Actilite dressing were still necessary to use. No failure of the
system was recorded and all patients tolerated it well. In conclusion the new system PICO
shows the great potential, but the number of patients is still limited, therefore we need more
prospective studies.

Key words
Negative pressure wound therapy, PICO, woud healing

Uvod

Vyuzitie podtlaku a odsavania z rany v liecbe ran (negative pressure wound therapy — NPWT)
nie je az tak nova metdda, jej prvé vyzutie sa datuje od 90-tych rokov minulého storoCia,
kedy bol prvy krat zaregistrovany pristroj firmy KCI na liecbu ran riadenym podtlakom, ktory
dostal nazov V. A. C. - vacuum assisted closure (1,4). Prvé vyuzitie v lieCbe zlozitych ran sa
postupom ¢asu vyrazne rozsirilo. Dostupnost’, ucinnost’, jednoduchost a pomerne dobré
kratkodobé vysledky, vznik ,,generickych® nahrad pévodného systému viedol k vyuzitiu na
liecbu rozlicnych typov ran (1,3,4). V poslednych rokoch sa stal takmer Standardom
pouzivanie podtlakového odsdvania na vyrazne zneCistené rany, rozsiahle rany ktoré
neumoziuju primarnu chirurgick sutiru (2,3,4). V poslednom obdobi zacal byt dopyt po
moznosti zmenSenia odsavacich pristrojov, a moznosti prenosnosti pristroja, moznosti
vCasnejSej mobilizacie pacienta. Pri liecbe ran podtlakom musi byt pacient napojeny na
odsavacie pristroje, ktoré st pomerné robustné a neprenosné, treba opakovane vymienat
odsavacie nadoby, pacient ktory by mohol byt mobilizovany je limitovany a viac-menej
priputany k 16zku (5,7). Vzhl'adom na tto skuto¢nost’ firma Smith & Nephew ako prva prisla
na nas trh s novym systémom PICO, ktory nepotrebuje odsavaci kanister, odsavaci pristroj sa
zmenSil na velkost dlane, je moZnost' prenasania pristroja bez prerusenie kontinualneho
podtlaku, pacient stymto systémom uZ nemusia byt hospitalizovany na oddeleniach
nemocnic, lieba moéze pokracovat’ v domacom prostredi, stacia iba ambulantné kontroly (6).

Material a metody

V naSej praci sme sa zamerali na sledovanie vyuzitia prenosného jednorazového systému
odsavania zrany (PICO). Systém bol pouzity na pacientoch zranami po zlomeninach
a operacnych vykonoch, osteosyntézach na Klinike urazovej chirurgie — LF SZU a
Univerzitnej Nemocnici v Bratislave. Pacienti boli indikovani na tento typ liecby podla
rozsahu rany, velkosti zneCistenia a mnozstva sekrétu vyprodukovaného ranou, ako aj
perspektivnej moznosti véasnej mobilizacie. Analyzovani pacienti boli sledovany v obdobi
jedného roka od 08.01.2014-08.01.2015.

Systémom PICO bola rana prvy krat oSetrena na ambulantnej kontrole, nasledne bol pacient v
casovych intervaloch 3,7 dni kontrolovany, rana bola prevdzovana, podla nutnosti doslo
k vymene krytia PICO, alebo jeho zruSeniu. Dal$ie pokradovanie v lie¢be odsavanim
pomocou PICO bolo indikované vzhl'adom na stav rany, pri stave ktory uz nevyzadoval
odsavanie bolo indikované dohojenie bez nutnosti odsévania. Dalsie dohojenie rany bolo
vykonané pomocou krémov ev. suchého dohojenie bez nutnosti aplikovania d’alsich latok.
Vsetci pacienti a vysledky liecby boli nasledne vyhodnotené.
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Vysledky

Za obdobie jedného roka 08.2014 - 08.2015 bolo oSetrenych 8 pacientov zranou po
zlomenine, po operacii, alebo aj bez operacie pomocou prenosného systému PICO, z toho 7
pacientov malo jednu ranu oSetrovanu a jeden pacient mal dve rany oSetrované na tej istej
koncatine. Z celkového poctu 8 pacientov bolo 5 zien a 3 muzi, priemerny vek bol 58 rokov,
najmladsi pacient mal 25 rokov, najstar§i 89. 7 pacientov bolo po zlomenine a operacii
(osteosyntéze), jeden pacient bol po zlomenine bez operatného zakroku.

Prvé krytie rany systémom bolo u 2 pacientov ihned’ na druhy def po prepusteni z nemocnice,
4x bolo krytie rany po mesiaci od prepustenia, 1x 2 mesiace od prepustenia, 1x 3 mesiace od
prepustenia. Co sa tyka opakovaného pouZivania systému - na 2 pacientoch bolo pouzite iba
jedno krytie, na 4 boli pouzité 2 krytia , na 2 boli pouzite 4 krytia, a na jednom pacientovi
bolo pouzitych az 5 kryti.

Vymena krytia bola vykonana najcastejsie 5x (62,5%) po 7 ditoch, 3x po 3 dioch.

Po zruSeni odsdvania analezu stavu rany, bolo rozhodnuté o d’alsej liecbe. V 4 pripadoch
(50%) bola nutna d’alSia liecba, z toho 2x pomocou pripravku lalugen, 2x Activone tube,
Actilite, zvysnych 50% pacientov uz nepotrebovala d’al$iu liecbu.

Plné zhojenie rany z kompletnym zacelenim bez zndmok secernacie, granulacie nastalo 3x do
4 tyzdnov, 3x do 7 tyzdiov, 1x do 8 tyzdilov, iba 1x trvalo zhojenie az 10 tyzdiov.

Vyuzitie systému bolo 7x na ranach ktoré boli bez stehov, bud’ po vybrati, alebo to bola rana
bez sutury, 1x bolo vyuzitie systému na ranu na ktorej boli stehy, dana rana bola ¢erstva rana
po operacii.

Obr. 1 Rana po prvom oSetreni Obr. 2 Rana po aplikacii krytia

Obr. 3 Rana po tyzdnovej aplikacii krytia

Kazuistika

55 roéna pacientka po opakovanej operacii, po reosteosyntéze medidlneho malleolu pre
zlyhanie primarnej osteosyntézy. V oblasti medidlneho malleolu mala v case nalozenia
systému 2 rany. Prva rana ktora sa nachadzala kranialnejsie (po prvej operacii), nasledne 3
tyzdne po prvej operacii bola nutnd druhd operacia, ked'ze prva rana bola eSte pokryta
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krustou, operatér sa rozhodol pre d’al$iu ranu kaudalnejSie. Pre maly kozny mostik a vel'ku
pravdepodobnost’ infekcie a dehiscenie rany bolo ihned” po operacii na druhy dei nalozené
krytie PICO na obe rany aj na ranu po druhej operécii na ktorej boli eSte stehy.

Pacientke bolo v priebehu liecby 2x vymenené krytie, v 7 diovych odstupoch, rana sa
postupne hojila, bola bez znamok dehiscencie alebo pritomnosti infekcie, nasledne bola rana
eSte dolieCovana pripravkom lalugen-krém a kompletne sa zhojila za 4 tyzdne od prvého
krytia systtmom PICO.

Obr. 1. Rana 7 dni po aplikacii PICO Obr. 2. Rana 4 tyzdne po prvej aplikacii

Obr. 3. Chirurgicka rana 8 tyzdiiov po prvej aplikacii

Diskusia a zaver

Vyuzivanie podtlakového odsavania na hojenie ran, sa v poslednom obdobi rozmohlo
v roznych chirurgickych odvetviach a ako ukazuju doterajSie literarne zdroje, liecba touto
metodou urobila v hojeni ran naozajstny pokrok. Uginnost, dostupnost a jednoduchost
odsavacich systémov vyrazne spopularizovala jeho pouzitie aj v naSich nemocniciach. Na
Klinike urazovej chirurgie SF SZU a UNB uz niekol'’ko rokov uspesne pouzivame podtlakové
odsavanie, ale vzhladom na velkost, nepresnost anutnost pouzitia pristroja iba pocas
hospitalizacie bez moznosti vyraznej mobilizacie, sme sa zamerali na novy typ prenosného
podtlakového odsavanie (PICO ). Spolo¢nost Smith & Nephew prisla s novym typom
pristroja PICO, ktory je prenosny, kompaktny, jednorazovy bez nutnosti vymeny kanistra
(5,6). Je moznost’ aplikovat’ ho aj ambulantne nemusi byt’ pacient hospitalizovany, ma lepsiu
moznost’ d’alSej rehabilitacie.

V na$ej $tudii sme sa prave preto zamerali na zhodnotenie vysledkov pouzivania daného
systému. Z predbeznych vysledkov vyplyva Ze pouzitie systému PICO bolo hlavne na rany pri
ktorych bolo spomalené hojenie alebo doslo k dehiscencii az pri pravidelnych kontrolach na
ambulancii. Pri 6 pacientoch bolo prvy krat pouzité krytie az mesiac a viac od prepustenia z
nemocnice, iba 2x sme pouzili krytie ihned’ od prepustenia ako prevenciu moznej komplikacie
hojenia. Systém sme pouzivali skor na lieCenie komplikacii hojenia rany (dehiscenciu,
infekciu v rane) ako na prevenciu. Posledné $tidie zamerané na vyuzitie systému PICO
ukazali dobré vysledky aj pri aplikacii ako prevencie moznej komplikacie, a prave zrychlenie
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hojenia rany (6,7). Pri pokracovani $tudie by sme sa radi zamerali aj na moznost
preventivneho pouzitia.

Z vysledkom vyplyva Ze v najCastejSie postacovalo 1 az 2 krytie na bezné zhojenie rany,
v jednom pripade bolo nutné pouzit’ az 5 kryti. Po zruseni krytia sa polovica ran zhojila bez
nutnosti d’al$ej liecby druha polovica, este vyzadovala d’alsiu aplikaciu pripravkov na ranu.
Vsetky rany sa ale zhojili bez d’alSieho rozvoja komplikacie v rane. Vymena kryti prebiechala
najCastejSie po 7 dioch iba pri vyrazne preteCenych ranach bol nutnd skorSia vymena. Ani
v jednom pripade nedoslo k zlyhaniu systému odsavania.

Vzhl'adom na vysledky je vyuzitie daného systému vel'mi prospesné, pacienti ktory by museli
podstipit’ z danymi komplikdciami hojenia rany hospitalizaciu aj eventualny operacny vykon,
mohli pokracovat v ambulantnom oSetrovani. VSetky rany sa po danej liecbe skl'udnili,
nedochadzalo k d’alSiemu zéapalu, dehicenciam, polovica si este vyziadala d’al$ie oSetrovanie,
ale v kone¢nom vysledku sa vSetky rany tymto systémom kompletne zhojili. Pacienti systém
PICO bez tazkosti tolerovali, nevyskytol sa ziadny neziaduci efekt na kozu v zmysle
macerovania ¢i alergickych reakecii.

Najviacsou limitaciou $tidie je zatial mensi poet V d’alSom pokracovani §tadie by stalo za
uvahu pouzitie systému na rany ktoré su vysoko rizikové vzhl'adom na hojenie, je predpoklad
ze by takmer vobec nedochadzalo ku komplikaciam a skratila by sa aj doba pouzitia systému.
Nevyhodou stadie je maly subor pacientov, vzhladom na to nemoZnost idealneho
Statistického zhodnotenie vysledkov.
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Suhrn

Parkinsonova choroba (PCH), Alzheimerova choroba(ACH) a amyotropna laterdlna skler6za
(ALS) su zavazné neurodegenerativne ochorenia dospelych T'udi, pre ktoré je charakteristicka
s vekom spojena neurodegenerdcia niektorych nervovych Struktar. Napriek tomu, Ze pri
niektorych formach spominanych ochoreni ma urcitu tlohu dedi¢nost, nie je pri nich celkom
objasneny mechanizmus bunkovej smrti. Pre skvalitnenie aulahéenie vyskumu
neurodegenerativnych ochoreni sme vytvorili pocitatovy program detekcie apopt6z/nekréz na
histologickych preparatoch. Jeho funk¢nost’ sme testovali na histologickych preparatoch mozgov
sedemdnovych potkanov kmena Wistar 12 resp. 36 hodin po hypoxicko-ischemickom inzulte.

KTPicové slova
apoptdza, nekréza, neurodegenerativne ochorenia, hypoxia, pocitacova morfometria

Summary

Parkinson's disease (PCH), Alzheimer's disease (AD), and amyotrophic lateral sclerosis (ALS)
are major neurodegenerative diseases of adults, which are characterized by age-related
neurodegeneration of many neural structures. Although, in some forms of the mentioned diseases,
heredity plays a role, the mechanism of cell death is not totally understood.
For the purpose of precise analysis of programmed cell death in neurodegenerative disease
research, we have created a computer software to detect apoptosis/necrosis on histological
preparations. We tested its functionality on histological preparations of the brains gained from
Wistar rats (7 days old), which were exposed to hypoxic-ischemic insult for 12 and 36 hours.

Key words
apoptosis, necrosis, neurodegenerative diseases, hypoxia, computer morphometry

Uvod

Poznanie pric¢in apoptdzy pri jednotlivych ochoreniach ma pre liecbu nesmierny vyznam. Jej
spustenie moze zachranit' organizmus pred nadorovym bujnenim (1), ale pri neurologickych
degenerativnych ochoreniach je cielom jej zabranit, aby sa prediSlo poskodzovaniu organizmu
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(2). Bunky mo6zu odumriet’” réznymi spdsobmi (3). Tieto boli rozdelené do dvoch hlavnych
kategorii - nekroza a apoptoza. Morfologické ale aj molekularne odlisnosti medzi tymito dvomi
kategoriami sa postupom casu stali nezretelnymi v pripade degeneracie neurénov na zvieracom
modeli (4). To si vynutilo ivahy nad novym — ,,prechodnym §tadiom* bunkovej smrti, kedy nesie
umierajuca bunka v rdznej miere znaky obidvoch zakladnych sposobov bunkovej smrti (apoptdza
a nekroza) (5). Nas pocitacovy program zohladiuje pri vyhodnocovani/kvantifikacii bunkovej
smrti aj tito moznost’.

Spracovanie obrazu a pre-processing (predspracovanie obrazu) su rozsirené a vhodné metddy pre
pracu sroznymi typmi dat. V medicinskom vyskume je velmi délezité zjednodusSenie
reprezentacie ziskanych snimok (dat) pre uzivatel'ov a prave tu nachddza segmentacia uplatnenie.
Existuje velké mnozZstvo algoritmov pouzivanych na segmentaciu obrazu, resp. pre-processing,
akymi su napriklad thresholding, grafové algoritmy, level-set metédy a mnohé iné. V praci sa
zameriavame na segmentaciu objektov, konkrétne na identifikaciu apoptotickych a nekrotickych
buniek. Ciel'om segmentacie je rozdelit’ pixle na snimkach do regiénov atak zjednodusit’ ich
reprezentaciu. RozliSujeme dva typy regionov - regiony objektové a regiony pozadia. Vysledkom
segmentacie je teda binarny obraz, v ktorom je pre kazdy jeho pixel uchovavana informécia
o tom, ¢i bol priradeny k objektom alebo k pozadiu. Objektmi nazyvame tie skupiny pixlov, ktoré
na snimke hl'addme a zaujimaji nés a pozadim vSetky zvy$né pixle. Po segmentacii dostdvame
obraz (snimku), ktory je pre d’alSie pocitacové spracovanie jednoduchsie pouzitel'ny.

Material a metody

Biologicky materidal

Na testovanie miery vyskytu apoptéz/nekréoz sme pouzili histologické preparaty mozgov
sedemdiovych potkanov kmena Wistar 12 resp. 36 hodin po hypoxicko-ischemickom inzulte.
Pouzili sme kryostatové korondlne rezy hrubé 30 um farbené pomocou cresyl violet.
Vyhodnocovali sme pyramidové bunky oblasti CA1 hipokampu.

Segmentdcia a grafové algoritmy

Segmenticia pouzivand v spracovani obrazu moéze byt abstrahovand do tedrie grafov ako
minimalizaény problém. Funguje ako silny nastroj vyuzivany pri minimalizacii energie
s globalne optimalnym rieSenim. Na segmentaciu obrazu pouzivame metédu nazyvani ,,grafové
rezy® resp. teoria grafov. V praci sa zameriavame primarne na dva algoritmy z teérie grafov a to
na Ford-Fulkersonov a Edmonds-Karpov algoritmus (6, 7). Spractivame 2D obraz, ktory najskor
pretransformujeme na graf (tedria grafov) a nasledne v danom grafe hl'addéme maximalny tok
(minimalny rez). Po jeho najdeni sme schopny obraz segmentovat’. Grafové algoritmy, pouzivané
na segmentaciu medicinskych a biologickych dat, maji podstatu v niektorych dynamickych
algoritmoch pouzivanych pri hladani lokdlneho minima energie a v porovnani s threshold
technikou ponukaju objektivnejsie a realistickejsie vysledky (8, 9, 10).

Princip Ford-Fulkersonovho a Edmonds-Karpovho algoritmu spo¢iva vo zvySovani hodnoty toku
v grafe prostrednictvom zvacsujuicich polociest Algoritmus pokracuje pokial’ je mozné najst
aspon jednu zvacsujticu polocestu. Ak neexistuje Ziadna d’al$ia zvacSujica polocesta, algoritmus
kon¢i a je dosiahnuty maximalny tok v grafe. Hodnota maximalneho toku je potom rovna suctu
kapacit hran ,,miniméalneho rezu“ (11, 12, 13).

Minimalny rez je vysledok pouzitych grafovych algoritmov, spominanych v odseku vyssie.
Zjednodusena interpretacia hl'adania minimalneho rezu je proces, pri ktorom, pokial’ je to mozné,
vpustame tok (imaginarne jednotky), cez vrchol s, nazyvany ,,zdroj* do vrcholu ¢, nazyvany
,ustie” cez graf pozostavajuci z vrcholov a hran. Ked’ proces skonéi a uz neexistuje ziadna hrana,
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ktora by mala kapacitu na to, aby sa po nej mohol prepravit’ d’alsi tok z s do ¢, je ,,minimalny rez*
tvoreny mnozinou prave takych hran, a to hran s nulovou kapacitou (rezervou), podobne ako na
obrazku 1.

Obr. 1 Zobrazenie grafového rezu (Cervena farba — minimalny rez).

V procese segmentacie obrazu mozu byt pixle 'ubovol'ného 2D obrazu pretransformované do
vrcholov grafu a podl'a matematickej definicie moze byt zostrojeny graf. Nasledne je mozné
aplikovat’ grafové algoritmy, néajst’ minimalny rez a reprezentovat’ obraz pomocou objektovych
pixlov a pixlov pozadia, tak ako na obrazku 2.

Program a ufivatel’skd prirucka

Pre ucely segmentacie obrazu sme vytvorili softvér so zabudovanymi algoritmami hl'adajucimi
minimalny rez. V nasom pripade sme pouzili snimky z mikroskopu. Vyhodou tejto metddy je to,
ze poskytuje globalnu ako aj lokalnu segmentaciu a takisto sme schopni najst hrany, ktoré
reprezentuju hranice medzi jednotlivymi bunkami a pozadim.

Obr. 2 Ukéazka obrazu pred a po segmentacii.

Aj pri detekcii apoptdz/nekrdz sme aplikovali pre-processing. Pouzili Gaussove jadro a upravili
sme vSetky vystupy z mikroskopu tak, aby boli vhodnymi vstupmi pre aplikdciu grafovych
algoritmov (obrazok 3). Hlavnou vyhodou nasho softvéru je jeho komplexnost. Softvér dokaze
obraz predpripravit’ (pre-processing), segmentovat, teda v naSom Specidlnom pripade rozpoznat’
konkrétne typy buniek a nakoniec bunky spocitat’ a zaradit’ ich do jednotlivych kategérii. Po tom,
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ako je obraz segmentovany, bunky spocitané a rozdelené do kategorii, vie uzivatel manudlne
upravit’ oznacenie buniek, ich kategdriu a takisto pouzit’ ¢iselny vystup z programu na naslednu
Statistiku.

Segmentécia obrazu a kategorizacia buniek pozostava z nasledujucich krokov:
1) Ziskanie dat z mikroskopu

2) Pre-processing dat

3) Inicializacia softvéru a nacitanie konkrétnej snimky

4) Nastavenie pixlov objektov a pozadia

5) Segmentacia obrazu

6) Nastavenie parametrov pre jednotlivé typy buniek

7) Spocitanie, farebné oznacenie a kategorizacia buniek

8) Manualna tiprava oznacenych buniek uzivatelom

9) Ulozenie vystupu (obrazok a ¢iselny vystup)

Pouditie pri stanoveni apoptoz/nekroz

Aplikacia segmentacie obrazu popisana vysSie slizi na identifikovanie troch rozliénych typov
buniek, viditelnych na snimkach z mikroskopu, ktorymi st apoptdza, prechodné Stadium
a nekroza. Po tom, ako je segmentacia ukoncend, je potrebné (pocitacovo) rozlisit’ segmentované
objekty a zoskupit’ ich, pretoze kazdy z troch typov buniek pozostdva z viacerych mensSich Casti.
Kazda zo skupin objektov pozostava z objektov charakteristickych velkosti, vzajomnych
vzdialenosti medzi sebou a pocetnosti, vdaka ¢omu ich program vie zaradit’ do jednej z troch
kategérii. Na obrazku 4 vidime cast' snimky z mikroskopu (vstup a vystup) s oznacenou
apoptdzou (Cervend), prechodnym Stadiom (modra) a nekrozou (zelena).

Zaver

Nakolko je vyuzitie aplikacie segmentacie obrazu na kategorizaciu buniek v jeho pociatoénej
faze, je eite potrebné jeho neustale zlepsovanie a ladenie. Uspesnost’ automatického a korektného
oznacovania typov buniek, bez d’alSicho manualneho upravovania sa pohybuje medzi 50 az 75%.
Spravne nastavenie parametrov v softvéri zalezi na skisenosti uzivatela. Vypoctovy cas je
optimalizovany a vysledok je dostupny azobrazeny v priebehu niekolkych sekind. Po
automatickej detekcii je vSak este potrebna manudlna korekcia, ktord v§ak prebehne rychlo.
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i i E Bt :
Obr. 4 Pocitacovo stanovend apoptéza, nekr6za aprechodné Stadium. Pred a po
spracovani/oznaceni po¢itaCovym programom. Pripadné nezrovnalosti sa upravuji manualne.
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BIOMEDICINSKE VYUZITIE PROBIOTIK

(Application of probiotics in biomedicine)
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Suhrn

Medzi clovekom ajeho vnutornou mikroflorou existuje Uzky vzt'ah, ktory sa vytvoril v
priebehu evolucie. Najmid gastrointestinalny trakt je bohaty na mikroorganizmy, ktoré
zohravaju symbiotick interakciu s hostitel'om. Najdolezitejsimi baktériami su v tomto smere
probiotické baktérie mlieéneho kvasenia. Probiotikd st definované ako nepatogénne
mikroorganizmy, majice pozitivny vplyv na zdravie hostitel’a. Probiotické baktérie mliecneho
kvasenia sa hojne vyskytuju vo fermentovanych potravinach, napriklad v tradicnej slovenske;j
bryndzi a vyznacuju sa Sirokym biomedicinskym vyuzitim.

KPuacové slova
Baktérie mlie¢neho kvasenia, zdravie

Summary

An intimate relationship exists between the host and its microflora that has developed as
humans as a species have evolved. The gastrointestinal tract harbours a rich microflora, which
entertains a symbiotic interaction with its host. The most important are probiotics lactic acid
bacteria. Probiotics have been defined as non-pathogenic microorganisms that, when ingested
exert a positive influence on host health or physiology. Dietary probiotic lactic acid bacteria
are mostly known for their widespread use in the preparation of fermented food, for example
in traditional Slovak food - bryndza. Probiotics are widely used in biomedicine.

Key words
Lactic acid bacteria, health

Uvod

Termin probiotikum prvykrat zaviedli do praxe Lilly a Stillwell v roku 1965. Definovali nim
biologické latky produkované prvokmi, ktoré stimulovali rast inych mikroorganizmov.
Termin probiotikum je antonymom k terminu antibiotikum (pro bios = pre zivot, anti bios =
proti zZivotu). Existuje viacero modifikacii pre definiciu probiotik, ale najvystiznejSou je asi
tato: ,,Probiotika st zivé mikroorganizmy, ktoré sa vyznacuju, ak su podavané v dostatocnom
mnozstve, zdraviu prospesnymi ucinkami ato najméd udrzovanim, respektive zlepSovanim
zlozenia mikroflory v gastrointestindlnom trakte, alebo vinom anatomickom mieste
hostitel'a™ (12).

Pri vzéjomnych interakciach mikroorganizmov s makroorganizmom sa vyvija jedinecné
suzitie a to podmieniuje vznik obdobnych selekénych mechanizmov u mikroorganizmov aj
u imunitného systému tela (2). Crevna mikroflora je hlavnym sprostredkujucim ¢ldnkom
medzi imunitnym systémom a vonkajSim prostredim.
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Najcastejsim karcindmom traviaceho traktu u nas, i vo svete, je kolorektalny karciném. Je to
druhé najcastejSie onkologické ochorenie, hned” po karcindme plic u muzov a karcindému
prsnika u zien. Bohuzial’, v sucasnosti ma frekvencia vyskytu tohto ochorenia stiipajicu
tendenciu (11). Stadie probiotickych kmefiov LA-5 (L. acidophilus) aBB-12
(Bifidobacterium animalis, spp. lactis) potvrdili, ze tieto probiotické baktérie (oba su
humanne izolaty) produkuju latky so silnymi protizapalovymi a antimutagénnymi
vlastnostami (6, 8, 9, 10). V humannych $tadiach sa G¢inky probiotik potvrdzuju najcastejSie
prostrednictvom znizenia exkrécie fekdlnych mutagénov, poklesu aktivity enzymov
sposobujucich konverziu prokarcinogénov, zvySenia aktivity detoxifikatnych enzymov
a stimulaciou imunity. Napriklad, suplementacia potravy pomocou kmenov Lactobacillus sp.
viedla kznizeniu fekalnej aktivity beta-glukuronidazy, nitroreduktazy a azoreduktazy.
Podobny efekt na aktivitu beta-glukuronidazy malo podévanie kmena Enterococcus faecium
M-74 (5).

Preventivne ucinky probiotik boli zaznamenané i pri nadoroch pecene. Je zname, ze
aflatoxiny obsiahnuté v burskych orieskoch zvySuju riziko nadorov pecene. Podavanim
kmenov L. rhamnosus LC 705 a Propionibacterium freudenreichii ssp. shermanii sa znizila
biologicky efektivna davka aflatoxinov, ¢im sa znizilo riziko hepatocelularneho karcindmu

(4).

Lie¢ba nadorov prostrednictvom oZzarovania je okrem iného spojena s poskodenim sliznic
a alteraciou crevnej mikroflory s naslednymi hnackami, nevol'nostami alebo nechutenstvom.
V randomizovanej, placebom kontrolovanej studii bol pacientom podstupujucim radioterapiu
na oblast abdomenu a panvy podavany kmen L. rhamnosus. Pacienti, ktori dostavali
probiotika, mali vyrazne znizeny vyskyt hnacky (13).

Klinické stadie potvrdili, Ze probiotika su zdravotne prospesné aj v oblasti metabolizmu tukov
atym aj v oblasti kardiovaskularnych ochoreni. Hypercholesterolémia je jednym z hlavnych
rizikovych faktorov tychto ochoreni, vratane tmrti. Niektoré mliecne baktérie asimiluju
cholesterol a produkujti hydrolazu ZzI¢ovych kyselin. Kazdé jedno % znizenia hladiny
cholesterolu predstavuje zhruba 2 az 3 % znizenia rizika kardiovaskularnych ochoreni.
Napriklad, prijem fermentovaného mlieka skmenom Lactobacillus acidophilus (Groven
znizovania hladiny cholesterolu zavisi od aktivity pouzitého kmena, produkcie lipaz a inych
bioaktivnych substancii) redukuje riziko srdcovocievnych ochoreni o 6 az 10 % (1).

MIKROORGANIZMY POUZIVANE AKO PROBIOTIKA
(podrla: Ebringer a kol., 2004) (3)

LACTOBACILLUS SP.: L. acidophilus, L. amylovorus, L. casei, L. crispatus,
L. delbrueckii subsp. bulgaricus, L. gallinarum,
L. gasseri, L. johnsonii, L. paracasei, L. plantarum,
L. reuteri, L. rhamosus

BIFIDOBACTERIUM SP.: B. adolescentis, B. animalis, B. bifidum, B. breve,
B. infantis, B. lactis, B. longum

INE MLIECNE BAKTERIE: Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium,
Lactococcus lactis, Leuconostoc mesenteroides,
Pediococcus acidilactici, Sporolactobacillus in-
sulinus, Streptococcus thermophilus
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INE MIKROORGANIZMY: Bacillus cereus var. toyoi, Bacillus subtilis,
Escherichia coli kmen Nissle, Propionibacterium
freudenreichii, Saccharomyces cerevisiae,
Saccharomyces boulardii

Zaver

Probiotické baktérie maju ohladom zdravia Siroké uplatnenie (imunomodulacné
a antialergické ucinky, pomoc pri laktézovej intolerancii, hnackach, zapaloch, infekciach
apod.). Probioticky vyskum zohrdva doleziti ulohu. Pre toto ich vyznamné uplatnenie
v prevencii a lie¢be réznych ochoreni a Coraz CastejSom siahani po prirodnejsej liecbe sa
dostavaju na popredné miesto v oblasti zdravej vyzivy. Mali by byt neoddelitel'nou sucastou
nasho stravovania. Probiotikd nepochybne prispievaju k skvalitneniu nédsho Zivota a st
nevyhnutnou stucast’ou zdravého vyvoja budtcich generacii.
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ANALOGIE VO FUZIIi VYBRANYCH ORGANOV

(Analog in fusion of selected organs)
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Suhrn

V ramci embryonalneho vyvoja vykazuju tkanivové fizie podobné znaky vo viacerych organoch
(podnebie, neuralna trubica, srdce). Proliferacia buniek a umiestnenie tkaniva do spravnej pozicie
a v spravnom c¢ase s primarne procesy nevyhnutné pre samotnu fuziu. Detailné Stadie ukézali, ze
medzi mnohymi tkanivami st urcit¢é mechanizmy fuzie konzervované a niektoré st naopak
vysoko Specifické pre dané tkanivo. Jednym zo sposobov ako porozumiet vyvoju organov
a samotnému procesu fuzie je hl'adat’ analdgie v bunkovych procesoch, ktoré prebichaju pocas
fuzie tkaniv. Porovnanie nevyhnutnosti apoptézy v ramci vyvoja fuznych organov, je jeden
z moznych spdsobom ako tieto analogie preskumat’.

Krucové slova
Fuzia, podnebie, neuralna trubica, srdce, apoptdza

Summary

In the context of embryonic development, tissue fusion exhibit similar features in several organs
(palate, neural tube, heart). Cell proliferation and tissue location to the correct position at the
right time are the primary processes necessary for fusion. Detailed studies showed that the certain
mechanisms in fusion organs are conserved while other are high-specific. One way to understand
the development of organs and fusion process itself is to find common analogy in cell processes
during tissue fusion. Comparison of necessity of apoptosis in the development of fusion organs,
is one possible way to explore these analogies.

Key words
Fusion, palate, neural tube, heart, apoptosis

Uvod

V ramci vyvoja vykazuju tkanivové fuzie podobné znaky vo viacerych organoch. Poruchy
v $pecifickych transkripénych faktoroch a signalnych molekulach sposobuju defekty vo fuzii
a tym vznik vrodenych portich. Formovanie organov je komplexny proces, v ramci ktorého st
mechanizmy, ktoré¢ umoziuji ich vznik vysoko $pecifické pre dané tkanivo. Proliferacia buniek
a umiestnenie tkaniva do spravnej pozicie v sprdvnom C€ase su primarne procesy nevyhnutné pre
samotnu fiziu. Detailné §tadie ukazali, ze medzi mnohymi tkanivami su urcité mechanizmy fuzie
konzervované a niektoré su naopak vysoko Specifické pre dané tkanivo.
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Podnebie je modelovym organom, ktory najlepSie sluzi pre popis procesu fuzie. Prvé fuzie
vramci vyvoja podnebia sa objavuji na 10,5. embryonalny deni ato medzi maxilarnymi
a medidlnymi nosovymi vybezkami. Na 11. embryondlny deil dochadza k fuzii lateralnych
nosovych vybezkov. Fuzia tychto troch tkaniv pokracuje do 12,5. embryonalneho dna.
Vysledkom je vznik primarneho podnebia, ktoré je podkladom pre hornu celust a peru.
Formovanie sekundarneho podnebia sa vyskytuje v rdmci vyvoja o ¢osi neskor. Podnebné dosky
pochadzajii z maxilarnych vybezkov. Medzi 13. a 14. embryondlnym dnom, podnebné dosky
elevuju nad chrbat jazyka a ich medialne epitelidlne hrany rastii do tesnej blizkosti. Medzi 14,5.
az 16. embryondlnym dfiom dochadza k fuzii v medialnej oblasti anasledne pokracuje
anteriérnym a posteridrnym smerom. Vysledkom je vznik sekundarneho podnebia. Predpoklada
sa, ze mechanizmus flizie je vramci primarneho a sekundarneho podnebia podobny. Medzi
hlavné kroky fuzie patri prefuzia, fuzia a fiizia S$va. Pocas prefuzie je epitel protilahlych
podnebnych dosiek neporuSeny a bazalna lamina je na niektorych miestach mierne narusena.
Pocas fuzie sa dve protilahlé podnebné dosky dostdvaju do kontaktu svojimi medidlnymi
epitelialnymi hranami, avSak z hladiska morfologie je tento krok podobny prefuzii. Medzi
kontaktnymi bunkami epitelu sa v tejto faze netvoria dezmozomy, tesné spojenia (tight junctions)
ani adhézne produkty. Spojenie protilahlych medialnych epitelialnych hran podnebnych dosiek je
vtejto faze vysledkom fyzickej sily, ktord spdsobuje vytrhnutie buniek bazilnej membrany
z vrstvy epitelu jednej podnebnej platne auviaznutie tychto buniek v epiteli protilahlej
podnebnej dosky. Pocas fuzie Svu sa fagocyty a umierajuce epitelidlne bunky objavuju na
rozhrani zdravych buniek a degenerujicej bazalnej laminy. Stredovy epitel podnebnych dosiek sa
sten¢i v dosledku konvergentného prediZenia, epiteli oboch podnebnych dosiek sa medzi seba
zasunu za vytvorenia medidlneho epitelidlneho §vu. Niektoré bunky medialnej epitelidlnej hrany
mozu migrovat’ pre¢ zo stredovej linie na miesto zvané ako epitelidlny trojuholnik. Postupom
fuzie je epitelova vrstva rozrusena a bunky mezenchymu z oboch podnebnych dosiek vniknu do
MES, ¢o je nevyhnutné pre naslednt konfluenciu mezenchymu (1). Niektoré studie identifikovali
apoptozu ako kl'icovu pre proces fuzie (2, 3). Naopak, Fitchett a Hay (4) navrhli hypotézu, ze
bazalna vrstva epitelovych buniek straca identitu epitelu a nadobuda vlastnosti mezenchymu —
epitelovo-mezenchymova transdiferencidcia. Nasledné S$tadie sa tak snazili identifikovat
primarny proces, ktory je nevyhnutny pre fyziologicky priebeh fuzie (1).

Fuzie vramci embryonalneho vyvoja taktiez prebiehaju pri formovani neurdlnej trubice. Po
vytvoreni neuralnej platne sa neuralne zahyby zdvihaju a priblizuju sa k sebe. Vysledkom fuzie
neuralnych zahybov je formovanie suvislej neurdlnej trubice. Pocas fuzie neurdlnych zahybov sa
neuroepitel oddeluje od susedného non-neuralneho ektodermu, ¢oho vysledkom je uzavretie
neuralnej trubice, ktori pokryva uz len jedna vrstva non-neuralneho ektodermu. Uloha apoptozy
pre vyvoj neuralnej trubice je v porovnani s podnebim nejasna. Niektoré stadie preukazali
rozptylené apoptické bunky v neurdlnom tkanive, ktoré podlicha fuzii (5). Metddou TUNEL bola
preukadzana korelacia medzi pritomnostou apoptickych buniek a naslednym spéjanim a fuziou
neuralnych zahybov. Pridanim farmakologickych inhibitorov apoptézy v Case flizie neuralnej
trubice viedlo k zisteniu, Ze apoptéza nie je nevyhnutnad pre uzavretie neuralnej trubice (6). Aj
napriek tymto zisteniam, je tazké, vyslovit zavery o priamej ulohe apoptozy vramci fuzii
neuralnych zahybov (1).

Tkanivové fuzie zohravaju dolezitu ulohu aj v ramci vyvoja srdca. Fuzia prebieha v niekol'kych
odlisnych miestach a umoziuje oddelenie predsieni a komor a rozdelenie vytokovej Casti srdca na
aortu a plucny kmen. Na 9,5. embryonalny den dochadza k pravostrannému ohnutiu srdcovej
trubice. Medzi 9,5. a 10,5. embryonalnym dnom, dve sady endokardidlnych vankaSov zac¢nu rast’
ksebe cez otvoreny atrioventrikularny kanal. Prva sada endokardidlnych vankusov,
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konotrunkalne endokardidlne vankuse, sa formuju v oblasti vytokovej Casti srdca. Tieto vankuse
sa nasledne rozdelia na proximalne a distalne pary konotrunkalnych endokardiadlnych vanktsov.
Fuziou distalnych konotrunkalnych endokardidlnych vanktiSov sa vytvara konotrunkalne septum,
ktoré oddeluje aortu od placneho kmena. Faziou proximalnych konotrunkalnych
endokardidlnych vankuSov sa vytvdra membranové komorové septum. Fuziou druhej sady
endokardidlnych vankSov, tzv. atrioventrikularnych endokardidlnych vankaSov, sa oddelia
predsiene od komor. V rovnakom Case, primarne predsiefiové septum a komorové septum rastie
z hornej adolnej steny embryonalneho srdca. Tieto dve septa spolo¢ne fuzuju
s atrioventrikularnymi endokardidlnymi vankuaSmi, ¢im vytvoria Stvordutinové srdce. Tieto fuzie
vramci embryonalneho vyvoja srdca sa objavujii medzi 12,5. a 13,5. embryonalnym diiom.
V ramci vyvoja srdca je apoptdza povazovana viacerymi autormi za kI"i€ovy proces nevyhnutny
pre fuziu endokardidlnych vankusov a tym formovanie Stvordutinového zrelého srdca. Metdédou
TUNEL bol demonstrovany dynamicky priebeh apoptézy v ramci vyvoja srdca. Na 12,5.
embryondlny defi, vobdobi kedy prebieha fuzia Svu atrioventrikuldrnych endokardidlnych
vanku$ov, mozno pozorovat narast a nasledny pokles apoptozy. V ramci fuzie konotrunkalnych
endokardialnych vanktiSov, mozno pozorovat’ narast apoptdzy nie len pri fizii Svu ale zaroven aj
pocas fuzie konotrunkalnych endokardidlnych vankasov. Z tohto dovodu je apoptdza povazovana
za kI"ai€ovu pre fuziu endokardidlnych vankasov a zarovei aj pre remodelovanie tkaniva.

Pre spravny vyvoj o¢i, branice a muzskej mocovej trubice je nevyhnutny proces flzie. Existuje
malo poznatkov o mechanizmoch fuzie v rdmci tychto tkaniv. Pocas vyvoja muzskej mocovej
trubice, porucha Shh a Fgf signalnej drahy vedie k zniZeniu rastu buniek mocovej trubice
a k hypospadii, avSak fizia sama o sebe nie je zasiahnutd. Akokol'vek, priamy mechanizmus,
ktory pohédna fuziu nie je zndmy. Ostava teda otazne, ¢i st mechanizmy fizie medzi niektorymi
alebo vSetkymi tkanivami konzervované, alebo sa odliSuju v urcitych znakoch a teda st vysoko
$pecifické (1).

Zaver

Apoptéza je klaCovy proces pre vyvoj viacerych fuznych organov. Akokol'vek, postavenie
apoptozy v ramci samotného procesu fizie je stile nejasné. Stidiami viacerych autorov bola
nevyhnutnost’ apoptdzy pre proces fuzie preukdzana v podnebi a v srdci. Mechanizmus, ktory
pohana fuziu v ostatnych fuznych organoch (oko, branica, muzskd mocova trubica, neuralna
trubica) je vSak nad’alej neznamy a vyzaduje si d’alSie vedecké skumanie.
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diabetic retinopathy)

v v

1% (1 . iy o1 (1

Petra Priséakova , Helena Gbelcova', Lubica Krajciova', Lenka Oravcovd’,
v r1 . o s 72 . . 1 . ,1

Iveta GaSparova', Gabriel Minarik®, Daniel Bohmer', Vanda Repiska

! Ustav lekdrskej bioldgie, genetiky a klinickej genetiky, Lekdrska fakulta UK, Sasinkova,
Bratislava, Slovenska republika
? Medirex Group Academy n.o., Bratislava, Slovenska republika

“Mgr. Petra Pri¢akova
Ustav lekarskej biologie, genetiky a klinickej genetiky LF UK a UNB
Sasinkova 4, 811 08 Bratislava, Slovenska republika

e-mail: p.priscakova@gmail.com

Suhrn

Diabeticka retinopatia (DR) je komplexné multifaktoridlne ochorenie s neuplne objasnenou
patofyziologou. DR je jednou zhlavnych pri¢in slepoty diabetickych pacientov
v produktivnom veku. Slepota je vo VicSine pripadov spOsobend abnormalnou
neovaskularizaciou v retine oka. Jednym z hlavnych induktorov vaskularizacie je vaskularny
endotelidlny rastovy faktor (VEGF). Mnozstvo S§tadii sa zaobera identifikaciou
polymorfizmov v géne VEGF s moznym prepojenim na DR. Bolo identifikovanych viacero
polymorfizmov, ale ani jeden nedosiahol kritéria potrebné pre diagnosticky marker
upozoriiujuci na zvySené riziko DR. Na druhej strane, identifikované polymorfizmy objasiiuju
rozdielny u¢inok anti-VEGF terapie u pacientov trpiacich diabetickou retinopatiou. Tieto
zistenia zvyraznuju dolezitost’ farmakogenetiky pri navrhu a vyhodnocovani G¢innosti novych
terapeutickych pristupov, pri ktorych je Casto zanedbany geneticky profil pacientov.
Nepochybne d’alsie genetické Stiidie st potrebné pre objasnenie vSetkych atribttov diabeticke;j
retinopatie a pre navrhnutie optimalnej efektivnej liecby.

Kruacové slova
Diabeticka retinopatia, DNA varianty, genetické Stidie

Summary

Diabetic retinopathy (DR) is a complex multifactorial disease with unclear pathophysiology.
It is the main reason of blindness among the people in productive age. Blindness is usually a
consequence of abnormal neovascularization in the retina. One of the major inductor of
vascularization is vascular endothelial growth factor (VEGF). Great amount of the studies is
focused on genetic polymorphisms in VEGF with possible connection to DR. Several
polymorphisms were identified, but none of them reach the criteria necessary for the
diagnostic marker. On the other side, identified polymorphisms can explain diverse outcome
of anti-VEGF therapies in patients suffering from diabetic retinopathy. These findings
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underline the importance of pharmacogenetics in designing and evaluating effectiveness of
the new therapeutic approaches since genetic profiles of patients are often underestimated in
studies. It is indisputable that the additional genetic studies are necessary for elucidating every
aspect of diabetic retinopathy and for designing a more effective treatment.

Key words
Diabetic retinopathy, DNA variants, genetic studies

Uvod

Diabeticka retinopatia (DR) patri medzi hlavné mikrovaskularne komplikacie diabetes
mellitus s celkovou incidenciou 22-37% (1). Zavazné a nelieCené formy DR moézu viest
k trvalému posSkodeniu zraku aZ k slepote. DR sa radi medzi ochorenia s vel'mi komplexnymi
heterogénnymi prejavmi, ktoré poukazujii na jej multifaktoridlny charakter. Mnozstvo
vedeckych stadii sa snazi uz desatroCia objasnit’ genetické pozadie DR. Vysledkom
genetickych $tudii je konsenzus o ulohe viacerych génov s malym uéinkom na rozvoj
ochorenia. Na zaklade tejto hypotézy sa genetické Stadie zamerali na gény patriace do
viacerych biochemickych drah, ktorych abnormalne fungovanie vedie k niektorym
z patologickych priznakov DR alebo st ovplyviiované hyperglykémiou, hlavnym rizikovym
faktorom DR.

Proliferativna diabeticka retinopatia (PDR) je zavaznejSie Stddium DR, pri ktorom vplyvom
hypoxie dochidza k angiogenéze a tvorbe novych fragilnych ciev pozdiz retiny.
Novovzniknuté cievy su nachylné k hemoragii, co moze viest' k destrukcii retiny a naslednej
slepote (2). Proces neovaskularizacie je iniciovany nerovnovahou medzi stimulantami
a inhibitormi angiogenézy. Medzi proangiogenické faktory patria viaceré rastové faktory
(vaskularny endotelialny rastovy faktor (VEGF), inzulinu podobny rastovy faktor 1 (IGF-1),
hepatocytovy rastovy faktor (HGF), zakladny fibroblastovy rastovy faktor (bFGF), dostickovy
rastovy faktor (PDGF)), prozéapalové cytokiny a angiopoietiny (3). Za fyziologickych
podmienok prevladaju v organizme inhibitory angiogenézy, ale pri patologickych stavoch
modze dojst k posunu smerom k stimulantom. V pripade DR, hyperglykémia stimuluje
$pecifické biochemické drahy, ¢o vedie k oxidativnemu stresu a indukcii proangiogenickych
faktorov a aktivacii procesu angiogenézy. Specifické biochemické drdhy modifikované
hyperglykémiou, ktorych gény st aj predmetom genetickych §tadii, st zvySeny polyolovy
flux, aktivacia diacyl-glycerolovej (DAG-PKC drahy, zvySena expresia rastovych
faktorov (VEGF, IGF-1), hemodynamické zmeny, zvySena tvorba koncovych produktov
pokrocilej glykacie (AGE), renin-angiotenzin-aldosteronovy systém (RAAS), subklinicky
zapal, leukostaza a oxidativny stres veduci k zvySenej expresii viacerych prozapalovych
génov asociovanych so stresom (NF-kB, TGF-p, NOX4, Nrf2,...) (4).

Sucasné terapic sa primarne zameriavaji na zvladnutie hlavnych symptomov DR
prostrednictvom kontroly krvného tlaku a mnozstva glukézy alipidov v krvi. Invazivne
zasahy do oka su implementované az v pokrocilych stadiach DR pri vaznom ohrozeni zraku.
Medzi takého zakroky patri laserova fotokoaguldcia, intravitrealne injekcie kortikostreoidov
a vitreo-retinalne operacie (5). Neexistuju ziadne diagnostické testy, ktoré by predikovali
zvySené riziko DR pred objavenim symptomov alebo v skorych $tadiach ochorenia. Sucasny
stav  diagnostiky DR ilustruje potrebu odhalenia novych genetickych suvislosti
v patologickych procesoch DR, ktoré by vytvorili priestor pre navrhnutie inovativnych
diagnostickych testov a cielenych terapii. Cielom genetickych stadii je identifikacia
polymorfizmov v génoch kandidatnych drah, ktoré by boli signifikantne asociované s DR,
a teda by mohli sluzit’ ako diagnosticky marker zvySeného rizika rozvoju ochorenia.
Angiogenéza (neovaskularizacia) je jednym z najvyznamnejSich kontributorov v patogenéze
PDR, aprave preto sa sucasné vyskumy zameriavaji na najdenie sposobu prevencie alebo
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liecby nezelanej angiogenézy v retine oka, ktora modze viest' k slepote u pacientov s DR.
Vaskularny endotelialny rastovy faktor (VEGF) je jednym z najviac Studovanych génov s
najvacsim poctom identifikovanych polymorfizmov. VEGF ovplyviluje vaskularnu
permeabilitu endotelidlnych buniek. Expresia VEGF je ovplyvnend hyperglykémiou aj
retinalnou hypoxiou poc¢as DR (6). Aktivacia VEGF vedie k zrtteniu krvnej bariéry v retine,
rozvoju diabetického makularneho edému a neovaskularizacii typickej pre PDR (7). ZvySené
mnozstva VEGF boli pozorované v sére a v sklovci oka (corpus vitreum) pacientov trpiacich
PDR (8), o napoveda o ulohe VEGF v patologickych procesoch pocas DR.

HYPERGLYKEMIA
RETIMALNY KRVNY TOK o | RASTOVE FAKTORY
{endotelin, MO, PGL2) * __n‘@ TGFB)

/

HRUBNUTIE BAZALNEJ
MEMBRANY

/

—

SIMRT VASKULAR, ENDOTELIAL,
BUMNIEK (~3E, oxidativny stres, .}

S P

[RETINALNA HYPOXIA |

RASTOVE FAKTORY
(tWEGF, tPIGF, | PEDF)

RETINALNA NEOVASKULARIZACIA

Obr.1 Patogénne procesy pocas diabetickej retinopatie veduce k retinalnej neovaskularizacii

VASKULARNA OKLUZIA

Stadie identifikovali niekol’ko polymorfizmov v prométorovej oblasti génu VEGF
(rs2010963, rs25648, rs1570360, rs3095039, rs35569394, rs699947, rs13207351, rs735286,
rs2146323, rs833061, rs3025021, rs10434, rs833068 and rs833070) s moznym dopadom na
expresiu génu a asociaciou s DR (9, 10, 11) (tab. 1). Polymorfizmus rs2010963 (-634C/G) sa
objavuje najcastejSie v jednotlivych Stadiach, pri ¢om asociacia bola potvrdena len
v japonskej a indickej populécii, kde C alela zvySuje riziko NPDR u pacientov s diabetes
mellitus typu 2 (12, 13). Zaroven je ten isty polymorfizmus asociovany so zvySenym rizikom
makularneho edému v japonskej populécii (14). Zvy$né spomenuté polymorfizmy vykazovali
nesignifikantné alebo protichodné asociacie v r6znych populaciach, ¢o napoveda o potrebe
vacsich Statistickych suborov, ktoré budu vyhodnocované v kontexte populacii. Neustale sa
objavuju nové studie identifikujuce d’alsie polymorfizmy génu VEGF s moznym prepojenim
na DR, ¢o sa mdzZe chapat’ ako dokaz zapojenia VEGF do patologickych procesov pocas DR,
ale zaroven ziadny s polymorfizmov nedosiahol signifikantnost na urovni genetického
markra.
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Polymorfizmus | Typ DM® | Populicia Popis

152010963 2 japonska, indicka, | C alela predstavuje rizikovy faktor

(c. C-634G) kaukazska NPDR* pri T2M’

c. C-460T 1&2 kaukazska mozna asociacia s DR

1s25648 2 multi-etnicka T alela zvySuje riziko DR, ale
nesignifikantnd asocidcia

rs1570360 2 multi-etnicka nekonzistentné zistenia

(c. A-116G)

153095039 2 multi-etnicka T alela zvySuje riziko DR, ale
nesignifikantna asocidcia

1s35569394 1&2 multi-etnicka (-2549) DEL zvysuje riziko DR, ale
nesignifikantna asociacia

1s699947 2 multi-etnicka A alela zvysuje riziko DR, ale

(c. A-2578C) nesignifikantna asocidcia

rs13207351 1&2 kaukazska asociované s PDR® v niektorych

(c. A-152G) populaciach

15735286 1&2 kaukazska SNP asociované so zavaznostou PDR

(c. C4618T)

1s2146323 1&2 kaukazska SNP asociované so zavaznostou DR a

(c. C5092A) so skorou progresiou DR

rs833061 2 ¢inska nekonzistentné zistenia

(c. C-1498T)

rs3025021 2 ¢inska nekonzistentné zistenia

rs10434 1&2 kaukazska G alela asociovana s DR

15833068 1&2 kaukazska G alela predstavuje rizikovy faktor DR

rs833070 1 japonska SNP asociované so skorou progresiou
DR

" vaskularny endotelialny rastovy faktor, * diabetickd retinopatia, ~ diabetes mellitus, *

neproliferativna diabeticka retinopatia, > diabetes mellitus typ 2, ® proliferativna diabeticka
retinopatia
Tab.1 Identifikované polymorfizmy génu VEGF' vzhl'adom na DR?

Administracia anti-VEGF terapie vystipila v poslednych rokoch do popredia pri liecbe
zavaznejSie Stadia DR. Vo vicSine pripadov liecba viedla k zlepSeniu stavu pacienta
a spomaleniu proliferacie retinalnych artérii (7). Stadie poukazuju na efektivnejsie vysledky
anti-VEGF terapie, nez pouzitim fotokoagulacie, vzh'adom na zachovanie a zlepSenie videnia
pacientov s pokroc¢ilymi §tadiami DR. Nevyhodou anti-VEGF lieéiv je ich mozny prechod do
celotelového krvného obehu, ¢o potencidlne moédze vyustit do hypertenzie, proteinurie,
k zvySenému riziku kardiovaskularnych prihod ak zhorSeniu hojenia ran (5). Dalsie
angiogénne faktory, ako PDGF (dostickovy rastovy faktor), HGF (hepatocytovy rastovy
faktor), bFGF (zakladny fibroblastovy rastovy faktor) a CTGF (rastovy faktor spojivovych
tkaniv) sa tiez podiel'aju na procese retinalnej neovaskularizacie (6) a mohli by byt dalsie
ciele v $pecifickej terapii DR. Endostatin je ucinny inhibitor angiogenézy inhibujuci aktivitu
viacerych pro-angiogénnych faktorov (CXCL1, MMP, AP-1), vratane VEGF. Z tohto dévodu
v sucasnosti prebicha klinické $tudia zaoberajiica sa pouzitim a u€innostou endostatinu ako
antiangiogénneho terapeutika pocas DR (15).

Rozvoj a progresia DR nie je identickd u kazdého pacienta a m6ze mat’ znacne heterogénne
prejavy zavislé na nie Uplne objasnenom genetickom pozadi ochorenia. Na ddvazok,
prebichajice patologické procesy nie st rovnocenné u vSetkych skupin pacientov, u
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niektorych pacientov je pre rozvinutie ochorenia esencialna aktivacia RAGE (receptor pre
koncové produkty pokrocilej glykacie), pre inych pacientov zas systémovy zapal (5).
Vplyvom heterogenity procesov veducich k symptomov DR, moze byt potencidlna terapia
navrhnuta na rdézne drahy zapojené do rozvoja ochorenia s rozdielnymi vysledkami G¢innosti
terapie, v pripade nezohladnenia genetického profilu jednotlivych pacientov a ich
genetickych predispozicii v stvislosti s DR. Z tohto dévodu by mala byt farmakogenetika
integrovand pri dizajne novych terapeutickych postupov a identifikacii prognostickych
markerov. Spravnost’ takéhoto pristupu potvrdila aj $tadia z 2014 na egyptskych pacientoch,
kde prave polymorfizmus c. C-634G (rs2010963) génu VEGF mohol nepriaznivo ovplyvnit’
ucinnost a vysledok anti-VEGEF terapie (16).

Napriek desiatkam rokov S$tudia a vyskumu diabetickej retinopatie, vela aspektov tohto
komplexného ochorenia zostdva neobjasnenych. Moznosti diagnostiky a lie¢by st z tychto
dovodov nedostato¢né, ¢o sposobuje, Ze DR je jednou z najlastejich pricin slepoty. Cesta
k uspesnej terapii lezi aj v genetike ajej prepojeni s uz znamymi patologickymi procesmi
pocas DR.

Tato $tudia je podporovana operanym programom vyskum a vyvoj - ITMS 26240120038,
2013/4.1/04-SORO.
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Suhrn

Psoridza je chronické autoimunitné zapalové ochorenie postihujuce 2 az 3 % europskej
populacie. Hlavnou cielovou skupinou st l'udia (bez ohladu na pohlavie) vo veku 15-35
rokov. Pri¢inou vzniku psoridzy je porucha imunitného systému, pri ktorej dochadza
k nadmernej produkcii koznych buniek. Psoridza ma niekolko foriem, ktoré st spojené
s mnohymi ochoreniami (napr. depresia, metabolicky syndrém, obezita). Rozlozenie
psoriatickych lozisk je réznorodé a sprevadzané prevazne svrbenim. Vyskum psoridzy je
velmi dolezity, pretoze toto ochorenie ovplyviiuje nie len fyzické zdravie pacienta ale aj
psychiku c¢loveka a kvalitu kazdodenného zivota. Alternativne pristupy zalozené na
pouzivani prirodnych latok (napr. Pycnogenol) m6zu predstavovat’ jeden z moznych spésobov
ako zlepsSit zivot psoriatickych pacientov. Pycnogenol je extrakt zkory francuzskej
primorskej borovice Pinus pinaster s biomodulacnymi vlastnostami.

KPucové slova
Psoriaza, oxidacny stres, Pycnogenol

Summary

Psoriasis is chronic autoimmune inflammatory disease. Population prevalence of this disease
is 2-3 % in Europe. People aged 15-35 years (regardless of sex) are the main target group. The
cause of psoriasis is a disorder of the immune system, in which is the overproduction of skin
cells. Psoriasis has several forms, which are associated with many diseases (e.g. depression,
metabolic syndrome, obesity). Location of psoriatic plaques is diverse and it is mostly
accompanied by itching. Research of psoriasis is very important because this disease affects
not only the patient's physical health but also it has an adverse impact on the human psyche
and the quality of everyday life. Alternative approaches based on using natural compounds
(e.g. Pycnogenol) could be one of the possible ways to ameliorate the life of psoriatic patients.
Pycnogenol is extract from French maritime pine bark Pinus pinaster with biomodulation
properties.

Key words
Psoriasis, oxidative stres, Pycnogenol
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Psoriaza

Psoriaza patri medzi najéastejSie kozné ochorenia postihujuce priblizne 2-3 % populacie
nezavisle od pohlavia. Ide o chronické zapalové ochorenie s doposial’ neznamou etiolégiou,
ktora suvisi s abnormdlnym metabolizmom lipidov a oxida¢nym stresom. Okrem cloveka sa
nevyskytuje u ziadneho zivoCiSneho druhu. Psoridza je charakterizovana cervenymi
Supinatymi oblastami, olupujicou sa a praskajicou kozou, bolestou a neprijemnym
svrbenim. Najviac postihnuté miesta tela st lakte, kolena, pokozka hlavy a sakralna oblast
s andlnym otvorom. V sucasnosti sa zaraduje medzi systémovu, geneticki a imunologick
chorobu spojenu s viacerymi pridruzenymi ochoreniami. Najcastejsie ide o depresiu, obezitu a
metabolicky syndrom (1). Najnovsie stadie dokazuju, Ze psoriaza je geneticky podmienené
ochorenie a jeho predispozicie st dedi¢né. Ide hlavne o gény na 6. chromozdéme, ktoré sa
zucCastiiuji na koznej imunite a ovplyviluju aj diferenciaciu keratinocytov. K vyvoju psoridzy
prispieva aj psychika, infekéné ochorenia, klimatické podmienky, hormony, ¢i ochorenia
napr. Diabetes mellitus, hepatopatia.

V patogenéze psoriazy je pritomna zvysSend expresia viacerych prozapalovych cytokinov, ako
si rozne interleukiny, tumor nekrotizujici faktor a interferén y. V rozvoji psoridzy hraju
dolezitt ulohu epidermalne keratinocyty, mononuklearne leukocyty, neutrofily a aktivované
T- bunky spolu schemokinmi a cytokinmi. Pocas formovania psoriatickej lézie spolu
komunikuji dva odlisné typy buniek: epidermalne keratinocyty a leukocyty. Epidermalne
keratinocyty produkuju chemoatraktivne latky, ktoré¢ lakaju neutrofily do epidermis
auvolfiuju reaktivne formy kyslika (ROS). Aktivované T-lymfocyty vyvolavaji zmeny
v kozi, ktorych dosledkom je ochorenie psoriaza (12). ZvySenym hromadenim
polymorfonukledrnych lymfocyty (PMNL) v tkanive dochadza k oxidaénému poskodeniu
vyznamnych biomolekul, pretoze PMNL produkuji ROS. Tie zapri¢inuju modifikaciu DNA,
lipoperoxidaciu a produkciu zapalovych cytokinov a chemokinov. ROS sluzia aj ako druhi
poslovia v signdlnych drahach a moduluji expresiu viacerych génov. Najvyraznejsi ucinok sa
pozoroval v nasledovnych cestach prenosu signadlu: MAPK/AP — 1, NF-xB a JAK — STAT.
Prave tieto cesty prenosu signalu sa povazuju za kl'aicové pri zapalovych ochoreniach, medzi
ktoré psoriaza patri. Aktivovanim tychto kaskad prenosu signalu sa spusta bunkovéa odpoved’
v podobe rastovych faktorov, cytokinov, neurotransmiterov a dalSich intracelularnych
signalnych molekul, ¢o vedie k bunkovej proliferacii, diferencidcii a apoptdze. Abnormalny
rast keratinocytov je u psoriazy zapri¢ineny aj produkciou superoxidu PMNL a psoriatickymi
dermalnymi fibroblastmi. ZvySeny vyskyt PMNL v psoriatickych 1éziach vedie
k uvol'novaniu ROS a tym k naslednej lipoperoxidacii a k oxidacnému poskodeniu membran
buniek. Ked’ je zaroven poskodeny aj systém antioxida¢nej ochrany, i¢inok pdsobenia ROS
je este masivnejsi. Presny mechanizmus aktivacie a nasledného priebehu ochorenia nie je
doposial’ znamy.

Psoriazu je mozné rozdelit podla formy, veku, priebehu alebo lokalizacie. Podla trovne
postihnutia s rozliSované tri zakladné typy: jednoduchd psoridza — Psoriasis vulgaris,
psoridza spojena s hnisajucimi pluzgierikmi — Psoriasis pustulosa a artropatickd psoriaza
s postihnutim kibov. Najéastejsim typom je Psoriasis vulgari, ktora tvori priblizne 85 % zo
vSetkych pripadov psoriazy a najviac postihnuté su oblasti laktov, kolien, ¢i krizov. Podla
formy moéze byt psoridza akutna (trup, koncatiny), chronicka stacionarna - loziskova,
inverzna (tvar) a pustuldzna (dlane).

Klinické prejavy tychto ochoreni si ukazdého pacienta individualne, rovnako ako aj ich
priebeh a intenzita.
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Liecba psoriazy

V stiCasnosti sa pri lie¢be psoriazy vyuziva velké mnozstvo lieebnych metdd a postupov,
ktoré¢ sa radia do Styroch zakladnych skupin: I. topicka (lokalna) liecba, II. fototerapia, III.
systémova liecba a IV. biologicka liecba.

Lokalna lie¢ba sa vyuziva pri lieCbe I'ahkej az stredne zavaznej psoriazy a pri tazkej forme
ma len doplnkovy charakter. Lieky sa aplikuji priamo na postihnuté miesta koze. Pri lokalne;j
liecbe psoriazy sa vyuzivaju kortikosteroidy, analégy D3 vitaminov, retinoidy a premastujuce
pripravky. Pri liecbe kortikosteroidmi sa vyskytuju aj neziaduce ucinky (tachykardia a iné), a
preto su kortikoidy priliecbe kontraindikované. Délezitd je podpornd starostlivost’
o psoriatickll pokozku, ktord moze znizit’ ich vedl'ajsi G¢inok.

Fototerapia je lieCba vyuzivajica ultrafialové svetlo pdsobiace na psoriatické 1ézie. Pri
psoriaze je najt¢innejsie izke spektrum UVB o vlnovej dizke 311 nm. Fototerapia je vhodna
pre pacientov, ktory maji tela postihnuté psoriazou na viac ako 30 %. Liecba moze prebiehat’
maximalne 3 mesiace 3-5 krat do tyzdna. Ide o vyznamnu, ucinnu a relativne bezpecnu
metodu, ktord sa vyuziva pri lieCbe strednej atazkej formy psoridzy. Mnohokrat sa
fototerapia kombinuje s balneoterapiou s pouzitim solnych, bylinnych ainych kupelov.
Lokalna liecba a fototerapia vyzaduji maximalnu zodpovednost’ pacienta, ked’Ze st ¢asovo
naro¢né a musia byt podstupované pravidelne. Ich vyhodou je vSak bezpecnost’ v porovnani
so systémovou liecbou.

V pripadoch, kde je potrebny rychly nastup ucinku, alebo kde nezaberd lokalna liecba ani
fototerapia, pacienti podstupuju systémovu lieébu. Ide o pacientov so stredne tazkou az
tazkou psoriazou, ktorej limitom je organova toxicita a jej aplikaciu je potrebné dokladne
zvazit. Najviac predpisovanym liekom pri systémovej lieCbe je metotrexat. Ide o metabolit
kyseliny listovej, ktory sa vyuziva pri lie¢be sti¢asného kozného a kibového poskodenia.
Dlhodobym uzivanim narasta riziko cirhozy pecene a znizuje sa pravdepodobnost’ pocatia. Pri
liecbe psoriazy sa vyuziva viac ako 40 rokov a je povazovany za klasicky liek pri systémove;j
liecbe.

Novym rozvijajicim sa druhom lieCby psoriazy predtavuju biologika. Biologické lieky
$pecificky zasahuju poskodené molekuly bez toho, aby zasiahli zdravé bunky. Vd'aka
suCasnym znalostiam o patogenéze psoridzy je tento typ liecby vysoko selektivny, co
prispieva aj k lepSej znaSanlivosti liecby. Biologicku lie€bu mézu podstupit’ pacienti, ktori
maji psoriazou postihnutych viac ako 10 % tela a u ktorych bola predchadzajiuca lieCba
neuspesnd. V sucasnosti su na Slovensku pre biologickll lie¢bu dostupné tieto biologika:
infliximab, adalimumab, etanercept, ustekinumab, omalizumab a secukinumab. Nevyhodou
biologickej liecby je, ze doposial’ nie su zname vedl'ajsie G¢inky po ich dlhodobom uzivani.
Tazka forma psoridzy vyzaduje kombinaciu niekolkych typov lie¢by a pravidelné
monitorovanie pacienta lekarom. Zmyslom tejto lieCby je zvySenie UCinnosti lieCiv
a eliminacia ich neziaducich G¢inkov.

Oxidacny stres a ochorenia koZe

Nerovnovaha medzi oxidantom a antioxidantom posunutd v prospech oxidanta, ktora vedie
k poskodeniu, nesie pomenovanie oxidacny stres. Oxidanty st produkty normalneho
aerobneho metabolizmu, ale mozu byt tiez tvorené pri neStandardnych patofyziologickych
podmienkach (16). Medzi indikatory oxida¢ného stresu patri poskodenie dusikatych zasad
v DNA, produkty oxidacného poskodenia proteinov a peroxidacie lipidov.

Koza je najvicsi organ tela, poskytujuci ochranni funkciu a zabezpecujici homeostazu
organizmu, preto je hlavnym cielom pdsobenia ROS. ROS su latky prirodzene sa tvoriace
v nizkej koncentracii pocas normalneho aerdbneho metabolizmu. Patria sem singletovy
kyslik, superoxidovy anion, hydroxylovy radikal ainé (3). NajvyznamnejSim procesom
tvorby volnych radikalov je dychaci retazec, pri ktorom sa oxidaciou vzdu$ného kyslika
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vytvara energia a vedlaj$im produktom st hydroxylovy radikal a superoxid. Za normalnych
podmienok nie je produkcia radikalov prekazkou, problém nastava az pri ich nadprodukeii,
ktora je zvicsa dosledkom istého patologického stavu. Zakladnou tulohou uvolnovania
velkého mnozstva ROS pocas zapalovych procesov je usmrtit’ napadajice mikroorganizmi
a/alebo degradovat’ poSkodené tkanivo. Nepresnym zacielenim ROS dochadza k indukcii
oxidaéného stresu aj unormalnych buniek ¢o vedie k aktivacii patologickych procesov.
Nekontrolovatel'ny unik ROS sa podiel’a na rozvoji mnohych koznych ochoreni.

Organizmus bojuje proti volnym radikdlom najmi pomocou antioxidantov, ktoré zabraiuju
poskodeniu lipidov a bielkovin a zabezpecuju homeostazu koze (17). Tie G€inkuju na principe
troch zakladnych mechanizmov: I. brania tvorbe volnych radikalov, II. vychytavaju uz
vytvorené¢ volné radikaly alebo III. odstrafiuji poSkodené molekuly z organizmu. Prvi
skupinu tvoria antioxidanty v SirSom slova zmysle, medzi ktoré patria rézne chelatatné ¢inidla
(napr. albumin, transferin) a enzymy (napr. xantinoxidaza, katalaza, ¢i peroxidaza).
Antioxidanty v uzSom slova zmysle tvoria druht skupinu, ktora sa deli podl'a mechanizmu
eliminacie radikalov na: vychytavace (vychytavaju radikaly a premienaju ich na neradikalové
molekuly; napr. superoxiddismutaza (SOD), lapaCe (premienaji radikdly na stabilnejSie
molekuly; napr. vitamin E) a zhaSace (zhasaju radikaly; napr. B-karotén). Tretia skupina
zahfiia reparacné systémy, ktorych ulohou je odstranit’ poskodené molekuly (napr. fosfolipaza
A>») (4). Hoci endogénne antioxidanty zoslabuju §kodlivé u€inky ROS, zvysena a dlhotrvajuca
pritomnost’ vol'nych radikalov a ROS moze prelomit’ obranné mechanizmy a sprostredkovat’
rozsiahlu bunkovi odpoved’, ktora prispieva k rozvoju koznych ochoreni, vratane psoriazy.
Zvysena tvorba volnych radikdlov naruSa kozni homeostazu. Zasadnu ulohu v rozvoji
koznych chordb zohrava redoxny stav v bunkach koze. Vyuzitie antioxidacnej terapie v liecbe
psoriazy sa ukazalo ako prinosné (5, 11, 17).

Roézne parametre oxidaéného poskodenia hodnoti viacero $tadii. Stcasné prace, ktoré
sumarizuji  markery oxidacného stresu zhodne poukazuji na zvySeni hladinu
malondialdehydu (MDA) v plazme psoriatickych pacientov (10, 13). Sucasne sa zistili
znizené hladiny antioxidantov B-karoténu, glutationu, o-tokoferolu (vitamin E) a znizené
aktivity antioxidacnych enzymov SOD, glutationperoxidazy a katalazy (8, 17).

Gornicki a Gutsze (2001) zaznamenali znizené aktivity SOD a katalazy v erytrocytoch
psoriatickych pacientov a zvysSenie hladiny MDA v porovnani s kontrolnou skupinou.

V inej studii bola ako marker lipoperoxidacie pouzita kyselina tiobarbiturova, kde sa namerali
jej zvySené hladiny v sére psoriatikov. Stanovili aj celkovi antioxidacnu kapacitu plazmy,
ktord bola signifikantne zniZzena u pacientov so psoridzou. Zaroven porovnavali mieru
lipoperoxidacie u pacientov s aktivnou psoriazou (viac ako 10 % koze pokrytej psoriatickymi
léziami) s pacientmi s neaktivnou psoridzou, a zistili, Ze u pacientov s aktivnou formou je
vyznamne vyssia (15).

Odborna literatira zaoberajuca sa touto problematikou vo vSeobecnosti uvadza, ze oxidacny
stres zohrava hlavnii ilohu v patogenéze psoriazy. Studie vSak nie sa jednotné vo vsetkych
parametroch oxida¢ného stresu a v niektorych tidajoch sa vysledky rozchadzaju, preto je
potrebny este d’alsi vyskum.

Doplnkova lie¢ba prirodnymi latkami

Pri liecbe psoridzy je Casto vyuzivand doplnkova liecba prirodnym i latkami, prikladom je
pycnogenol. Pycnogenol je extrakt z kory francuzskej primorskej borovice Pinus pinaster
obsahujuci zmes polyfenolovych latok s antioxida¢nou, protizapalovou a inou biomodula¢nou
aktivitou. Zucastiiuje sa tvorby kolagénu, kyseliny hyalurénovej anapomaha produkcii
endotelového oxidu dusika, ktory zabezpeCuje rozSirovanie ciev. Obsahuje prokyanidiny,
bioflavonoidy a organické zluCeniny v konstantnych pomeroch. Az 65-75 % tvoria
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prokyanidiny obsahujtice katechinové a epikatechinové podjednotky s réznou dizkou retazca
().

Vyznamnou vlastnost'ou tejto prirodnej latky je jeho antioxidacnad schopnost’, vd’aka ktorej
dokéaze zneSkodnit' velké mmnozstvo volnych radikédlov. Tie priamo nevyvolavaju Zziadne
ochorenie, ale zhorSuji jeho priebeh. Ide hlavne o srdcovo-cievne, autoimunitné, nadorové
ochorenia, Alzheimerovu chorobu, ¢i ochorenia postihujuce pohybovy aparat.. Vol'né radikaly
negativne ovplyviuji aj proces starnutia a prispievaju k tvorbe vrasok, priCom doposial
jedinym ochrannym prostriedkom st prave antioxidanty. Pycnogenol napomaha znizovaniu
hladiny histaminu, slazi pri prevencii kardiovaskularnych ochoreni, tvorbe kf¢ovych zil,
znizuje riziko infarktu myokardu a dokonca znizuje aj ukladanie tukov do tukovych buniek
(14).

Belcaro a kol. (2014) potvrdili pozitivny u¢inok Pycnogenolu na lie¢bu psoridzy (150 mg/den,
12 tyzdnov), kedy sa u pacientov uzivajicich Pycnogenol pozoroval vo vSetkych
zasiahnutych oblastiach tela pokles psoriatickych 1ézii v porovnani s pacientmi bez
suplementacie. Pacienti boli vo veku 30-45 rokov so strednou az tazkou formou psoridzy.
Tieto vysledky poukazuji na u¢innost’ Pycnogenolu pri lieCbe psoridzy a znizeni oxidacného
stresu. Dalsie §tadie mozu potvrdit’ vyuZitie Pycnogenolu pri systémovej a lokalnej lietbe
psoriatickych 1ézii.

Psoridza nepatri k Zivot ohrozujucim ochoreniam, je vSak ochorenim zneprijemiujicim
kazdodenny zivot. V rebri¢ku ochoreni, ktoré negativne ovplyviiuju Zivot sa nachadza hned’
za depresiami. Pacienti trpiaci psoridzou majii mnohokrat okrem fyzickych problémov aj
psychické poruchy, ktoré su casto krat dosledkom negativneho vplyvu okolia. Vzhl'adom na
rastuci trend prevalencie psoriazy je dolezité poznat’ patoloégiu ochorenia, co by napomohlo
vyvoju lie¢iv resp. pouzivaniu prirodnych latok ako doplnkovej terapie, na zabezpeCenie
kvalitnejsieho a bezstarostnejsieho zivota pacientov.
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