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Véazené kolegyne, vazeni kolegovia, milé Studentkmili Studenti,

vitame Vasc¢o najsrdénejSie na Vedeckej konferencii Studentov lekarskyakalt
Ceskej a Slovenskej republiky na pode Lekarskej Ifgtku Bratislave. Nasa fakulta
prave v tychto doch oslavuje 90. vykge prichodu prvych ,poslov mediciny* -
profesora K. Hynka a jeho kolegov, ktoricah budova lekarsku fakultu. Stretnutie s
kolegami z Ceskej republiky povaZujeme preto za symbolické.priaxiovana
konferencia predstavuje Zivy dokaz vzajomnej preposti a rozvijajucej sa spoluprace
v ramci¢eskej aj slovenskej mediciny a vedy.

Toto stretnutie povazujeme za délezité z viaced@odov:

Umoziuje nam vzajomne sa podporéva odhodlani rohi poctiva, kvalitnd vedu, v
presvedeni, Ze bez expozicie vedou si medicina nevista

Stretnutie so Spkovymi Studentami a pedagogmi moézZet bgre viacerych z nas
motivaciou a inSpiraciou pre nové snazenia, préugpacu.

Interdisciplinarny charakter Studentskych konferentas zakazdym obohacuje o
poznatky z inych medicinskych odborov a vednycltigigh. SazZiacich @i vysvetli’
zlozité problémy jednoduchym spdsobotn, méze by neraz véSie umenie ako na
podujatiach Specialistov, ktori problematike rozjime

Verim, Ze osobny prejav, origindlne komuriiké schopnosti kazdého z prezentujicich
a diskutujuacich, premyslené dielo kazdej prednadkyiové poznanie urobia naSe
stretnutie zaujimavé a nezabudiinte

Zelam Vam véa Gspechov a osobnu spokojtios

Doc. MUDr. Beata Mladosi&wa, CSc.
prodekanka LF UK \aBslave



Miesto konania konferencie: Mala afa poslucharng Novych teoretickych Ustavov
LF UK, Sasinkova 4, Bratislava

Casovy limit prednasok — 10 min(t, diskusie — 10uhin

Prace mézu byprezentované v slovenskoteskom alebo anglickom jazyku



Program konferencie

8.30 Otvorenie konferencie — dekan LF UK/Régposlucharg NTU)
8.35-8.55 Vyziadana prednaska

prof. MVDr. Michal Novak, DrSc.
Neuroimunologicky Ustav, Slovenska akadémia vied,Btislava

Program predklinickej a teoretickej sekcie
9.00 - 10.40 Odborné prednasky (k& poslucharg NTU)

1. Linopirdine primes hypoxic pulmonary vasoconstiction in saline
perfused rat lungs

Youssef Ghaly, Tarik Adam

Supervisor: prof. MUDr. Jan Herget, DrSc.

Charles University, ® Faculty of Medicine, Prague, Czech Republic

2. Proteomic changes of malignant cells induced tshort-term treatment
with valproic acid

Markéta Kostrouchova

Supervisor: prof. MUDr. Vaclav Mandys, CSc.

Charles University, 8Faculty of Medicine, Prague, Czech Republic

3. Vliv vapnikového senzitizatoru levosimendanu n&ontraktilitu srde énich
preparati moréete

Tomas Kazda

Skolitel’: prof. MUDr. Marie Novakovéa, PhD.

Masarykova univerzita, Lékska fakulta, BrnoCeska republika

4. Reakce kmenovych buék zubni pulpy a periodoncia na ozéeni 60Co
Benjamin Visek

Skolitel: MUDr. Tomas Soukup

Univerzita Karlova, Lékiska fakulta, Hradec Kralov€eska republika

5. Different ischemic preconditioning regimens a#cting preservation injury
of intestines

Jan Varga, Martin Bujdo$

Supervisors: prof. MVDr. Mikulad Pomfy, CSc., MVDgtefan Téth, PhD., Mihai

Oltean, M.D.

P. J. Safarik University, Faculty of Medicine, Kesj Slovak republic

10.40 -11.00 Prestavka



11.00 - 13.00 Odborné prednasky Méeposlucharg NTU)

6. Antiapoptotic protein survivin and its expressbn in malignant melanoma
Anna AntoSikova

Supervisor: doc. MUDr. Marian Adamkov, CSc.

Comenius University, Jessenius Faculty of MedicMartin, Slovak republic

7. Exprese genu RECK v plicni tkani pacieni s nemaloburg&énym plicnim
karcinomem
LukasReha

Skolitelia; MUDr. Vlastimil Kulda, RNDr. Martin Péd, PhD.
Univerzita Karlova, Lékiska fakulta, Plag Ceska republika

8. Moznosti fenotypovych metod v detekci Sirokospdrych beta-laktamaz v
mikrobiologické praxi

Miroslava Htoutou Sedlakova

Skolitel’: prof. MUDr. Milan Kol&, PhD.

Univerzita Palackého, Lékeka fakulta, Olomoud;eskéa republika

9. Omega-3 nenasytené mastné kyseliny a Atorvastabvplyviiuju
medzibunkovl komunikaciu v myokarde a v aorte
hypertriacylglycerolemickych potkanov

Lucia Kolenova

Skolitelia: RNDr. Katarina Dlugo$ova, RNDr. Nargisbulova, DrSc.

Univerzita Komenského, Lekarska fakulta, Bratis|estvenska republika

10. Testovani inhibéniho potencialu reaktivatora acetylcholinesterasy in
vitro

Vendula Sepsova

Skolitels PharmDr. Janadarova Karasova

Univerzita Obrany, Fakulta vojenského zdravotnidiradec KralovéCeska republika

11. Vliv naruSené zubni estetiky na vnimani atrakvity Gsmévu mezi zubnimi
|ékari, ortodontisty a laiky

Veronika Cahova

Skolitel: doc. MUDr. Milo$ Spidlen PhD.

Univerzita Palackého, Lékeka fakulta, Olomoud;eska republika

Program Klinickej sekcie
9.00 - 10.40 Odborné prednasky (Mala posluchaxd )
12. _Pericentricka inverze chromozomu 9 — pouha vanta?
Antonin Sipek

Skolitelia: MUDr. Ale$ Panczak, CSc., MUDr. Romavidnalova
Univerzita Karlova, 1. Lékaka fakulta, Prah& eska republika
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13. Rozvoj funkce transplantované ledviny u &i ve vztahu k pongru
hmotnosti darce/pfijemce (donor/recipient body masses ratio - D/R BMR

Eva Foltynova

Skolitel: MUDr. Jaroslav Spatenka, CSc.

Univerzita Karlova, 2. Lékaka fakulta, Praha;eska republika

14. Hypoglykémie na jednotce intenzivni metabolick@é&e FNKV: Vyskyt,
pFi¢iny, 1é€eni, vysledky u 100 pacierit

Josef Fontana

Skolitef’: prof. MUDr. Michal Andl, CSc.

Univerzita Karlova, 3. Lékaka fakulta, Praha;eska republika

15. Mortalita nemocnych s chronickym srdénim selhanim sledovanych ve
specializované ambulanci

Lujza Galkova

Skolitelia: MUDr.Ondej Ludka, PhD., prof. MUDr. Jirfith Spinar, CSc.

Masarykova univerzita, Lékska fakulta, BrnoCeska republika

16. Frispévek k patogenezi kalcifikované aortalni stenézy —askularizace
chlopni
Lukas Krbal

Skolitel”: prof. MUDr. Ivo Steiner, CSc.
Univerzita Karlova, Lékiska fakulta, Hradec Kralov€eska republika

10.40-11.00 Prestavka
11.00 - 13.00 Odborné prednasky (Mala posluch&igU)

17. Polymorfizmus biotransformanych génov glutation S-transferazy a
riziko vzniku karcinému p rtc

Martina MiSanikova

Skolitelia: MUDr. Anton Dzian , RNDr. Tatiana M&tiva

Univerzita Komenského, Jesseniova lekarska fakhltatin, Slovenska republika

18. Inhibition of transforming growth factor beta-1 augments liver
regeneration after partial portal vein ligation in porcine experimental
model

Jan Biiha

Supervisors: MUDr. Vaclav LiSka PhD., prof. MUDrladislav TreSka, PhD.
Charles University, Faculty of Medicine, PilsengClz Republic

19. Dominance of topical negative pressure in theeatment deep sternal
wound infection in cardiothoracic surgery
Patrick Tobbia

Supervisor: MUDr. Martin Simek PhD.
Palacky University, Faculty of Medicine and DemtisDlomouc, Czech Republic
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20. Gilbertov syndrém - vplyv benignej hyperbilirubinémie na markery
oxidaéného stresu a na lipidovy profil

Tomas Sykora

Skolitelia: RNDr. Zuzana Paduchovéa, PhD., MUDr.n@adlik

Univerzita Komenského, Lekarska fakulta, Bratis|éSvenska republika

21. Hodnoceni Urovié znalosti prvni pomoci u studeni gymnazii

Ludék Hana, Tomas Veleta

Skolite’: MUDr. Radovan Matousek, PhD.

Univerzita Obrany, Fakulta vojenského zdravotnidiiadec KralovéCeska republika

22. Permeabilita dentinu a jeji klinicky vyznam
Michal Benes$

Skolitelia: MUDr. H. Hecova, MUDr. J. Stghlikové
Univerzita Karlova, Lékiska fakulta, Plzg Ceska republika

13.00 - 14.00 Obed

14.00 — 15.00 Prezentacia sponzorov, vyhlaseniedisv a ukotenie
konferencie
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Linopirdine Primes Hypoxic Pulmonary
Vasoconstriction in Saline Perfused Rat Lungs

Youssef Ghaly, Tarik Adam

Co-author: Vojtech Sedivy

Supervisor: prof. MUDr. Jan Herget, DrSc.

Centre for Cardiovascular Research and Departnidtttysiology, Charles University-
Second Faculty of Medicine, Prague, Czech Republic

Introduction

The key underlying mechanisms resulting in pulmgna&asoconstriction during
hypoxia, in blood perfused lungs, an important &mdwn physiologic attribute of
pulmonary smooth muscle cells (PASMC), are not i§ipaty known. In order to
investigate hypoxic pulmonary vasoconstriction (HRW saline perfused isolated rat
lungs, different vasoactive substances are requmemhduce responses to ventilatory
hypoxia (1). A subgroup of voltage gated potassitiannels known as KCNQ, are
important in setting resting membrane potential madttivity of pulmonary vessels (2).

Ventilation-perfusion matching in the lung optingddPV, diverting blood flow to well

ventilated areas of the lung. HPV leads to detrialdncrease in pulmonary artery (PA)
pressure, consequently under conditions of globglokia leading to pulmonary
hypertension (PH). Sustained PH develops in chrbgpoxic lung disease (chronic
obstructive lung disease, sleep disordered bregtliveolar hypoventilation disorders,
and chronic exposure to high altitude) by dysfurctiof mechanisms regulating
pulmonary.

Members of the KCNQ channels have been widely sthddemonstrating that they
have important physiological functions (3). KCNQnge encode a family of voltage-
gated potassium channels with six membrane spardongains. PASMCs were found
to express KCNQ4 mRNA at high levels than systewgissels, making an important
contribution to the regulation of pulmonary vascutne (2).

The experiment examined the effects of linopirdimeselective KCNQ potassium
channel blocker; on hypoxic pulmonary vasoconstmicin physiological salt solution
(PSS) perfused rat lungs.

Methods

The effects of linopirdine were investigated ongamations of isolated saline-perfused
rat lungs. Experiments on isolated lungs were edrout using 260- to 400-g adult male
Wistar rats, six for the linopirdine study groupddive for the control group; treated in
accordance with the Declaration of Helsinki and theide for Care and Use of
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Laboratory Animals (Institute of Laboratory AnimBlesources 1996). All procedures
were approved by the Animal Studies Committee arlgék University, Prague.

The lungs were excised as described by Herget aoMuvtry (4), the rats were
anaesthetised with sodium thiopental (50mg/kg ignyl ventilated (peak inspiratory
pressure, 12cm of H20O; positive end expiratory guses, 2cm of H20) through a
tracheal cannula with normoxic gas mixture (NGML%2 O2, 5% CO2, 74% N2.
Temperature of the lungs and recirculating perfusats maintained at 38oC. The main
pulmonary artery (PA) and the left ventricle weamigulated, and the lungs perfused at a
rate of 4ml/min/100g via the PA with bicarbonatdfbred salt solution containing
albumin (4g/100ml), meclofenamate (17uM), and ritrarginin-metyl-ester (50uM, L-
NAME). The pulmonary perfusion pressure was measui& a transducer connected to
the inflow cannula (PowerLab; ADInstrumants Ltdhalyrove, Oxfordshire, UK).

For the study group, after 10 minutes of equiliormtunder normoxic gas mixture
ventilation, a bolus injection of Linopirdine (23@uwas injected into the inflow
cannula followed by a further 5 minutes of equaifimn. A ventilatory challenge with
hypoxic gas mixture (HGM); 0% O2, 5% CO2, 95% NZswgiven at three intervals
(15, 30, and 65 minutes). The hypoxic challenge mamtained until a stable maximal
response had been reached. NGM ventilation wastaiagd for 10- and 30- minutes
after the first and second hypoxic challenge, resyaly. For the control group, the
protocol was applied only without any linopirdineifag administered.

The results are presented as means + SE. They ewedeated statistically using
unpaired t test. Differences were considered sSiamf at P < 0.05.

Results

Figure 1 shows that the mean pulmonary perfusiessure during exposure to hypoxic
ventilation and normoxic ventilation showed no #igant differences in their
responses.

Figure 2 shows; firstly that linopirdine adminigtom does not affect the basal mean
pulmonary perfusion pressure; secondly, it shoves linopirdine potentiates hypoxic
pulmonary vasoconstriction.

Figure 3 shows the difference in perfusion pressuhéring hypoxic ventilation from
normoxic ventilation, in both the control and stugsoup. This demonstrates that
linopirdine is significant in potentiating the secb and third hypoxic pulmonary
vasoconstriction.

13
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There were no differences in basal perfusion pressbefore the start of each hypoxia,
between the study and control groups. The secoddhard responses to hypoxia were
significantly statistically higher in the linopim study group compared to the control

group.

Conclusion

We conclude that linopirdine induces HPV in salpezfused rat lungs. Hence, KCNQ
channel activity is important in reactivity of pubmary vessels to acute hypoxic
challenge.

The KCNQ potassium channel blocker, linopirdinesvi@und to prime HPV, by way of
constricting pulmonary vessels.

Acknowledgments
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Proteomic changes of malignant cells induced by
short-term treatment with valproic acid

Markéta Kostrouchova

Supervisor: prof. MUDr. Vaclav Mandys, CSc.

Laboratory of Molecular Pathology, Institute of &ried Metabolic Disorders$1
Faculty of Medicine, Charles University, Praguee€z RepublicZDepartment of
Pathology, # Faculty of Medicine, Charles University, Pragueech Republic

Introduction

Valproic acid (2-propylpentanoic acid) is a smathiched fatty acid used for the
treatment of epileptic seizures (absence, toninicland complex partial seizures),
mania in bipolar disorder (1) and migraine propRida2). Studies done on various
neoplastic cell lines showed that valproic aciduices cell differentiation, inhibits cell
proliferation, increases apoptosis and immunoggniid decreases angiogenic potency
of neoplastic cells (1).

The mechanism of action of valproic acid has béeket to the potentiation of the
inhibitory activity of GABA {y-aminobutyric acid), inhibition of voltage-depenté&fa+
channels, attenuation of NMDA (N-methyl-D-aspartateediated excitation,
interference with MAPK (mitogen-activated proteinnase) and Wnf§-catenin
signalling (1) and interference with inositol amd@hidonate metabolism (3). It was also
discovered that valproic acid acts as a potent H#i§tone deacetylase) inhibitor (1).

Cancers arise by accumulation of genetic mutatiand step-wise induction of
epigenetic events that silence transcription ofdusuppressing genes and facilitate
expression of tumor promoting genes. Epigenetialegmn is executed on the level of
DNA by methylation of CpG islands (4) and on thesele of post-translational
modification of RNA (5) and chromatin proteins, thises in the first place (6). A
decrease in gene expression brought about by letylation of histones is part of the
cancer specific transcription profile that is cluéesized by low expression or complete
elimination of expression of certain tumor suppoesgenes. It seems possible to use
inhibitors of HDACSs as tools for the induction ofpeession of silenced genes.

In this work we studied the short-term effect (&rs) of valproic acid (1mM and 5mM)
on the urothelial carcinoma cell line 5637. Ourusovas to establish the effect of
valproic acid on the morphology, cell growth dynasnéand proteome of 5637 cells.

Methods

We used light microscopy to evaluate the morpholo§y5637 cells. Cell growth
dynamics in response to treatment with valproicd amas determined by the total
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amount of protein in cell cultures using Bradfoskay. To analyze the proteome of
5637 cells we first used comparative two-dimendidigaiid chromatography. In the
first dimension or HPCF (high-performance chromataking) proteins were separated
based on their isoelectric points and eluted bygpdlient. Proteins from first dimension
were then separated in the second dimension or H@PRfR-performance reversed
phase) according to hydrophobicity and collectedfeEential layouts of proteomes
were made using the computer program DeltaVue c&elesamples were then analysed
by mass spectrometry.

Results

We did not see any distinct morphological changéss@37 cells after 6 hours
incubation with valproic acid. The growth dynamafs5637 cells were also not affected
after 6 hours, but growth inhibition was seen a#érhours for 5mM valproic acid and
after 48 hours for both 5mM and 1mM valproic acMultiple chromatographic

fractions were altered by valproic acid treatment anass spectrometry identified
cytoskeletal proteins as possible targets of vadpaoid action.

Discussion

The antineoplastic potential of valproic acid whswn to act through the inhibition of
HDACSs and involves changed acetylation of histoH8sand H4 (1). Valproic acid is
likely to affect the acetylation not only of hisesbut also of a wider spectrum of
proteins that may play a role in the biological &&br of cancer cells. Our analysis
identified cytoskeletal proteins especially keratas possible targets of valproic acid.
Cytokeratin 8 and cytokeratin 18 were recently show be acetylated and their
acetylation affected by butyrate (7, 8). Butyriédais also a short chain fatty acid and a
HDAC inhibitor (9). It seems likely that alteredromatographic mobility of identified
cytokeratins reflects the effect of valproic acidtheir acetylation.
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Vliv vapnikového senzitizatoru levosimendanu na
kontraktilitu srde ¢nich preparata morcéete

Tomas Kazda

Skolitelka: prof. MUDr. Marie Novéakovéa, PhD. )
Fyziologicky Ustav, Lékiska fakulta, Masarykova univerzita, Brrigeska republika

Uvod

Se zdokonalovanim komplexnig@éo pacienty s kardiovaskularnimi onemsdmi se
jich stale vice doZiva vyssiheku. Castji se tak ale jejich zakladni onemdaen vyvine
az do stavu srdeiho selhani. V jeho terapii se post&poplatuji i vapnikové
senzitizatory, jejichz reprezentantem je levosinagndV nasi #véjSi praci jsme se
zabyvali jeho dGinkem na staZlivost a jeji obnovucase — mechanickou restituci — u
multicelularnich srdich prepardit moriete. NejzajimagSim zjiS€nim v této
piedchozi studii byla deprese prvni faze mechaniekétuce u komorovych sval1),
obr.1.

Vliv levosimendanu na mechanickou
restituci - komorovy preparat

1,2
—
. yal

0,6 ///"

0,4 /

0,2 //
/_1

0 T T T T T T T T T T T T T T 1

150 250 350 500 700 900 11001300

extrainterval [ms]

sila kontrakei [ x100 %]

kontrola — — — levosimendan =======w washout

Obr.1. Deprese prvni faze mechanické restituce mokového preparatu vlivem
levosimendanu. Efekt neni vymyvatelny.
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Predpoklada se , Ze prvni, strma faze mechanickéuessie determinovana@devsim

vapnikovym proudemips L-typ Ca2+ kanalu, zatimco druha, pozvolna f@adeazi

obnovu schopnosti sarkoplasmatického retikula wjplarapnik do cytoplasmy
kardiomyocytu (2). Rozhodli jsme se navazat na méSeéchozi zji&ni a dale studovat
zmény mechanické restituce vlivem kombinace levosinagind s dalSimi latkami
zasahujicimi do vapnikového metabolismu. V tétodistwlemonstrujeme alteraci
kontraktility zasahem do &b vngjSiho vapnikového cyklu negati&ninotropnimi

latkami.

Metodika

Do studie bylo zahrnuto 18 mi@t (obojiho pohlavi, m=449,3+146,3g). Po celkové
anestézii éterem byla Zata usmrcena cervikalni dislokaci a po &e¥ hrudniku bylo
srdce vydizeno a umisho do studeného (5°C) Krebs-Henseleitova roztokeH(K
NaCl, 118 mM; NaHCO3, 24mM; KCI, 4,2 mM; KH2P0O421ImM; MgCI2, 1,2 mM;
CaCl2, 1,25mM; glukéza, 5,5mM). Odtud byléepeseno do prepard misky a po
vypreparovani aorty perfundovano dle Langendor&8°C, 1.25mM Ca2+, perfazni
tlak 80mmHg). Zadznam elektrogramu izolovaného srdo®znil vyadit nestabilni
preparaty. Po 5 minutach perfize byly ze srdceeparovany multicelularni preparaty
— ousko levé sia papilarni sval z pravé komory {pmer 1,24+0,33mm).

Preparaty byly umishy do horizontalni laziky pro snimani stimulovanych svalovych
kontrakci (30°C, 10ml Krebs-Henseleitova roztokaesyého 95% O2 a 5% CO2, 1 Hz,
stimulace proudovymi impulsy s amplitudou rovnowjgasobku prahové hodnoty).
Zvolena teplota i stimutmi frekvence je pro tento model nejvhéi (3). Po 30
minutové stabilizaci (KO) v K-H byly preparaty vgseny na 30 minut dinku
negativré inotropnich latek: v prvni skupin verapamil (VER, 300nM, n=6), ve druhé -
kobalt (KOB, 1,5mM, n=6), veréti skupig experimeni bylo deprese stazlivosti
dosazeno snizenim koncentrace vapniku v K-H roztakijednu fietinu (1/3Ca2+K-H,
n=6). V prvnich dvou skupinach nasledovaliidani levosimendanu (LEV, 150nM).
EC50 hodnota pro silu kontrakci je 140nM (4).rekitskupiny byl LEV nejprveifdan
do roztoku sietinovym mnozstvim vapniku (LEV 1/3Ca2+K-H) a azédo roztoku

s obvyklou koncentraci kalcia. Zaznamy stimulowdngtali byly patizovany vzdy v
1, 3,5, 10, 15, 20, 25 a 30 minuNa konci KO a také vzdy v kazdé 30. mihaplikace
latky bylo podle zvlaStniho protokolu provedencstemi po stimulaci siznym
extraintervalem (od 150ms do 1300ms) pro konstrlieky mechanické restituce.

Vysledky

Zmeény velikosti stimulovanych kontrakci v jednotlivyckituacich pro govy i
komorovy preparat jsou shrnuty v Tabulce 1. Sroénayednotlivych fazi experimeit
bylo provedeno pomoci parového t-testu, resp. jegimomového t-testu s referéni
hodnotou 1 pro porovnavani oproti kontroleiivky mechanické restituce jsou
porovnavany oft pomoci parového t-testu (Tabulka 1).
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Tabulka 1. Pokles, resp. fiét sily kontrakci v jednotlivych situacich (KO=10D%
Ve druhécgasti statistickd vyznamnost rozlipribéhu restiténich kivek v porovnani
s KO. Signifikantni rozdily (0,05) vyznéeny *.

LEV LEV LEV
VER | po KOB | po i'/3ca2+K' 1/3Ca2+K- \';'f(VH
VER KOB H

Sila kontrakci

Komora| 62,4%| 147,5% 9,4%*  88,1% 26,7%* 34,7%* 154,8

Sit 65,7% | 114,899 15,4% 3}2)2’2 36,2%* 82,1%* 309,7%
Mechanicka restituce

Komora | 0,037*| 0,023*| 0,008*| 0,015 0,05* 0,006* Qgr

Sin 0,367 | 0,106 0,328 0,025y 0,172 0,730 0,22y

Diskuse

Vyhodou kalciovych senzitizatbr(v porovnani s jinymi pozitivhinotropnimi latkami)
je skut&nost, Ze nezvysuji intracelularni koncentraci vépnZzangiuji se totiz az na
procesy, kterymi vapnik spousti svalovou kontrakeivosimendan fsobi na troponin
C (TnC), a to tak, Ze zvySuje jeho citlivost k méq. Tento dinek je ovSsem Ca2+-
dependentni - teprve po konfortnd zméné TnC spustné vazbou Ca2+ se
levosimendan vaze hydrofobni interakci na N-terfnindloménu TnC a udrzuje tuto
aktivni konformaci troponinu (5). Tuto skdtest jsme si potvrdili na experimentu
s tretinovym mnozstvim vapniku. V této situaci bylaoi podani levosimendanu velikost
kontrakci prakticky stejnd, teprve az v posledai,fidy uz ma levosimendan dostatek
kalcia, je patrny vzestup velikosti kontrakci (@)r.

Ktivka mechanické restituce popisuje obnovu staZlivegase a jeji tvarové ziny
negimo informuji o zménénych pomdrech v transportu véapniku mezi jednotlivymi
nitroburgcnymi kompartmenty, ipadré o metabolickych z#émach v srdénim svalu
(2). Odchylky v piibéhu restiténich Kivek mohou reflektovat zémy: ve stavu L-typu
vapnikovych kandl v obno¥ schopnosti uvdlovat vapnik ze sarkoplasmatického
retikula a znsny obsahu Ca2+ vém, v aktivaci ryanodinovych recepftojako odpoed’

na aktivaci dihydropyridinovych receptosarkolemalni membrany.

Studovali jsme z#ny pribéhu mechanické restituce vlivem alterace vSech vySe
uvedenych moznosti. V této praci prezentujeme spavgvlivreni prvniho bodu.

V naSich experimentech jsme potvrdiliiiek jednotlivych intervenci na velikost steh
u obou preparét Narst sily kontrakci v LEV nebyl oproti KO statistickgyznamny.
To vSak neni v rozporu s nasinfiegdchozimi vysledky (nést sily o 288% u sin resp.
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225% u komory), protoze ¥dhto pokusech levosimendaispbil na farmakologicky
intaktni srdéni preparaty. V experimentech prezentovanych v f@téci vSak byly
preparatyiicet minut pod vlivem verapamilu, resp. kobaltyiclez (ginky (pfedevsim u
kobaltu) nejsou zcela vymyvatelné.

Velikost stahii v pokusu s 1/3C4&",
komorovy preparat

0\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\[rn\ir\‘]\

1 5 15 25 515 25 1] 5 15 25

1/3Ca®”|  LEV+1/3Ca%* gy«
1 B

Obr.2. Velikost sily kontrakci v pokusu s 1/3CaRentrola = 100%

V posledni ¢asti naSi prace jsme studovali vliv snizeného niwbZkalcia

v extracelularnim prostoru.fiPporovnavani nasich itv&jSich (Obr.1) a satasnych
vysledki se nedopustime vyrazné chyby, protoz€adoé snizeni [Ca2+]i neni tak
radikadlnim zasahem do véapnikového metabolismu jgkotomu v pedchozich
piipadech. Zde je patrnd podobnost s naSidghozimi vysledky -ietelnd deprese
restituce stazlivosti v prvni, strmé fazi.

Porozurgni dosud ne zcela objastym jevim - jako je mechanickd restituce - a
fyziologickym regulacim, riwe @inést nové informace o pohybech vapniku v &ndeh
buiikach. Krong teoretickych pinosi se tak mohou roz&ivat moznosti farmakologické
intervence doé&chto djia detekci novych potencialnich wilpripadré vypracovanim
teoretickych pedpokladi zvySeni dinnosti stavajici &by vhodnou kombinaci (n&p
levosimendanu) s dalSimi farmaky.
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Uvod

Kmenové biiky zubni pulpy (KBZP) a kmenové iky periodoncia (KBP) jsou
bunséné elementy, které participuji na regenerativniobcesechiady tkani v oblasti
dutiny Ustni. Spravna funkcechto burenych linii tak hraje vyznamnou roli v udrzeni
homeostazy &adné funkce jednotlivych partii této oblasti. J#gm znama cel&ada
unikatnich vlastnostiéthto burk jako je schopnost sebeobnovy (1, 2) nebo vyznamny
prolifer&ni a diferencigni potencial (3), které tyto be&&né linie fadi do skupiny
mezenchymalnich kmenovych Bkn(MKB). Zarovei byly pozorovany dalSi vlastnosti,
diky kterym jsou tyto buttné linie vyznam# chrargny proti genotoxickému stresu.
Pafi sem nap piitomnost Abc transportérn(4), vyrazi rozvinuty detoxikani systém

(4) nebo vysoka schopnost reparace DNA (Zktbré publikace dale nazhgi, Zze na
rozdil od hematopoetickych kmenovych Bkinu MKB nedochazi ani po vyznamném
ovlivnéni nekterymi cytostatiky (6) nebo jonizujicim ignim (7, 8) k indukci apoptozy,
ale ke ztrat proliferatniho potencialu a tedy Kedtasné senescenci. Cilem této prace je
pak posouzeni vlivu jednorazového ted linii KBZP a KBP pomoci 60Co a ziskani
informaci o zékladnich procesech, ke kterym u@gch linii MKB dochézi. Braz je
piitom kladen na posouzeni miry indukce apoptézyrechpdu bu&nych linii do
senescence.

Metodika

V experimentu byly pouzity celkem 3 bigmé linie (2 x KBZP, 1 x KBP). Kultivace
pied ozdéenim probihala v adherentnich podminkach v expamzmédiu MAPC +
2%FCS, suplementovanénistovymi faktory PDGF a EGF. Jako zdroj jonizujiciho
zaeni byl pouzit radioizotop 60Co s konstantnim dayko piikonem 1Gy/min. Pro
oz&eni byly pouzity jednorazové davky 2, 6 a 20Gy uZkBa 20Gy u KBP. Analyza
oza&enych bugénych linii byla provedena 1., 3., 6. a 13. den pé&@eni, Ficemz do
jednotlivych analyz byly zavzaty kky prisedlé na kultivéni nadobu i biiky
odlowené, tvdici suspenzi. Ozé&né bukcné linie v pfibéhu experimentu nebyly
pasazovany, neoEné linie byly Bhem celého experimentu pasazovany 2x (trypsin +
EDTA). Viabilita, analyza p&tu burék a prolifer&ni potenciél byly sledovanytistroji
ViCell XR a Z2 Counter (Beckman Coulter). Analyzanténého cyklu byla provedena
znaenim propidium-jodidem a duéinim zeaim anti-cyclin A2/7AAD. Vyskytasné
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a pozdni apoptézy byl detegovan na zakladaeni annexin V/7AAD. Data byla
hodnocena vyuzZitim ftokové cytometrie (Cell Lab Quanta SC+MPL, Beckman
Coulter). U oz#enych linii byly sledovany karyotypové&gstavby (R- a G-pruhovani).
Jako marker senescence byla v&elném mikroskopu (Nikon) sledovana aktivita beta-
galaktosidazy (Sigma).Déale byly sledovany zakladrirfologické charakteristiky a
zmgny ve fazovém kontrastu (Nikon). Jednotlivé sled@vaparametry ozanych
burgénych linii byly porovnavany s hodnotami linii koolinich, neozéenych.

Vysledky

Pri pouziti davek 2 a 6Gy nebyly ve fazovém kontrasproti kontrolnim liniim
zaznamenany signifikantni morfologické &my. U davek 20Gy byly u vSech dgeaych
vzorkl patrny ojediglé degenerativni procesy (Zny tvaru buwgk, sniZzeni nukleo-
cytoplazmatického po#nu, vakuolarni degenerace). Kumulativni¢eb popul&nich
zdvojeni (PZ) se u KBZP zigodnich 5,8 (kontrolni linie) snizoval na 2,7 (2G$)0
(6Gy), resp. 0,9 (20Gy), u KBP bylo PZ 5,3 (kontiolinie) a 1,4 (20Gy). Zg&tené
hodnoty distribuce meri jednotlivych bugénych linii v ramci celého experimentu
byly 16,2+4,1um (KBZP, kontrolni), 15,9+4,0um (KBZROGy), 14,6+5,9um (KBP,
kontrolni), 15,0+4,0um (KBP, 20Gy). Viabilita KBZP pavodnich 92,0% (kontrolni
linie) v ramci celé studie poklesla na 88,2% (2@y),1% (6Gy), resp. 87,0% (20Gy). U
KBP doséahla viabilita 95,0% (kontrolni linie), resp0,9% (20Gy). Procentualni
zastoupeni G2/M-faze na celém bémém cyklu v den 13 dosahovalo u KBZP hodnot
13% (2Gy), 29% (6Gy) a 63% (20Gy). U linie KBP bylmto zastoupeni rovno 45%
(20Gy). Kontrolni linie pitom vykazovaly zastoupeni 12% u KBZP, resp. 11%BP.
Markery ¢asné apoptozy (annexin V+/7AAD-) v rdmci studie agtvaly tyto hodnoty:
9,942,9% (KBZP, kontrolni), 12,0+2,5% (KBZP, 2Gy)0,0+1,6% (KBZP, 6Gy),
11,1+2,9% (KBZP, 20Gy), 9,6+2,0% (KBP, kontrolni}p,6+2,7% (KBP, 20Gy).
Hodnoty charakterizujici pozdni apoptdézu (annexin/AAAD+) byly nasledujici:
4,0+1,6% (KBZP, kontrolni), 4,1+1,9% (KBZP, 2Gy),331,6% (KBZP, 6Gy),
4,9+1,8% (KBZP, 20Gy), 5,6+2,2% (KBP, kontrolni)831,3% (KBP, 20Gy). Aktivita
beta-galaktosiddzy u onych linii vykazovala vastajici tendenci a to ¥me

k pouzité davce zani (data nebyla kvantifikovana). U netamdych linii byly
pozorovany karyotypovéipstavby getnosti 1-2%. Linie oZéné 2Gy vykazovaly
aneuploidni a detmi zneény v 10-15% hodnocenych mit6z (souhrnna data pr@iKR
KBP), u vzorki oz&enych 6 a 20Gy zidodu vyskytu nehodnotitelnych zm nebyla
provedena kvantifikace obrazu.

Diskuze

Oz&eni linii KBZP, resp. KBP uvedenymi davkami vedwéech fipadech ke snizeni
prolifera&niho potencialu, ifsxéemz toto snizeni bylo proporciondini k pouzité @avc
z&eni. Zarové byl u ozdenych vzork patrny blok na Grovni G2-faze beimého cyklu,
nejvyrazrigjsi u pouZzité davky 20Gy. Uvedeny blok Baného byl gitom patrny jiz
prvni den po oz&ni a petrvaval po celou dobu experimentu, coZ naajeapechod
oza&enych bugk do predtasné senescence. Tomu odpovida i zvySena aktieiz b
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galaktosidazy, ofi ve vztahu k pouzité davce jonizujicihorerdi. Detekce annexinu
VITAAD ukazala, Ze u ozénych buiénych linii neni patrna statisticky vyznamna
indukce casné ani pozdni faze apoptdzy oproti kontrolninirtin Oz&eni se zasadn
neprojevilo ani na viabikt vSech sledovanych populaci, kde rozdil mnozstvi
neviabilnich busk mezi kontrolnimi a oz&nymi liniemi nepesahl hodnotu 5% a to ani
u nejvyssi pouzité davky mni. Lze tedy usuzovat, Zéepladajici reakci linii KBZP a
KPB na oz#&eni 60Co je fediasna senescence a nikoliv apopt6za. Je vSak nutmmeam
zieteli, Zze i pes nevyznamné ovlivni zakladni morfologie o#énych bugénych
populaci zde dochéazi k vyraznému poSkozeni karyotyp, spolu s vySe uvedenymi
vysledky, vede k zawu, Ze uvedené betné linie jsou schopny odolat i vysokym
hodnotam jonizujiciho zéni, nicména vlivem pouzitého z&ni dochazi k selekci
populaci s vyrazh poSkozenym genomem. V dalSich experimentech tale wutné
owéfit, jak jonizujici zd&eni ovliviiuje dalSi kléové intracelularni procesy a to zejména na
molekularrg-biochemické Grovni. Proifpadné vyuZziti poznatkv klinické praxi pak
bude pinosem sledovani vlivu nizSich davek jonizujicilieni (< 2Gy) na uvedené
typy MKB.

Prace byla podpgena grantem GA'R ¢. 304/09/1568.
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Decreasing the ischemia-reperfusion injury in itited transplantation (ITx) is a
paramount strategy for improving graft recovery dadction and avoiding potential
postoperative complications. The current study @qul the ability of two ischemic
preconditioning (IPC) regimens to reduce preseovaitijury.

Sprague-Dawley rats were divided in three groupd {reach). In control group (group
C) intestinal grafts were harvested and presemddTK solution. IPC was performed

in the graft donor either through 4 cycles of méseo ischemia of 4 min each followed

by 10 min of reperfusion (brief, group BIPC) or sthiemic cycles of 12 min each
followed by 10 min of reperfusion (long, group LIPGrafts were perfused and stored
in HTK and samples were taken before and after3dh,6h, 9h, 12h, 18h and 24h.
Preservation injury was scored using Park/Chiu esc@oblet cells (GC), entero-

endocrine cells (EEC) and serotonin producing EBEHEC) were also studied by
histochemistry and immunohistochemistry.

All groups showed progressively increasing morpgimanjury and decreasing number
of GC as well as higher EEC and SPEEC activity.upr€ had the most advanced
preservation injury followed by group BIPC. GC cowmas lowest in group C, followed
by group BIPC. Comparison between group BIPC amigrLIPC showed superior
parameters (preservation injury, GC, EEC, SPEE@)dnp LIPC.

In conclusion, an IPC regimen of 2 ischemic cyd&42 min each followed by 10 min
of reperfusion significantly decreases the pres@mainjury of the intestinal graft
compared with non-manipulated grafts.

Background

Intestinal transplantation (ITx) represents causshtment for patients with acute or
chronic intestinal failure (1). One of the serigqueblem stems from damage to the graft
which causes extreme susceptibility to small imestmucosal ischemia (2, 3).
Strategies, resulting in a reduction of the coneagas of ischemic-reperfusion (IR)
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injury and thus the ability to maintain mucosal ptwlogy and function throughout
clinically relevant storage periods may potentidiigve an enormous impact on the
improvement of ITx fruitfulness. Ischemic precoimhing (IPC) has been reported to
be one of the mechanisms that may protect the ofigan the IR syndrome (4).

Determination of the “gold standard” for IPC desggill remains unanswered question
of experimental studies.

Methods

Male Sprague-Dawley rats were divided in three gsogn=11 each); C — control group,
BIPC — group with brief ischemic preconditioningjireen and LIPC — group with long
ischemic preconditioning regimen. In untreated gro(group C) harvest and

preservation of unpreconditioned grafts was peré&atmiPC was performed in the graft
donor either through 4 cycles of mesenteric ischemhi4 min each followed by 10 min
of reperfusion (brief, group BIPC) or 2 ischemicleg of 12 min each followed by 10
min of reperfusion (long, group LIPC). Grafts undlent preservation in Custodiol HTK
(histidine-tryptophan-ketoglutarate) preservati@ugon. Bioptic samples were taken
during preservation in time Oh, 3h, 6h, 9h, 12 48d 24h (samples TO, T3, T6, T9,
T12, T18 and T24). For morphological changes detation (Histopathological injury

index, HIl) Hematoxylin-Eosin (HE) staining was dseHE-stained sections were
scored using Park/Chiu grading system adapted f@araedacker et al. (2000) (5).
Goblet cells (GC) population was detected usingiahicblue staining. For total

identification of entero-endocrine cells (EEC) aaphilic method by Grimelius-Pascual
was used. Serotonin producing EEC (SPEEC) weretdeteising monoclonal antibody
to serotonin.

Results
Histopathological injury index (HII)

Increasing of morphological injury from the stafoj till the end of preservation (T24)
was detected in all groups. However, the highelstegaof HIl were observed in control
group C. Preconditioned grafts of BIPC and LIPCugrtnad markedly lower range of
morphological injury in all bioptic samples. Mutusdmparing of pretreated groups has
shown improved intestinal morphology in group LIFEDy 1).

Goblet cells (GC) quantification

GC decrease with expanding scope of intestinal dapreccordingly the decrease of GC
with time of preservation was observed in all gmuphe most pronounced descent of
GC population was detected in donors of controugr@ followed by BIPC and LIPC

group (Fig 2).
Entero-endocrine cells (EEC) detection

In all groups high EEC activity was detected durfingt 3-5 hours of preservation with
sequent decrease in other time points of preservafilmost in all samples were the
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EEC activities highest in unpreconditioned group(p C). Lowest EEC activities were
observed mostly in samples of group LIPC (Fig 3).

Serotonin producing entero-endocrine cells (SPEte®ction

In all groups accrual of SPEEC activity was detae the beginning of preservation
and successive wane in other time-periods of praien. Group C has shown the
highest SPEEC activity in all samples with zenitrsample T6. Comparing of samples
from BIPC and LIPC showed lower SPEEC activitiegyinup pretreated by long IPC
regimen (LIPC) with highest values in sample T3)(8).

—e—C-—8BIPC LIPC‘

HIl value
N

TO T3 T6 T9 T12 Ti18 T24

samples

Fig 1. Histopathological injury index (HII) of intestingkafts. * p<0.05 C vs. BIPC (T3)
and BIPC vs. LIPC (T3) and C vs. LIPC (T6) and C M&®C (T9); ** p<0.01 C vs.
LIPC (T3).

m CmBIPC i LIPC

GC
&

TO 3 T6 T9 Ti2 T18 T24

samples

Fig 2. Quantification of goblet cells (GC) in graft mueog p<0.05 C vs. LIPC (T3); **
p<0.01 C vs. BIPC (T0); *** p<0.001 C vs. LIPC (T0)
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Fig 3. Correlation between EEC and SPEEC populations.<8.p1 C vs. BIPC (T6)
and C vs. LIPC (T6)

Discussion

Plenty of studies verified increasing in intestimiEimage during preservation using
hematoxylin-eosin staining method and Park/Chiuriegosystem (6-7). Salehi et al.

described as a border for intestinal graft viapithie time from 6-8h in University of

Wisconsin (UW) preservation solution (3). Insigoéint differences were observed in
study comparing two different preservation soluiafinically standardly used, UW and
Custodiol (histidine-tryptophan-ketoglutarate; HT#jile using of Park/Chiu scoring

system (8). In our study HIl after 9h of preseiwat reached the value in

unpreconditioned grafts (control group C) 4.4 butpreconditioned grafts (BIPC and
LIPC) reached similar value after 12h of preseortii.e. BIPC=4.5 and LIPC=4.17.

This finding showed a possibility to move the barfte cold storage of intestines from
9h to 12h by using of IPC. Significantly lower mgabdamage of intestines, confirmed
by Park/Chiu grading system, showed also studyotdi 8t al., in group with IPC (Prec
+ CI; 10min of mesenterial ischemia + 5min of répsion), Prec + Cl = 2.0 after 4h of
cold storage in compare to group without IPC (@2.9) (4).

Progressive decline of goblet cells (GC) due tdésaic injury during cold storage
evokes depression of mucus production and itsdbpsotective properties for intestinal
mucosa (2). Taguchi et al. described the decrehseuous content in GC as well as
villus cells during preservation of intestines ilolution as one of the characteristic
signs of poor graft viability (9). In our study fahe first time the changes in GC
amounts during preservation of preconditioned times are described in detail. Our
data show rapid fall of GC populations with incliegspreservation time in all groups
however the progress of GC falling in groups wRiClis less highlighted.

Kaihara et al. have shown the decrease of lumieadtenin concentration as well as
number of serotonin positive cells in intestinalamsa with increasing cold ischemic
and warm ischemic time (10). Reduction of SPEEG witld storage time confirmed
the study of Balaz et al. too (1). Decrease of te@in mucosal concentration in
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intestines during preservation was detected irerdfit studies (7, 8). There is still no
evidence of changes in EEC and SPEEC populationsigdypreservation when

preconditioned grafts were preserved. Comparingnpfeconditioned (control group C)
and preconditioned grafts (BIPC and LIPC) by EE@ &PEEC detection has shown
lower range of graft damage in IPC groups, espgomtien donors were pretreated by
long regimen IPC (LIPC).

In conclusion, an IPC regimen of 2 ischemic cyde&2min each followed by 10min of
reperfusion significantly decreases the morphokgipreservation injury of the
intestinal graft compared with non-manipulated tgraf
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Abstract

Survivin is a multifunctional protein that actsas apoptosis inhibitor, plays a key role
in cell division and enhances angiogenesis. Theeelarge differences of survivin
expression in malignant tumors on the one handccangsponding normal tissues on the
other hand. Therefore, it is a potential tumor reark

Methods

We examined the expression of survivin in a parfe2® malignant melanomas by
immunohistochemical staining using anti-survivirtibody (DAKO, Clone 12C§ In
each section, we assessed the percentage of pbssbained tumor cells, the intensity
of staining and its subcellular localization.

Results

Survivin was found in 23 out of 25 cases (92&uclear staining only was present in 2
out of 23 cases (8.7%), while cytoplasmic stainimly was seen in 3 out of 25 cases
(13%). Combined nuclear as well as cytoplasmic @sgion of survivin was
demonstrated in 18 out of 23 cases (78.3%). Inse<aevealing nuclear staining only,
worse histological features were more pronounceah tim 3 cases with cytoplasmic
staining only.

Discussion

Our results suggest that nuclear positivity fovatn may correlate with the degree of
malignancy. In addition, we conclude that overegpi@n of survivin protein involved in
the pathogenesis of melanoma might represent aorteng diagnostic marker.
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Tab. 1: Dva pripady maligneho melanomu len s jamlramnunopozitivitou (N)

Cislo vzorky s. | Breslow] Clark Mitoticka aktivita
22 N 5.0 mm v 3/mm2
23 N 6.0 mm \Y, 7/mm2

Tab. 2: Tri pripady maligneho melanému s cytopktithou imunopozitivitou (C)

Cislo vzorky s. | Breslow] Clark Mitoticka aktivita
1 C 0.3 mm | 0/mm?2
2 C 0.4 mm | 0/mm2
3 C 0.35 I 0/mm2
mm

s. |. — subcelularna lokalizacia survivinu
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Uvod

RECK (reversion-inducing cysteine-rich protein wikkazal motifs) je mebranev
vazany glykoprotein, ktery negati&mreguluje aktivitu matrixovych metaloproteinaz
(MMP-2, MMP-9, MT1-MMP) a inhibuje angiogenezi. \b&asné dob se ukazuje, zZe
exprese tohoto genu j@sto snizena v nadorové tkani (1,2). Nemaleboy plicni
karcinom (non-small cell lung cancer, NSCLC)tpabhezi maligni nadory se Spatnou
prognézou dadi se naigdni mista dmrtnosti na nadorova onensoémejen vCeské
republice, ale po celém &g (3). Uz delSi dobu jsou znamy endogenni inhibitory
matrixovych metaloproteinaz ozatmvané TIMP-1 az TIMP-4 (Tissue inhibitors of
metalloproteinases) (4). Hlavni rozdil mezimito inhibitory a no¥ objevenym
proteinem RECK je v lokalizaci, TIMPy jsou difuZii, zatimco RECK je membranév
vazany.

Bylo jiz popsano &kolik cest vedoucich ke snizeni exprese genu REZKdvou z nich
je zapojen onkogenni K-ras. Jednak zvySuje vazbi bigthyltransferasy DNMT3b na
promotor RECK genu a indukuje jeho methylaci v Ca&tivcich (5), druha terorie
piedpoklada, Zze Ras indukuje fosforylaci nebo dalddifikace Spl/Sp3 faktér které
zvySuji jejich vazbu na SP1 misto na promotoruna $hiZuji transkripni aktivitu
RECK genu (6).

V nasi praci jsme porovnavali expresi mMRNA RECKtiznych histologickych typech
a Kklinickych stadiich NSCLC. Déle jsme se z#iihna vztah mezi methylaci promotoru
genu pro RECK, expresi mRNA tohoto genu, Wezmkovym obdobim (DFI) a
celkovym gezitim (OS) u paciefits NSCLC.

Metodika

Studovana skupina zahrnovala 50 padientNSCLC (median &u 62,4 let, rozmezi
47,5 - 77,8 let, stadium 1A 12 (24%) pacienstadia IB — llIA 38 (76%) pacieit
operovanych v letech 2005-2007. Parové vzorky msaké tkam ziskané od kazdého
pacienta (nador — normalni plicni #§ébyly ihned po odéru zmraZeny na -70°C &ip
této teplot skladovany do doby zpracovani. VSechny vzorky itkély histologicky
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owteny — zastoupeni jednotlivych histologickych tyipylo nésledujici: epidermoidni
karcinom 25 (50%), adenokarcinom 19 (38%), ostaifii2%).

Stanoveni exprese mRNA metodou RT real-time PCHko@& RNA byla izolovana ze
100 mg tkan (Fast RNA Pro Green Kit, Q-BIOgene, USA), reverrahskripce (RT)
byla nasled# provedena ze 8g izolované RNA za pouZiti oligo d(T)21 jako primer
(Superscript Il Reverse Transcriptase, Life Tedbgies, USA). Sekvence primepro
kvantifikaci byla nasledujici: forward primer 5"-&RTTCCCGTCGATCACTATC-3’,
reverse primer 5-ATATGTCCAGAGCAAGTGCAAG-3'. Ve e vzorcich byla
zmetena také exprese GAPDH (glyceraldehyd-3-fosfat dedgenasa, housekeeping
gen). Postup kvantifikace GAPDH je uvedenyriwgSi publikaci naSeho pracowsf7).
Vysledky exprese mRNA pro RECK jsou u¥ag jako normalizované hodnoty, tj.
vztazené k expresi housekeeping genu GAPDH.

Urc¢eni methylaniho stavu promotoru genu pro RECK. Po izolaci DNA0 mg tkaa
(NucleoSpin Tissue kit (Macherey-Nagel, Germanylabgrovedena konverze DNA
bisulfitovou metodou (EZ DNA Methylation-Gold KiZymo Research, USA). DNA po
konverzi byla uzita ke zji8hi methyl&niho stavu promotoru pomoci methya
specifické PCR. Sekvence primgpievzatych z publikace autoChang et al. (8) byla
modifikovana, primery pro methylovanou sekvenci:  shhse 5'-

AATAAAGAGTTTTGGTACGGGGTAC-3, M-antisense 5'-
AAAACCGCGAAATACTCGAA-3’; primery pro nemethylovanosekvenci: U-sense
5-TAAAGAGTTTTGGTATGGGGTATGT-3, U-antisense 5'-

CTCCAAAACCACAAAATACTCAAA-3..

Vysledky
Tabulka 1 Rozdily v expresi genu RECK
exprese
N | Tk RECK/GAPDH Wilcoxon
(median)
50 | NSCLC 0,0397797
p=0,0032
49 | Kontrolni tké& 0,1102843
25 | Epidermoidni karcinom 0,0297737
p=0,0003
24 | Kontrolni tkd 0,1043990
19 | Adenokarcinom 0,1138185
p=0,3208
19 | Kontrolni tk& 0,1359807
25 | Epidermoidni karcinom 0,0297737
p=0,0051
19 | Adenokarcinom 0,1138185
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Tabulka 2 Vztah methytaiho stavu promotoru a exprese genu RECK

Methylace promotoru exprese
N RECK/GAPDH | Wilcoxon
genu pro RECK (median)
24 | ANO 0,0283514
p=0,0400
24 | NE 0,0560349

Zaznamenali jsme niz8i expresi mMRNA genu RECK v NSGadorové tkani ve
srovnani s normélni plicni tkani (p=0,0032). Také histologické podskupin
epidermoidniho karcinomu jsme prokéazali nizSi expreRNA genu RECK ve srovnani
s normalni plicni tkani (p=0,0003), ale nenaledm¢ rozdily v expresi mezi
adenokarcinomem a normalni plicni tkani. Epidermbikkrcinomy vykazovaly nizsi
expresi RECKu ve srovnani s adenokarcinomy (p=@Q0&ysledky jsou shrnuty v
tabulce 1. Dale jsme prokazali, Zze existuji rozdilgxpresi podle stadia nemoci. VysSi
exprese byla nalezena u stadia IA ve srovnaniasti $B-111A (p=0,0455). Zjistili jsme,
Ze u vzork s methylovanym promotorem genu pro RECK je sigaifire nizSi exprese
mRNA tohoto genu (p=0,0400), viz tabulka 2. Ne#jiggme zadny vztah methylace
promotoru a exprese genu RECK ke klinickopatologickhodnotam (DFI, OS).

Diskuse

Matrixové metaloproteinazy (MMP) jsou enzymy, ktegtuplatuji v mnoha procesech
spojenych s nadorovynfistem a metastazovanim (proteolyticky degraduji kamepty
extracelularni matrix a bazalnich membran, jsdleité pro angiogenezi). Proto
molekuly regulujici jejich expresi a funkdifhuji pozornost ndiklad i jako mozny cil
protinddorové terapie. rfedchozi vyzkum MMP inhibitdr identifikoval molekulu
TIMP-1 jako slibny prognosticky ukazatel (9). Dafjimavou molekulou inhibujici
MMP je RECK, jehoz expresi jsme stanovovali ve etcht NSCLC nadorové tkén
Potvrdili jsme vysledky fechozich publikovanych praci (8,10), Ze exprese RE({e
snizena v NSCLC nadorové tkani ve srovnani s narimglicni tkani. Navic jsme
prokazali, ze existuji rozdily v expresi mezi jetivgmi histologickymi typy NSCLC,
nizSi exprese byla nalezena u epidermoidnich kamainze srovnani s adenokarcinomy.
Exprese RECKu je zavisla i na stadiu onéoénu stadia IA (lepSi progn6za) byla
zaznamenana vysSi exprese ve srovnani se stadliiAIRhorSi progn6za), podobné
vysledky publikovali Takemoto et al (10), ale jeadenokarcinofh VVzhledem k&mto
vysledkim jsme pedpokladali, Ze pacienti majici vySSi expresi REGKumohli mit
delSi bezfiznakové obdobi (DFI) a celkov&giiti (OS), ale tuto hypotézu se nam
nepoddilo prokazat. Ukazali jsme, Zze v NSCLC nadorovénika@ethylace promotoru
genu RECK snizuje expresi mRNA tohoto genu a jdztyednim z jeho regutaich
mechanisn.

NaSe vysledky potvrzuji, Ze RECKuze byt pokladan za tumor supresorovy gen a
zajimavy cil dalSiho vyzkumu inhibitibmatrixovych metaloproteinaz.
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Uvod

Enterobakterie s produkci Sirokospektrych betaalaéz paf v sowasné dob

k obavanym bakterialnim patogan. Klinicky vyznamné jsou fedevSim ESBL a
AmpC enzymy, které jsou schopné hydrolyzovat pénici monobaktamy a
cefalosporiny se Sirokym spektrentinku. Uinek obou skupin se li&i u cefepimu
s odolnosti Wi AmpC beta-laktamazam a u cefoxitinu, ktery je logonaopak ci
ESBL. ESBL a AmpC enzymy se dale odliSuji ve svymhibitorech, pro ESBL je
specifickym inhibitorem kyselina klavulanova, pro mpC je to kyselina
3-aminofenylborita. Vyskyt Sirokospektrych betatlkaz je klinicky velmi vyznamny.
ZvySuje riziko selhani antibiotické dBy, stim souvisejici morbiditu i mortalitu a
v neposlednifack ekonomické naklady na déu (1). Napiklad Kang a jeho
spolupracovnici zjistili signifikanthvySsi selhani inicialni antibiotickécldy u pacient
se spontanni bakteridini peritonitidouigpbenou ESBL-pozitivnimi kmeny (73,3 %)
v porovnani s peritonitidou ESBL-negativni etioldil6,7 %). Row&Z prokazali u
pacientt s ESBL-pozitivnimi jgvodci vySSi 30-denni mortalitu (60 %) v porovnani
s pacienty s non-ESBL-peritonitidou (23,3 %) (2).

Dulezitou vlastnosti ESBL- a AmpC-pozitivnich bakigei sdruzena rezistence k dalSim
antimikrobnim  pipravkim, nag.  k aminoglykosidm, fluorochinoloim a
tetracyklimim. Velmi zavazna je dale moznost horizontalnih@rsi geri rezistence
mezi gibuznymi i nepibuznymi bakterialnimi druhy (3). ESBL a AmpC enzyjeou
popisovany i Weské republice. Kotaa kol. v multicentrické studii z roku 2004,
zahrnujici 16 zdravotnickych #aeni, prokazali produkci ESBL u 26 % knien
Klebsiella pneumoniae, fifemz na jednotkach intenzivni g ¢inila prevalence
dokonce 39 % (4). Podle European Antimicrobial Resice Surveillance System
(EARSS) byla pro rok 2008 @R prevalence ESBL-pozitivnich kmierKlebsiella
pneumoniae 47,7 % a ¥ipac druhu Escherichia coli 9,9 %. Vyskyt ESBL a AmpC
byl prokdzan i vkomunitnim prdsdi CR. Cekanova a kol. dokumentuji 1,2 %
prevalenci ESBL-pozitivnich bakterii v gastrointeatnim traktu osob v komunitnim
prostedi. Ve vSech fjpadech se jednalo o kmeny Escherichia coli s jroidESBL
typu CTX-M. AmpC-pozitivni izolaty byly ueny jako Enterobacter cloacae,
Citrobacter freundii, Enterobacter aerogenes a&guttia coli (5).

40



Velkym problémem istava laboratorni detekce Sirokospektrych betaiabéiz. Italska
studie z roku 2006 prokazala, ze pouhych 41,7 %&b spravié detekovalo vSechny
testované ESBL-producenty, ve Splaké studii z roku 2008 to bylo jiz 91 % laborndto
nicméré u AmpC-kmef jen 47,4 % (6, 7).

Cilem pedloZzené prace bylo porovnani senzitivity fenotymbv metod k detekci
produkce vySe uvedenych enzym

Metodika

Bylo testovano 60 kmén celedi Enterobacteriaceae, u kterych byla
molekularrg-biologickymi metodami prokazanaifpmnost get kddujicich ESBL nebo
AmpC enzymy. Kmeny byly identifikovany standardnimikrobiologickymi metodami

a automatizovanym systémem Phoenix (Becton Dickinso

U izolati byly hodnoceny minimalni inhitini koncentrace (MIC) vybranych antibiotik,
vysledky diskové difuzni metody argsnost automatizovaného systému Phoenix
(Becton Dickinson). U ESBL-pozitivnich kmen byla hodnocena senzitivita
modifikované metody se stanovenim MIC cefoxitinup@méru MIC cefoperazonu

s kombinaci cefoperazon/sulbaktam, dale ESBL-E+t@SB Biodisk) a modifikovaného
Double Disk Synergy Testu (DDST) (Obr. 1). AmpC kmyebyly testovany
modifikovanou AmpC diskovou metodou za pouziti Kiyge3-aminofenylborité (Obr.

2) Pro sodasnou detekci ESBL a AmpC byla pouzita mikrogtiiu metoda s
modifikovanou sestavou antimikrobnich latelk¢etnt kombinaci se sulbaktamem,
tazobaktamem a kys. 3-aminofenylboritou.

Vysledky

Celkem bylo testovano 60 enterobakterii. Pomoci R@R u 46 kmef stanovena
produkce ESBL a u 14 kménprodukce AmpC. Testované kmeny vykazovaly p
pouziti dilkni mikrometody vysokou faleSnou citlivost k cefogmwnu (27 %),
cefotaximu (32 %), ceftazidimu (28 %) a cefepimb @). Roviéz u diskové metody
bylo velké procento kménidentifikovano jako fale§hcitlivé k cefalosporiam Ill. a
IV. generace (cefoperazon 15 %, cefotaxim 10 %tazifim 55 %, cefepim 80 %).
Senzitivita detekce ESBL pomoci automatizovanéhstésyu Phoenix (Becton
Dickinson) byla vysokd (98 %), ale usouboru Amp&Zipivnich kmeri to bylo
pouhych 36 %. Vysokou senzitivitu vykazovaly testpecifické pro dany typ
Sirokospekiré beta-laktamazy: ESBL-E-test odhall % ESBL-pozitivnich kmein
modifikovany DDST vykazoval 100% senzitivitu pro BS producenty a AmpC test
s kys. 3-aminofenylboritou spra¥ndetekoval 93 % AmpC-pozitivnich kmin
V souboru ESBL-pozitivnich kménbylo prokdazano 87 % kméns MIC cefoxitinu
mensi nebo rovnou 16 mg/l a zardvehodnotou MIC cefoperazonu minimékh-krat
vétSi nez MIC cefoperazon/sulbaktamu. Senzitivita ifilcal/ané diluini mikrometody
¢inila 93 % pro ESBL a 90 % pro AmpC beta-laktama¥ysledky jsou pehledr
uvedeny v tabulce 2.
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Diskuze a zavr

Vysledky pedlozené studie prokazaly velké procento faleSrbvasti v piipac
standardni dileni mikrometody a diskové difuzni metody (10 - 80 %¢ #ejmé, Ze
detekce Sirokospektrych beta-laktamaz musi bytzeala na specifickych fenotypovych
metodach, jako jsouipdevsim modifikovany DDST a AmpC diskova metodakéTa
ESBL-E-test vykazoval velmi dobré vysledky, nicragsro vysoké provozni naklady
nemusi byt vhodny proéinou mikrobiologickou praxi. Standardni dihi mikrometoda
s modifikovanou sestavou antibiotik se zda byt velffnodnou metodou vzhledem ke
skute&nosti, Zze spluje podminky vysoké senzitivity, stasné detekce obou typ
enzymi, jednoduchého provedeni a nizsi fitmhnar&nosti.

O aztreonam

25-30 mm |

ceftazidin
B +kys. 3-
ceftazidin aminofenylborita

25-30 mm

ceftazidim +kys
Kavulanova
ceftazidin +kys. 3-

+kys. Klavulanova aminofenylborita

O O

amosicilin
cefotaxim +ys. Kavulanova cefepim

O 25-30 mm O 20 mm O

25-30 mm | ceftazidin

+kys. klavulanova
ceftazidim

>30 mm

Obrézek 1: Modifikovany DDST Obrézek 2: Modifikovany AmpC-diskovy
k prikazu ESBL enzyiin test za pouZiti kyseliny 3-aminofenylborité

Tabulka 1: Srovnani senzitivit jednotlivych testoyeh fenotypovych metod
v souboru ESBL- a AmpC-producént

Senzitivita (v %)

Metoda

ESBL AmpC
MIC 65-73
Diskova difazni 20-90
mMIC1) 93 90
Phoenix 98 36
mDDST2) 100 -
E-test 93 -
MIC - CXT a CPR/CPS3) 87 -
AmpC disk test - 93

1) standardni mikrodittni metoda s modifikovanou sestavou antibiotik
2) modifikovany Double-Disk Synergy Test
3) MIC pro cefoxitin a porér MIC cefoperazonu k MIC cefoperazonu se sulbaktame
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Omega-3 nenasytené mastné kyseliny a Atorvastatin
ovplyviiuju medzibunkovl komunikaciu v myokarde
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Ustav pre vyskum srdca SAV, Bratislava

Uvod

Priama medzibunkova komunikacia v srdci a v cievgchevyhnutna pre zachovanie
homeostazy a funkcie tkaniv. Uninge koordinovanu fyziologicku ¢innog’
kardiovaskularneho (KV) systému. Priamu komunikadiuj. prenos elektrickych a
molekulovych signdlov, zabezpgl medzibunkové kanaly, ktoré tvoria proteiny,
nazyvané konexiny (Cx., (1)). Cx kanaly nachadzanspecializovanych UGsekoch
cytoplazmatickej membrany, v ,gap junctions®, ktdvéria tzv. komunik&né spojenia.
Dominantny Cx v srdci a v cievach je Cx43. Odbolitératira (2, 3) poukazuje na
abnormity medzibunkovej komunikaciel'udi, aj v experimentalnych zvieratach. Tieto
zmeny vyplyvaju zo zmien topoldgie, expresie, piipa tiez fosforylacie Cx43, pri
réznych KV chorobach, aj pri vzniku zivot ohrozujglt arytmii. Zati#l sG vSak malo
dostupné Stidie zamerané na cielené ovplyvneniezilmatkovej komunikacie pre
zlepSenie funkcie poSkodenych ciev a chorého sajaizenia rizika vyskytu malignej
arytmie.

Epidemiologické a klinické Stadie (4, 5) dokumentkprdioprotekné a antiarytmické
Gcinky omega-3 nenasytenych mastnych kyselin (omelgiBa statinov, pouzivanych
v liecbe dyslipidémii. Mechanizmy pod@&Uce sa na antiarytmickycligkoch omega-
3 MK, a menej v pripade statinov, nie su dostaambjasnené.

Ciel’ prace

Zaujima nas pretd;j tieto latky ovplyvnia medzibunkovi komunikaciwskdci a v aorte
hereditarne hypertriacylglycerolemickych (HTG) pmtkv. Tento experimentalny
model imituje hypertriacylglycerolémiu ludi. Vystihuje ho remodelovanie ciev a
endotelova dysfunkcia a iné abnormity (6), aj zm@eachylnos srdca ku komorovej
fibrilacii (7).

Material a metody

Pre experimenty sme pouZili 3-meésé& samce HTG potkanov (n=18) a rovnako staré
samce kontrolnych potkanov kiteWistar (n=18). Potkany sa rozdelili do 6 skugin:
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Wistar (n=6) na Standardnej strave; 2) Wistar (ndf)ené omega-3 MK (Vesteralens,
Norsko, 30mg.kg—1 denne s 2 mesiacov); 3) Wistar (n=6) s peroralnou apida
Atorvastatinu (Zentiva, SK, 0.5mg.kg -1 denn&gm?2 mesiacov); 4) HTG (n=6) na
Standardnej strave; 5) HTG (n=G)kené omega-3 MK (Vesterlaens, Nérsko, 30mg.kg-
1 denne p&as 2 mesiacov); 6) HTG (n=6) s peroralnou aplikdcitorvastatinu
(Zentiva, SK, 0.5mg.kg-1 denne & 2 mesiacov). Na konci pokusu sme potkany
odvazili, merali sme im tlak krvi, stanovili hladin sérového cholesterolu
a triacylglycerolov. Potkanom v anestézii sme pwomni hrudnika rychlo odobrali
srdce a aortu déadového fyziologického roztoku. Nasledne sme odivégié srdce
alava komoru. Jej stredniag’ sme zmrazili vtekutom N2. Hrudn( aortu sme po
izolacii zmrazili tiez. Odobraté vzorky sme skladbw mraziacom boxe pri -75°C.
Z nich sme v kryostate pri -20°C narezalilf rezy (n=30 z kazdého srdca a z kaZzdej
aorty). Na imunodetekciu sme pouZili mySie monokloe anti-Cx43 protilatky
(Chemicon, USA) v prvej vrstve. V druhej vrstve sraplikovali kozie anti-mySie
protilatky ~ konjugované s FITC. Imunofluores¢esi signadl a digitalizované
mikroskopické obrazy (n=20 per srdce a aorta) smeZii pre vizualne hodnotenie
intenzity a topolégie Cx43 pozitivnych komunikgch spojeni v aorte av srdci,
a pre kvantitativnu analyzu (GmbH system, German@}atisticki vyznamnds
ziskanych hodn6t sme hodnotili studentovym t-testom

Vysledky

Hladina cholesterolu v sére HTG potkanov sa naliSid Wistar. Liéenie ju
neovplyvnilo na rozdiel od triacylglycerolov, ktorgoli u HTG potkanov zvySené
0 60%. Omega-3 MK a Atorvastatin ich vyznamne #n&il5, resp. 20%. Ligenie
normalizovalo zvySeny systolicky tlak krvi u HTG tkanov. Vaha potkanov, srdca
alavej komory sa po aplikacii latok vyznamne nemenila

Imunofluorescetna detekcia odhalila zmenu v topologii Cx43 poniich
komunika&nych spojeni v myokarddavej komory HTG potkanov. V porovnani
s potkanmi Wistar sa imunopozitivita Cx43 v kardi@moytoch vyskytovala vo @ej
miere v laterdlne lokalizovanych komundkgch spojeniach. Okrem toho,
kardiomyocyty v oblastiach poSkodenych fibr6zou imgtazne abnormna distriblciu
Cx43. Aplikacia omega-3 MK a Atorvastatinu neeliovala uvedené abnormity v
lokalizacii Cx43. Kvantitativnou analyzou sme Zistiyznamne zniZzenu expresiu Cx43
v myokardelavej komory HTG potkanov v porovnani s Wistar. Katiia Atorvastatinu
a omega-3 MK vSak intenzitu imunofluorescencie Cx8namne zvysSovali, indikujic
jeho zvySenu expresiu (Obr. 1).

V endoteli a v hladkom svale aorty HTG potkanov smeaznejSie zmeny v distribucii
Cx43 pozitivnych komunikaych spojeni nepozorovali. Semikvantitativna aralyz
imunofluorescetného signadlu vSak poukazala na intenzivnejSiu imealdivitu
v médii a redukovan( imunoreaktivitu v endoteli tfoHTG potkanov v porovnani
s Wistar. Aplikdcia Atorvastatinu aj omega-3 MK mafizovala tieto abnormity.
Vysledky sme podrobnejSie opisali v inej praci (8).
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Obr. 1. Expresia Cx-43 Vavej komore srdca v nelienych Wistar (W) a HTG (H)
potkanoch a po lieni omega-3 MK (F) a Atorvastatinom (A).

Diskusia

Originalne vysledky Studie poukazuju na to, Ze imeliakd porucha, akou je zvySenie
hladin plazmatickych triacylglycerolov, sprevadzarineny expresie aj distriblcie
proteinu medzibunkovych komunik@ch kanalov, Cx43, vaorte av srdci
experimentalnych potkanov. Nemenej ddlezité slemiat Ze dvojmesaa aplikacia
Atorvastatinu (inhibitora IKicového enzymu v syntéze cholesterolu), podobne ako
suplementacia omega-3 MK (ovphwju lipidovy profil plazmy a biologickych
membran), ma za nasledok zvySenie expresie Cx4Rloteli aorty a v myokarde. To
nazn@uje, Ze obe testované latky I'm& pravdepodobne zlepSuji naruSeni
medzibunkovl komunikaciu v aorte a v srdci potkasayslipidémiou.

Znizenie expresie Cx43 v endoteli aorty u HTG potkaindikuje mozné zhorSenie
medzibunkovej komunikéacie, ktoré by mohlo prispiekandotelove] dysfunkcii, ktord
statiny ¢iastane eliminuju (6). ZvySena expresia Cx43 v bunkatddkej svaloviny
médie v&mi pravdepodobne slvisi s remodelaciou v steney,aktbra sa ligenim
potlai (9).

Okrem zmien v aorte, hypertriacylglycerolémiu s@@za aj zmena topoldgie
komunika&nych spojeni v myokardéavej komory a znizena expresia Cx43. Také
zmeny vémi pravdepodobne naruSuju rychly a kontinudlny peerelektrického
vzruchu, aj elektrickll stabilitu srdcového svaly3(2). Tym sa zvySuje nachylrtbs
srdca na vznik malignej arytmie, ktord u HTG potkamlokumentuju (7). V protiklade
s uvedenym, zvySenie expresie Cx43 a predpokladerstedné zlepSenie priamej
medzibunkovej komunikacie po aplikacii oboch teatoich latok je vsulade s
poklesom vyskytu indukovateej fibrilacie komdr (10). Pozoruhodné je, Ze
antifibrilaéné Einky testovanych latok sa prejavili aj napriek tqrda ani Atorvastatin,
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ani omega-3 MK neeliminovali abnormity v topolégomunikanych spojeni. Je preto
mozné Spekulovao tom, Ze ide skor o abnormity v expresii Cx43yr&tdeterminuju
riziko vyskytu letalnych arytmii.

Zavery

Omega-3 MK a Atorvastatin zlepSuji naruSenl meddibui komunikaciu v aorte a v
myokardel'avej komory HTG potkanov. Domnievame sa, Ze tigiaky mdzu suvisié
s pleiotropnymi dinkami statinov a antiarytmickymginkami oboch testovanych latok.

Stadiu podporili grant APVV 51-059505 a VEGA .
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Uvod

Acetylcholinesterasa (AChE; 3.1.1.7) jelut vlastni enzym, jehoz hlavni roli
v organismu je $peni neurotransmiteru acetylcholinu (ACh) v syrdgtch Seérbinach
mezi d¥ma neurony, nebo na nervosvalové ploténce. Jeatotenzym inhibovan,
dochazi k ndrstu hladiny ACh a hyperstimulaci acetylcholinerdgnieceptair (1).
Nejdalezit¢jSimi inhibitory tohoto enzymu jsou organofosforowméibitory (OFI). OFI
jsou pouzivany v ze&délstvi jako &inné pesticidy. Podle stové zdravotnické
organizace je ¢ intoxikovano ges 1 milion lidi a na nasledkgchto intoxikaci pak
umira az 1/5 paciett(2).

Terapie intoxikace OFI neni v stasnosti uspokoji¥ vyreSena. Dopotiuje se podani
kombinace anticholinergik (atropin, benaktyzin) ainwvych reaktivatai AChE
(pralidoxim, gipadré obidoxim). Terapeuticky efekt anticholinergik gpa v obsazeni
cholinergnich receptara tim zabréni jejich dalSi aktivaci. Tato dé&va vSak nemaji
vliv na hladinu ACh. Kauzalnimi antidoty jsou reaktory AChE téz ozn#mvané jako
oximy. Oximy pisobi jako nukleofilni ¢inidla a jsou schopna defosforylovat
inhibovanou AChE a tim obnovit jejipodnicinnost (3,4).

Obr. 1: Obecna struktura biskvarterniho reaktiva®®€ChE:

X = R4, Ry : -CH=NOH
| | -CONH,
_R1
H\/N© Ne\)
ZNT X A:-(CH)1.12-

-CH,OCH,-
—CHQCH=CHCH2-

Oximy mimo swj reaktivani &inek jsou také schopny AChE inhibovat. Jejich
inhibiéni inek vychazi ze samotné podstaty jejich reaktivao Einku. Aby se mohly
dostat do kavity enzymu a odgit zjeho aktivniho mista inhibitor, musi samy
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vykazovat afinitu k tomuto aktivnimu mistu. Reaktiory AChE na rozdil od OFI
nevytv&eji s AChE kovalentni vazbu — jsou to tzv. revetaitinhibitory AChE.

Cilem této prace bylo zjistit, jak struktura reaitoru ovliviiuje jeho inhibéni inek
na AChE. Do test bylo zadazeno 30 reaktivatér AChE liSicich se ve spojovacim
retézci mezi demi pyridinovymi jadry¢i polohou oximovych skupin. Tyto znalosti
mohou byt vyuZity pro syntézu novych inhibiipjez mohou byt vyuZzity k profylaxi
otrav OFIL.¢i v Ié¢bé myastenie gravis.

Metodika

Pro stanoveni inhibhich potencidl jednotlivych reaktivatar byla pouzita standardni
Ellmanova metoda. Princip této metody je zaloZesahpnosti AChE rozkladat néu
vlastni substrat, acetylthiocholin. Vzniknuvsi tttiolin pak reaguje s 5,5~ dithiobis(2-
nitrobenzoovou) kyselinou (DTNB) za vzniku chromafoktery je fotometrovanip
vinové délce odpovidajici 412 nm (5).

Do studie bylo zgazeno 30 testovanych reaktivdtoAChE, rékteré z nich jsou
standardé pouZzivany v terapii intoxikace OFI (pralidoxim, idbxim, HI-6), ostatni
jsou no¥ syntetizovany na katée toxikologie, Fakulty vojenského zdravotnictvi. Za
pouziti Ellmanovy metody byly #&iieny in vitro hodnoty IC50 skupiny 30 reaktivator
AChE.

Do kyvety bylo napipetovano fDroztoku Uhdi AChE, aktivita enzymu bylaipdem
nastavena. K enzymu bylo po midupiidano 1@l zvoleného reaktivadtoru o dané
koncentraci (od 10-1 do 10-8 mM/l) a tatoésnse nechala 10 minut inkubovai p
laboratorni tepl@ Poté bylo do kyvetyiidano 20@ DTNB, 60Qu 0,1M fosfatového
pufru o pH 7.4 a na zéw 10Qu acetylthiocholinu. VSe bylo ikladné promichano a
poté byla zm¥ena absorbance pomoci spektrofotometru (Helios aalph
Electroncorporation, Velka Britanie).

Oximy ve vySSich koncentracichégt DTNB. Abychom pedeSli faleS& pozitivnim
vysledkim, byla provedena a zffena tzv. oximolyza ve slepych vzorcich. Do kyvety
byla napipetovana destilovana voda misto roztolaiithChE, byl gidan reaktivator o
dané koncentraci (od 10-1 do 10-8 mM/l). Po prdraid a pidani dalSich roztakbyla
zmetena absorbance. Hodnota oximolyzy byla nasleddeitena od #ive nangiené
absorbance roztoku s enzymemiisfusné koncentraci oximu.

Ke kazdé koncentiai fads byla navic zrdfena aktualni aktivita enzymu (reaktivator
byl nahrazen destilovanou vodou o shodném objemu)10

Vysledky

Vysledky jsou shrnuty vtabulce 1, kde jsou uvedesiyslusné hodnoty IC50
jednotlivych oximovych reaktivatér AChE. Vzorova sigmoidalni inhibmi kiivka
ziskana u v3ech reaktivaioAChE je znazoréna na obrazku 2.
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Obr. 2: Inhibice AChE reaktivatorem K310.
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Tab. 1: Hodnoty IC50 testovanych reaktivaté&\ChE

Pocéet uhlik & ve spojovacim _fetézci 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
1C50 0,2274 00,1246 0,05196 0,00427 0,00093 0,00097 0,00076 0,00037 0,00034 0,00016 0,00042 0,00046
Polohy oximovych sk. - spoj. _ fetézec 4C 2-2 33 4-4 biskvarterni reaktivator
1C50 0,00106 0,00477 0,00427

Polohy oximovych sk. - spoj. _ Fetézec 3C 2-2 33 4-4 2-3 2-4 3-4 biskvarterni reaktivator
1C50 0,00422 0,0195 0,05196 0,0177 0,00311 0,0138

Zména polohy oximové skupiny najad _fe 2 3 4 monokvarterni reaktivator
1C50 0,05489 0,02706 0,06431

Zmény spoj. Fetézce - substituenty Cc-C-C C-0-C c-C-C-Cc-c=cC

IC50 0,05196 0,03671 0,00427 0,00669

Diskuze

Reaktivatory AChE, které jsou jako kauzalni antdgiouzivana v terapii intoxikaci
zpisobenych OFI, jsou zarokereverzibilnimi inhibitory tohoto enzymu. Toto bylo
potvrzeno v pibéhu reSeni této studie. ZaravevSak byla sledovana zavislost mezi
chemickou strukturou oximového reaktivatoru a jebbopnosti inhibovat AChE.

enzymu je kvarterni dusik. DalSim strukturalnimems ktery vyrazé ovliviiuje
inhibi¢ni potencidl AChE reaktivatbrje spojovacitetzec mezi déma pyridinovymi
jadry. S rostoucim ptem uhliki ve spojovacimietzci roste také jejich inhibni
einnost, maxima pak dosahuji reaktivatoegzcem dlouhym 9 — 10 uhlik S dalSim
prodlouzenim pak jiz schopnost inhibovat klesa.ettni substituefit ¢i dvojné vazby
do struktury AChE reaktivatoru ma také parcialniv vha jeho inhibini potencial.
Reaktivatory, které jsou zavedeny v mnoha statekb antidota &¢i OFI intoxikacim
maji kratky spojovactetézec, fevazre C3 — C4. Tyto reaktivatory maji velmi nizky
inhibi¢ni potencial.
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DalSim parametr, ktery byl v této studii sledovdh zména pozice oximovych skupin
na pyridinovych jadrech AChE reaktivatoru. Nejvys#iibicni (¢inek maji biskvarterni
reaktivatory se substituenty v polohach ortho, id8jnpak se substituenty v polohach
para.

AChE reaktivatory maji charakteristickou struktuktera utuje nejen jejich reaktivani
weinnost, ale zarove velmi vyrazrié ovliviuje farmakokinetiku &hto latek. Oximy
nejsou schopny penetrovat ve vysstarges hematoencefalickou bariéruispbi tedy
prevazrié na periferii (6).

Vztahy sledované v této studii, mezi strukturownhibiéni innosti, mohou byt dale
vyuzity pii navrhovani struktur novych periférnpisobicich inhibitoi AChE

s reverzibilnim ginkem. Mechanismu periferni inhibice AChE se vydzpi profylaxi
otrav nervo¥ paralytickych latek, terapii myasthenie gravis memmagiklad

v anestetické praxi k zvratutgobeni podanych myorelaxancii (7), kde je zvySeni
koncentrace ACh na synapsi zadouci pro obnoveidlfigické funkce svalu (8). Latky
pouzivané v praxi se vyz&ii zvySenym vyskytem nezadoucickinka a hledani
novych inhibitofi je proto stale aktualnim tématem.

Tato préaci vznikla za finaimi podpory Ministerstva obrangeské Republiky, grant No.
OPUOFVZ200805.
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Vliv narusené zubni estetiky na vnimani atraktivity
asmévu mezi zubnimi Iékai, ortodontisty a laiky

Veronika Cahova

Spoluautori: Jakub Kaspar, Yvona Ticha, Kiate Strnadova
Skolitelia: Doc. MUDr. Milo$ Spidlen PhD.
Klinika zubniho Iékéstvi LF UP v Olomouci

Uvod

Chrup v sodasnosti plni kroth mastik&ni a fong&ni fuknce gedevsim funkci socialni
a estetickou. Hodnoceni estetiky a atraktivity ghrje vSak do jisté miry individualni a
maze byt zdrojem nedorozumi mezi pacientem a o$eficim lékaem.

Cilem této studie bylo proto posoudit vliv vybrahyodchylek v postaveni ztibna
vnimani atraktivity Gsgwvu jako celku z pohledu odborné a laickérepeosti.
Hodnoceny byly tyto vybrané odchylky: posuieshi¢ary, sklon okluzni roviny, tvar
okluzni roviny ve frontainim Useku iflkka fezacich hran hornichezéki, Spisaka,
premolait a molatl) a viditelnost hornich &dnichiezaki pri Usmevu.

Metodika

Digitalni fotografie oblieje 23leté Zeny ip socialnim Usrvu byla upravovana
v p&itatovém programu Adobe Photoshop CS4. Bylo vigwo 19 fotografii o
rozméru 400x500 pixel s €mito Gpravami: horizontalni posunietini ¢ary horniho
zubniho oblouku (0 1mm, 2mm, 3mm), horizontalniyrostedni ¢ary obou zubnich
oblouki (0 Imm, 2mm, 3mm), sklon okluzni roviny (1-5°)atvinie okluzni roviny
vici linii tvaru linie dolniho rtu (pimy, obraceny), viditelnost hornichietinichiezaki
pii Usmeévu (15%, 30%, 45%, 60%, 75%, 100%)

Fotografie byly nahodhrozdleny do 5 sad, kazda z nich obsahovala 6 fotogaafiyly
umisgny na webové stranky, které byly distribuovany mézkupiny respondeint—
zubni Iékae, ortodontisty, studenty zubniho lé&i a laiky. Do piizkumu se zapojilo
celkem 554 osob.

Hodnoceni respondenty sfiealo ve vyzn&eni miry atraktivity kazdého z Gsmu na
stupnici od 1 do 15¢(m vysSi ¢islo, tim byl Usmv pro respondenta esteticky
atraktivrsjSi). Sowasti webu byl rowev dotaznik, ve kterém hodnotitelé uvedlijsv
vék, pohlavi a odpasdeli na rekolik dalSich otazek, pomoci kterych byla posouzena
role estetického Us¥au v jejich zivok. Ziskana data byla statisticky zpracovana testem
Kruskal-Wallis a Mann-Whitney.
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Vysledky

1) Jako vyrazé mére atraktivni byly posuzovany fotografie s celkovyradnocenim
niz§im nez 7,50, coz bylaistini hodnota hodnotiteh nabizené Skaly. V souhrném
vady: viditelnosttezali 15% (hodnoceni 2,48) , 30% (hodnoceni 2,83) a 45%
(hodnoceni 5,66), posun obouresini ¢ary o 3mm horizontath (hodnoceni 7,52)
obracenou linii okluzni roviny a jeji sklon o0 45a

original

posun HC lmm
sklon 17

pfima OR
viditfez. 75%
posun b1 lmm
sklon 2°

posun bi Zmm
posun HC 2mm
vidit fez 60%
sklon 3

posun HC 3mm
obracena OR
sklon 4~

sklon 5%

vidit fez 45%
posun bi 3mm
vidit.fez 30%

vidit.fez 15%

Graf¢.1: Celkové hodnoceni vSech odchylek

2) Laici hodnotili obracenou linii okluzni rovingrimérnou znamkou 8,06 na rozdil od
ostatnich skupin (fimeér ostanich skupin hodnotite6,09) viz tabulka.1
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Tabulkag.1: Pimérné hodnoceni vSech odchylek — skupinadaik

a P odnoce
vidit.fez.15% 2,81
vidit.rez.30% 2,96
vidit.rez.45% 5,86
posun bi 3mm 6,22
sklon 5° 7,30
sklon 4° 7,66
sklon 3° 7,98
posun H 3mm 8,00
obracena OR 8,06
vidit.reZ.60% 8,08
posun HC 2mm 9,26
posun bi 2mm 9,66
vidit.rez.75% 9,81
posun bi 1mm 9,90
sklon 2° 9,92
sklon 1° 10,02
piim4 OR 10,02
posun HC 1mm 10,46
Original 10,78

3) skupina ortodontit hodnotila sklon okluz. roviny o 4° a 5° statiky vyznamr
nizsim pdétem bodi (mér¢ atraktivni) nez ostatni skupiny

sklon okluzni roviny

.
=

12
o5 10 M [aici
3
o 8
= ortodo
% 6 ntisté
~ M zubni
. 4 v
£ lékafi
>Q
g 2
=1
i~
Q 0

origindl sklon1® sklon2® sklon3® sklon4® sklon5°

Graf¢.2 — celkové zhodnoceni vnimani atraktivity ésmv zavislosti na sklon okluzni
roviny
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Diskuze

Ve schopnosti posuzovani atraktivity (&sm nebyly mezi skupinami hodnotitel
piekvapiw nalezeny vyznamné rozdily.

V hodnoceni jednotlivych vad se skupinyfgizné shodovaly s vyjimkou 2ifpadi.

Skupina laik vnimala obracenou linii okluzni roviny jako atrigk&jSi nez ostatni
skupiny. Tohoto poznatku imeme vyuzit i rozvaze o oSéeni abrazivni defeit
hornich stednichfezaki spojenych se zkracenim klinické korunky.

Skupina ortodonti§t povazovala vyrazny sklon okluzni roviny (4° a %9 még
atraktivni nez ostatni skupiny hodnotitel ze tedy usuzovat, Ze ortodontisté jsou
témto typim asymetrickych odchylek vice vningsi, atkoliv pro dalSi skupiny a to
zejména laikm nepisobi esteticky natolik rusly ¢ehoz Ize vyuzit H planovani
ortodontické terapie.

Zavér

Mezi skupinami zubnich Iékin a student zubniho Iékestvi nebyly prokazany
vyznamné rozdily ve vnimani estetickych odchylek.ngjmés aktraktivni povazovala
vétSina z@astrénych hodnotitel: viditelnostiezaki 15%, 30% a 45%, posuniedni
¢ary o 3mm, horizontathobracenou linii okluzni roviny a jeji sklon o 4%a& Skupina
laiki vnimala obracenou linii okluzni roviny jako atrizkijSi nez ostatni skupiny.
Skupina ortodonti§t povazovala vyrazny sklon okluzni roviny (4° a %9 mén
atraktivni nez ostatni skupiny.
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Pericentrick& inverze chromozomu 9 — pouha
varianta?

Antonin Sipek

$ko|itelé: MUDr. Ale$S Panczak, CSc., MUDr. Roman#adova
Ustav biologie a |ékaké genetiky 1. Iékaké fakulty Univerzity Karlovy v Praze a
VSeobecné fakultni nemocnice v Praze

Uvod

Pericentrické inverze patmezi strukturalni chromozomalni aberace. Jejiéivod
vyswtlujeme vznikem dvou zloth na jednom chromozomu, @enim uvolgného
fragmentu (ktery v tomtoifpadt obsahuje centromeru) a jeho&apvnym gFipojenim
v invertované pozici. Klinicky a cytogeneticky vyam takovychto festaveb jeizny -
v zavislosti na lokalizaci a rozsahu (1).

Pericentrické inverze chromozomu 9 (inv(9)) existujnékolika variantach liSicich se
rozsahem. Népsgji jde o variantu inv(9)(p12q13§i inv(9)(p12921). Invertovana

oblast je tvéena pevazrt heterochromatinem, protaqvlada jiz delSi dobu nazor, ze
tyto prestavby nemaji klinicky vyznam a maji charakterypwrfizmu (2, 3). Odhady

popul&ni incidence inv(9) se pohybuje od 1 do 3 % (4).

Céast autolt vdak zmhuje moZnou asociaci inv(9) s8anymi skupinami diagnéz -
negastji sterilitou ¢i infertilitou (4, 5), schizofrenii (6, 7) nebo geySenym rizikem
narozeni potomka s Downovym syndromem (8, 9).

Metodika

Pripady inv(9) byly vyhledany z cytogenetické dokumaee ti prazskych pracows
lékaiské genetiky: Ustavu biologie a |é&k&é genetiky 1. 1ékaké fakulty Univerzity
Karlovy a VSeobecné fakultni nemocnice v Praze ¢(ddFN), Oddleni |ékdské
genetiky Fakultni Thomayerovy nemocnice s polikini (FTN) a Sanatoria Pronatal
(Pronatal).

Materialem k cytogenetickému vygeni byla periferni (vzaenfetélni) krev, vlastni
karyotypizace byla provedena t&hvyhradré pomoci G pruhovéani. U kazdéh#égadu
sinv(9) byl zaznamenan karyotyp, pohlavi a indikadiagnéza (@ivod vySeteni).
Z téchto dat byla stanovena laboratorni incidence, tspeek indikatnich diagnéz a
ponmer pohlavi v tomto souboru.

Popula&ni incidenci jsme odhadli pomoci dvou specifickygbuboti paciend, kteri
nebyli vySetovani z divodu podefeni na witou patologii: 1) darci gamet ze Sanatoria
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Pronatal; 2) & uréené kz#gazeni do programu Nahradni rodinnécgpéz FTN.
Kontrolni soubor osob s normalnim karyotypem bykveien metodou nahodného
vybéru z dokumentace cytogenetické labofat& FN. V ramci dat z VFN jsme dale
porovnali incidence jednotlivych diagn6z v soubguacieni sinv(9) a v souboru
kontrolnim a vysledky statisticky vyhodnotili (Flemtiv exaktni test).

Vysledky

Celkem jsme zachytili 351¢fpadi inv(9) (tabulka 1). Za uveden& obdobi bylo na
zmirgnych pracovistich provedeno celkem 21 944 cytogeineth vySeteni z periferni
(fetalni) krve. Celkova laboratorni incidence b#l®0 %. Ve vSech laboratoh bylo

v souboru paciefits inv(9) vyssi zastoupeni Zen; celkovy gomohlavi byl 1,29 ve
prosggch zen.

Tabulka 1 P&ty piipadi, laboratorni incidence a p@émpohlavi — data za jednotliva
pracovist a celkova.

VFN FTN Pronatal

1986 1981 2002  -]celkem
Obdobi 2008 2008 2008
Patty pripadi
Pripad: Inv(9) 148 125 78 351
VSechna vyseeni | 9613 7884 4447 | 21944

Laboratorni incidence (%)

Incidence inv(9) 1,54 1,59 1,75 1,60
Pon®r pohlavi

Muzi (M) s inv(9) 60 61 32 153
Zeny (F) s inv(9) 88 64 46 198
Ponmer F/IM 1,47 1,05 1,44 1,29

Pro hodnoceni spektra indikdch diagn6z jsme z 351fipadi inv(9) wyadili 17
piipadi, u kterych byla satasré pritomna chromozomalni patologie. Zastoupeni
dvanécti hodnocenych skupin indékéch diagn6z u zbylych 334ipadi inv(9) ukazuje
graf 1. Nejvice zastoupenou skupinou byla stefitifartilita se 37,13 %.
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V ramci dat z VFN bylo spektrum indikaich diagn6z patkud odliSné, bylo zde
napiklad vysoké zastoupeni skupiny —&sni inv(9) v rodinné anamnéze — se 17,65 %
(v rdmci VFN se dlouha léta nalez této inverze utopixa owioval vySetenim
karyotypu obou rodil). | vtomto souboru byla n&sgjSi skupinou diagnéz
sterilita/infertilita s 34,56 %. Porovnanim inci@énindikainich diagnéz v souboru
pacienti s inv(9) a v souboru kontrolnim jsme identifikavdl skupiny indika&nich
diagndz, které bylyastjsi v souboru paciefits inv(9) (viz graf 2).

Slo o tyto skupiny diagn6z: 1) Darovani pohlavrifcimk (velmi malé absolutni gy,
rozdil nevyznamny), 2) Morbus Down v rodinné anapen@elmi malé absolutni pty,
rozdil nevyznamny), 3) @¥eni inv(9) v rodinné anamnéze (rozdébkavany a snadno
vyswtlitelny) a 4) Sterilita/infertilita — zde byl rofidincidenci relativi velky, ovSem
nebyl statisticky vyznamny (p = 0,1726)eBto jsme stanovili relativni riziko (RR): RR
=1,21 (95% konfideini interval (Cl) = 0,90 — 1,58).

Cetnost jednotlivych diagnéz v souboru pacientt s inv(9), n = 334

Ovéfeni karyotypu

Porucha rastu a vyvoje
Nahradnirodinnd péce

Morbus Down v rodinné anamnéze
Porucha spermatogeneze

Vroz. vyvoj.vady v rodinné anamnéze

Darovéni pohlavnich bunék 5,39

Psychomotorickd a mentalni retardace 7,19 M Relativni Cetnost (%)

Qvéreni inv(3) v rodinné anamnéze

Jind/ neznama dg.

Vrozené vyvojové vady

37,13

Sterilita / infertilita

0 10 20 30 40

Graf 1 Relativni¢etnost jednotlivych skupin indikaich diagn6z v celém souboru (n =
334)
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Relativni éetnost jednotlivych skupin diagnéz (pouze za VFN, 1986 - 2008)
Ovéfeni karyotypu
Porucha spermatogeneze

Darovani pohlavnich bunék

Porucha rastu a vyvoje
Vroz. vyvoj. vady v rodinné anamnéze Okontrola n=515
Morbus Down v rodinné anamnéze minv(9) n=136

Psychomotorickd a mentalni retardace

Jind / nezndama dg.

Vrozené vyvojové vady

Ovéreni inv(9) v rodinné anamnéze

IR 28,54
Sterilita / infertilita M 34,56

0 5 10 15 20 25 30 35 % 40

Graf 2 Relativnietnost jednotlivych skupin indikaich diagn6z z dat VFN - porovnani
souboru pacieits inv(9) a souboru kontrolniho.

Popula&ni incidenci jsme odhadovali na dvou specifickychuitsorech. Mezi 484 darci
pohlavnich bugk jsme zachytili 7 fpadi této inverze (incidence = 1,45 %). Mezi 411
détmi urgenymi k z#@iazeni do programu Néahradni rodinné&gésme zachytili 10
ptipad této inverze (incidence = 2,43 %).

Diskuse

Z dosud nasbiranych dat se nam nepmaprokazat vyznamnou asociaci inv(9)
s ukitou diagnézou. Nyni shirame data i z dalSich préi¢oa soubor tak neustale
rozSkujeme. Nicméd i sowasny rozsah souboru (n = 35%pgi soubory z dostupné
literatury. Prokazali jsme vysoké zastoupeni repkddich poruch — a to 37,13 % ze
vSech indik&nich diagnéz. Podobné vysledky maji i zahtahpublikace (8, 9). Studie
zaloZené na datech z cytogenetické dokumentacezbbhedokazou odfiltrovatifpady
sterility/infertility zpasobené jinymi mechanizmy (imunologickéigny, mikrodelece
chromozomu Y, nosstvi genu CFTR a dalsi - neznaméicimy). Kauzalni
mechanizmus ovSemigtava pednmétem spob. Klasicky mechanizmus rekombitrd
aneuzomie (1) ¢ktefi autdi u inv(9) negipoustji (3). Existuji i nazory, Ze vifpads
inv(9) nejde o klasickou inverzi, ale o polymorfiasn sekvenci heterochromatinu.
Klinicky vyznam inv(9) potom rize byt hodnocen spolu s dalSimi variantami této
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oblasti — nap 9gh+ ¢i 9gh- (10). Existenci éité asociace inv(9) s reproditrdmi
poruchami nerizeme vylowit, proto vyznam inv(9) prozatim hodnotime jakoistsj

V naSem souboru jsme neprokazali zvySeni rizikeozeari potomka s Downovym
syndromem pro pacienty sinv(9). Vtéto souvisloste uvazuje o tzv.
interchromozomalnim efektu, o jehoz existenci wd&teri autdi pochybuji (3). OvSem

existuji studie, které u muze s inv(9) prokazalgngmr vyssi zastoupeni dizomickych
spermii (a to nejen pro chromozom 21) (10).

Nalezli jsme vySSi zastoupeni Zen v souboru osol(8) (porer F/M = 1,29). Vyssi
zastoupeni Zen v této skupipopsaly i jiné studie (8).

U déti urgenych k Nahradni rodinné §i¢ kde je karyotypizace standardni &asti
celého postupu, jsme zachytili vySSi incidenci @uiez u dart gamet. Darce gamet je
ovSem nutné povazovat za skupinu, ktera proSidour selekci (vySé&bvaci protokol).
Nicmére oba odhady spadaji do rozmezi incidenci stanovejiggmi autory a jinymi
metodami.
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Rozvoj funkce transplantované ledviny u éti ve
vztahu k poméru hmotnosti darce/prijemce
(donor/recipient body masses ratio - D/R BMR)

Eva Foltynova

Spoluautdi: Tomas Seemah? Karel Matougovié: 3

Skolitel: MUDr. Jaroslav Spatenka, C5c.

Transplantani centrum FN Motol?Pediatrické klinika & Interni klinika, Universita
Karlova, 2. Iék#ska fakulta Praha& eska republika.

Uvod

Pri stazi na klinice #ské chirurgie jsem #ta moZnost se akti¥n z&astnit
transplantace ledviny u maléhodatét Poznala jsem, Ze se postupémdisil od toho,
co jsem ¥dila o transplantaci ledvin u dagjch. Skolitel a spoluauto mi poskytli
literaturu a umoznili studovat na materidlu pras@vieden z typickych pediatrickych
probléna pii transplantaci ledvin uddi.

Primérna hmotnost ledviny novorozehnge 26.6 g, s $kem stoupa tak, Ze ve 20 letech
dosahuje 269 g. Na vzestupu hmotnosti ledviny sBlipdist vSech slozek tk&dedvin,
nap. Sika bazalni membrany glomerulu s&tuje ze 150 nmipnarozeni na 300 nm v
péti letech a az na 400 nm v détgsti. Glomerularni filtrace (GFR) sistem ditte také
naristd. H. S. Mackensie a spol. (1994) ukazali v erpamtu, Ze mnozstvi
transplantované tké&nu krys vyznama# ovliviiuje funkci a morfologii renélniho &iu
(1, 2). Toto zji&ni mize byt dilezité gedevSim fi transplantaci ledvin &skym
ptijemaim nizké hmotnosti, protoze transplamtcentra maji k dispozicitpdevsim
Stpy dosglych dard (a rektera centra 8py dosglych ideélnich dart pro ckti
dokonce preferuji). fedpokladali jsme, Ze objem transplantované rertélrk maze
ovlivnit GFR v posttransplantaim obdobi a tato hypotéza byla testovana.

Metodika

1997-2007 byla provedena transplantace ledviny ékuté/mne 66 dstem ve ¥ku 4 -19

let (prameér 12.5 + 3.9), 36 z nich byli chlapci, 3@wata. Hmotnost fljemal v doks
transplantace se pohybovala v rozmezi 13 to 11Zpkignér 39.37 + 17.90)Ctyii
transplantace byly od Zijicichfipuzenskych dafca 62 od dart kadaver6znich. ¥k
Zijicich daré byl 37 az 41 let, jejichstesna hmotnost byla od 51 do 87 kg (70.5 £ 17.7).
Veék kadaverdznich daiicbyl 11 az 52 let (30.85 + 12.06Elésna hmotnost dakcse
pohybovala od 35 do 150 kg @¢mnér 71,91 + 16,21). Bi byly sledovany 710 — 4448
dni (pfimérné 2122 + 878).

64



Retrospektivd jsme vyhodnotili hladiny sérového (S-cr), stanavena Ustavu
biochemie a patobiochemie UK 2. |é&ké fakulty Praha) a vygtali jsme clearence
kreatininu podle Schwartzefippropustni ditte, po 12 nssicich a na ip posledni
kontrole (= na konci sledovani). VSechny vysledkylybkorelovany s porrem
hmotnosti darce aiflemce — byl spé&tan index “donor/recipient body masses ratio”
(D/R BMR).

Vysledky

Scr vyznama ptimo koreloval s D/R BMR i propuséni — graf 1 (r = 0.6125, P <0.01)
a 1 rok po transplantaci - graf 2 (r = 0.5938,d, ne na konci sledovanii posledni
kontrole.

Graph 1:
GFR vs. D/R BMR
(end of hospitalisation)
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Graph 2:

GFR vs. DIR BMR
(end of follow-up)
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Diskuse

Objem, ani hmotnost rendlnihaégt se Bzr¢ nezji¥uje. Redpokladali jsme ale, ze u
idealnich dant (a ¢esky transplantai program dtskym pijemaim alokuje pouze
idealni darce) nésta objem renalni tké&nimgrné s hmotnosti darce. Vyznamnostmpé
korelace mezi D/R BMR ip transplantaci a hladinou Scr se v pozdnim
posttransplantmim obdobi snizuje. Moznym vy&enim je, Ze chronicka rejekce
postupr stird mivodni jednoznény vliv indexu D/R BMR i transplantaci ngasnou
funkci renalniho $pu.

Zavér

Prokazali jsme velmi vyznamnouiipou korelaci mezi indexem D/R BMRf¥ip
transplantaci a hladinou S&asré a 1 rok po transplantaci. P@jido transplantaci, tedy
na konci sledovani je tato fuirk zavislost méavyznamna (ale stale signifikantni).
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Uvod

T&zka hypoglykémie bez ofeni akutg ohrozuje pacienta na ziwoa gredstavuje stav,
jenz si velmi¢asto vyZaduje nutnostdéni na jednotkach intenzivni g Proto jsme se
rozhodli blize retrospekti¢nanalyzovat data o pacientech indikovanych ¢kdépro
hypoglykémii na jednotce intenzivni metabolické¢géll. interni kliniky fakultni
nemocnice Kralovské Vinohrady z obdobi let 200Q@G8.

Cilem naSeho sledovani bylo identifikovat paciepijjaté pro tak &Zkou akutni
hypoglykémii, Ze byli indikovani proipeti na JIMP, rozdit je dle typu diabetii
dalSiho onemoemi, zjistit nezbytnou délku hospitalizace na jedeointenzivni pée,
mortalitu a dlezité komorbidity, které vyznanirehorSuji prognézu. Ziskané vysledky
jsme také srovnali s daty publikovanymi v mezindwioa pisemnictvi.

Pacienti a metodika

Do studie byli zéazeni vSichni nemocnitipati s primarni diagn6zou hypoglykemicky
stav nebo hypoglykemické kéma, inkluzivnim kritémidyla hodnota glykémie pod 3
mmol/l a sodasna pdeba intenzivni p#. Pacienti byli pevazri privezeni RZP, u
nékterych z nich jiz po l&é i.v. gluk6zou doSlo k obn@éweédomi. Exkluzivni kriteria
nebyla.

Nemocnych bylo celkem 100: 57 M, 43 Zapwrny vék 62 + 19 let ( ptmér = SD), 79
diabetiki a 21 nediabetik T2DM se vyskytoval u 51 pacignf 22 M, 29 Z, pimgrny
vék byl 72 + 11 let), samotnym insulinem byloé®o 29 z 51 pacieit( nikdo na
insulinové pump), pouze Sulfonylureou 9, pouze Metforminem 2, karabi insulin +
sulfonylurea 2, insulin + metformin 1, sulfonylureametformin 2 a trojkombinaci
insulin + sulfonylurea + metformin 1 pacient), T1Diébo LADA typ diabetu ®o
celkem 18 paciefit( 16 M, 2 Z, pamérny vk 41 + 18 let), sekundarnich diabétikylo

6 (4 M, 27, pimérny vk 49 + 11 let) a paciefitbez diabetu bylo 21 (11 M, 10 Z,
pramérny vék 55 + 21 let). U 4 paciefitnebyl uveden typ diabetu. Strukturu souboru
uvadi tabulka. 1.
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Mezi pacienty s T2DM kenych metforminem se&zka hypoglykémie vyskytla 6x (1x
v kombinaci metformin + insulin, 2x v kombinaci rf@min + sulfonylurea, 1x
v trojkombinaci metformin + sulfonyurea + insulin2x samotny metformin).

VSichni pacienti byli léeni intravendzé podanou glukézou a v pateinich stadiich
pobytu na intenzivni jednotce jim byla vysazenab& insulinem nebo peroralnimi
diabetiky.

Tabulka¢. 1 — Struktura souboru paciént

Charakteristika skupiny] Ret Vek (pramér + SD | Pomeér Z /
pacientt let) M
Cely soubor 100 62 +19 43 /57
Diabetici 79 64 +18 33/42
Nediabetici 21 55+ 21 10/11
T1DM a LADA 18 41 + 18 2/16
T2DM 51 72+ 11 29/ 22
Sekundarni DM 6 49+ 11 2/4
Vysledky

Celkem zertelo 15 pacierit ( mortalita 15%), z toho 8 diabetila 7 nediabetik Ve
skupirg diabetiki byla mortalita piblizné 10% (zentelo 8 ze 79 diabetik. Ve skupii
nediabetik zentelo 7 z 21 paciedt — mortalita 33,3%. Rozdil v mortalitna
hypoglykémii u nediabetika u pacierit s diabetem je statisticky vyznamny - 7/21 proti
8/79 ( p < 0, 01). Zatimco mortalita ve skupidiabetiki dosahuje zhruba 10%, u
pacienti bez zndmek diabetu je mortalita vice nez 3x vyssi.

V jednotlivych podskupinach diabetikoyla mortalita nasledujici: Zewl 1 pacient s
T1DM ( mortalita 5,5%), 6 pacieins T2DM ( mortalita 11,7%) a 1 sekundarni diabetik
( mortalita 16,6%).

Ve skupirg diabetili 2. typu se jaterni postizeni ( jaterni cirh6zajtakjaterni selhani)
vyskytlo u 11 paciefit Z &chto 11 diabetik 2. typu zeneli 4 — mortalita v této
podskupirt je tedy 36,4%. 17 z 51 paciéns T2DM tr@lo zavaznou infekcti sepsi a
v této podskupiti zenteli 3 pacienti — mortalita 17,6%.

Z 21 nediabetik se vyskytla hypoglykémie u 12 pacigérge znadmkamiské infekce

nebo sepse a u 7 paci&nt jaternim postizenim. Z 12 nediabatik €zkou infekci

zentelo 6 pacient — mortalita 50%. V podskupinnediabetik s jaternim postizenim
zenteli 4 ze 7, mortalita byla tedy 57% ( vSichni 4 Zelh nediabetici s jaternim
postizenim nali téz znamky &Zké infekce nebo sepse).

Primérna doba hospitalizace pacignta JIMP byla 10 din( median byl 3 dny). NaSe
vysledky zachycuje tabulka 2.
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Tabulkaé. 2 — Mortalita a délka hospitalizace v jednotlikypodskupinach

Charakteristika skupiny Mortalita| Pramérna Median
ve doba poctu dni
skupirg hospitalizace hospitalizac

e

Cela soubor 15% 10 dn 3 dny

Diabetici 10% 10,5 dne 3 dny

Nediabetici 33,3% 7,9 dn 3 dny

T1DM a LADA 5,5% 5 dii 3 dny

T2DM 11,7% 13,8 din 3 dny

Sekundarni DM 16,6% 4,3 dny 2,5dne

T2DM s postiZzenim jater 36,4% - -

T2DM s €Zkou infekci 17,6% - -

Nediabetici s postiZzenirh 57% - -

jater

Nediabetici s&Zkou | 50% - -

infekci

Vysledky jsme srovnali s vysledky publikovanymposlednich 25 letech a naSe
celkovA mortalita i mortalita u nediabetik odpovida ddim publikovanym
v mezinarodnim pisemnictvi. Srovnani zachycujeli@bt 3.

Tabulkag. 3 — Srovnani naSich vysleilk mezinarodnimi studiemi.

Prvni autor prace Rok Celkova Mortalita u
mortalita nediabetik
Fischer KF (1) 1986 27% -

Cruz Jentoft AJ (2) ] 1992 25% -
Stagrano-Green A4 1995 22,2% -

(3

Shilo S (4) 1998 - 48%

Mendoza A (5) 2005 - 16%

Mannucci E (6) 2006 - 41,4%

NaSe vysledky 2009 15% 33,3%
Diskuse

Uzavirdme, Zeé&kka hypoglykémie vzdy ipdstavuje zavazny stav spojeny s rizikem

umrti, které je asi 10% u paciérg diabetem. TrojnasobvySSi mortalitou jsou stizeni
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nediabetici s hypoglykémii. Velmi vysokd mortalite skupig nediabetik s jaternim
postizenim (57%) atkou infekci (50%) ssdéi pro to, Ze se u naSich pacikfpdna o
téZky termindlni stav spojeny s poruchou produkcédyty.
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Uvod

Chronické srdéni selhani je velmitiznorodé onemoemi. Tato heterogenita souvisi
piedevsSim sirznou etiologii vzniku, &éznym klinickym piibéhem a takéirznou reakci
pacienft na danou u. Hiciny vzniku CHSS se v pbehu let néni. V 50. letech
minulého stoleti byly hlavnimi viniky hypertenzepastrevmatické chlopenni skag
vady, edevsim mitralni sten6za. V dneSni daltky modernim opetaim postufim a
winné &b hypertenze se hlavniipinou stavaji ischemicka choroba stdg spojena
s zivotnim stylem a prodluzovanim délky Zivota, itatecni kardiopatie. Prevalence
chronického srdmiho selhani se v evropskych zemich pohybuje mgkia@ 2 %, v
konkrétnich Gdajich pr@eskou republiku to znamena 40 aZ 200 tisic nemdrnyc
Racné prockla infarkt myokardu asi 45 000 paciént toho 7 % umira na akutni stdé
selhéni a asi u 20 %q¥ivSich se do roka rozvine chronické srdeselhani. Prognéza
chronického srdmiho selhani je velmi Spatna. Framinghamské stpidikazala, Zze do
péti let od vzniku klinickych piznaki srdeéni nedostai#osti umird vice nez 50 %
nemocnych a do jednoho rokiilgizné 17 % nemocnych.

Lécba chronického sradaiho selhani je do jisté miry standardizovana. Jedpehodrjsi
farmakologické terapie bylo prokazano uziti ACEiloiford, f blokatoi, inhibitori
receptod pro angiotenzin I, diuretik a kardiotonik. Fgs terapeuticky fiinos novych
l&Civ se dostavame do obtizi hlavm pacieni, u kterych dojde k dekompenzaci jiz
Ié¢eného chorobného stavuifeme zvysit davku podavanyckilé to plati gedevSim

u diuretik. Ri zvySeni davkovani ACE inhibitdr ¢i B blokatoG maze dojit

k prohloubeni jiz fitomné hypotenze. NavySeni davek kardiotonik jeétakorné.
V 1é¢b¢ srdeniho selhani se tedy na prvnim rdistplatiuje 1&ba symptomaticka,
protoze zadné z nabizenycKiléneni schopné zvratit progredujiciapéh této zavazné
choroby.

Metodika

NaSe prace se zaklada na retrospektivnignustat za roky 2004 az 2009, které jsme
statisticky vyhodnotili. K ziskani pigbnych GOddj jsme vyuzivali zaznamy
z ambulance pro chronické sidé selhani.
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Vysledky

NaSim cilem je zjistit mortalitu nemocnych s chokyim srdénim selhanim
sledovanych v ambulanci skagho selhani ve Fakultni nemocnici Brno. Datab&m n
Iécby a dalSich onemoénich, které mohou ovlitovat piibéh chronického srdmiho
selhéni (diabetes, chronicka obstoik plicni nemoc,...). Tyto vysledky srovnavame
s podobnymi studiemi a iBeme usuzovat, zda doSlo wipthu let ke zlepSeni
progndzy pacieriit Nejvyznamgjsi studii zabyvajici se chronickym stdén selhanim
je studie Framinghamska, ktera byla zahajefeal 50 lety a €astnilo se ji jiz pes 10
000 dobrovolnik.

Nas soubor zahrnuje 86 paciignkz toho 67 % muk a 33 % Zen. ¥k pacient se
pohybuje v rozmezi 67 +13,5 let, délka sledovani+34 nesiail (14 az 56 résial),
NYHA | — I/ II/ 1l 37/55/8 %, ejekni frakce levé komory 37 + 12 %, diastolicka
dysfunkce 91 %. Za dobu sledovéni #elm 10 pacierit (11,6 %), ztoho na
kardiovaskularni komplikace 8 pacién®9,3 %). Kumulativni feziti ( 95 %) bylo v 1.
roce 100 %, ve 2. roce 90,8 ( 84,3 — 97,3) %, ve& 90,8 (84,3 — 97,3 )% a ve 4. roce
80,6 (65,4 — 95,8) %.

Soubor pacient U s chronickym srde énim selhanim
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Graf 1: Soubor paciedts chronickym srdaim selhanim

Tabulka 1: Vznik chronického srétlgiho selhani

priciny Muzi | zeny| Celkem
Dilataéni kardiomyopatie 10 4 14
Ischemicka choroba srétai | 43 17 60

Infarkt myokardu 34 12 46
Posttachy 0 1 1
postmyokarditis 5 3 8
Hypertenze 45 20 65

73



Kumulativni preziti
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Graf 2: Reziti pacieni zahrnutych do studie

Diskuse

Mortalita zjiS€na ve Framinghamské studii vysodeyySuje mortalitu naSeho souboru,
coz je pravépodobre dano zlepSenim farmakologické i nefarmakologickéapie
pacienti se srdénim selhanim a také mirodliSnym spektrem paciegntDo nasSeho
souboru jsou zahrnuti pouze pacienti s chronickydeisim selhanim, na rozdil od
Framinghamské studie, takZze tak vysoké kumulatpieZiti povaZzujeme za U(&gh.
Jsme si ¥domi limitace této prace, kterou je velikost soubove skru dat nadale
pokraiujeme (nyni zpracovano 180 pacignt
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— vaskularizace chlopni
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Uvod

Kalcifikovana aortalni stenéza (KAS) je dnes v ilioeych zemich népsgjsi
chlopenni vadou. Zatimcdige byly chlopenni vadyipvazr ptivodu porevmatického,
jde dnes v naprostéétdiné o tzv. degenerativni vady. V jejich etiopatogensei
uplafiuji vlivy mechanické (opakovany ohyb baze igiglak krevniho sloupce) i
aterogenni (vySSi &k, hypercholesterolémie, hypertenze, diabetes tug)li KAS je
nowji povazovana za chorobuipuznou ateroskleréze tepen. A obddljeko je dnes
ateroskler6zdazena mezi onemoéni zartlivého pivodu, je i v etiopatogenezi KAS
uvazovan zakt. Dvéma nefasgjSimi typy KAS je typ stéecky (skleroticky), vznikajici
v normalni ticipé aortalni chlopni a typ vznikajici na podiladozerg malformované-
dvojcipé aortalni chlopn

Cilem naSi prace bylo pomoci nélepbecnych znadmek zé&w - vaskularizace a
zaretlivé infiltrace prokéazat zatlivy pivod KAS.

Material a metody

Histologicky byly vySeteny resekované chloprnod 28 nemocnych operovanych na
Kardiochirurgické klinice FN HK pro KAS. Po odvapm byly chlopri vySeteny
histologicky (HE) a imunohistochemicky (Ch 3krevni cévy, D2-40 - lymfatické
cévy)

Vysledky
Demograficka data
Typ aortalni stendzy Ret Muzi/Zeny | Pamérmy vk
piipadi (r)
Starecky 18 11/7 70,7
~.degenerativni“
(tficipa chl.)
Dvojcipa chl. 7 6/1 57,0
Neurity 3 2/1 63,0
CELKEM 28 19/9 66,5
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Histologické néalezy

Krevni cévy (CD 31 pozitivni) 28 (100%)

Lymfatické  cévy  (D2-40| 14 (50%)

pozitivni)

Cévy v bazi 14 (50%)

Ery v luminu cév 10 (36%) (z nich cévy v bazi
8x)

Chronické zaglivé infiltraty 24 (86%)

Osifikace 5 (18%)

V &etnosti nalei vaskularizace, z&tivé infiltrace i metaplastické kosti nebyl rozdil
mezi olgma typy KAS.

Diskuse

Normalni srdeni chlopré nejsou vaskularizované a nejsou v nichégaré infiltraty.
Nas nalez fitomnosti krevnich i lymfatickych cév a lymfocytéch infiltrath vyrazre
podporuje zéttlivou teorii etiologie KAS, a to jak u typu $&ckého (trojcipa chlojig,
tak u typu na podkladdvojcipé chlopt. Nazev "degenerativni” pro KAS se tedy jevi
jako nevhodny. Bude diskutovaniyod cév v chlopnich.
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Polymorfizmus biotransformac¢nych génov glutation
S-transferazy a riziko vzniku karcinbmu pPuc
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Uvod

Karcindbm @'lc predstavuje pre svoju vysoku incidenciu a vyswiaitalitu celosvetovy
problém. Réne je na Slovensku diagnostikovanych priblizne 3@060ych pripadov,
z ktorych je asi len 10% indikovanych na primarrhirergick( resekciu, ktora je
jedinou potencidlne kurabilnou d&ebnou modalitou. Ztoho vyplyva, ZzZe
diagnostikovanie tohto ochorenia je obvykle aZz irpdlych Stadidchgasto vhodnych
iba na paliativnu ligbu. 5-r@&né prezivanie vSetkych klinickych Stadii je iba-18 %,
¢o determinuje jeho medicinsku aj spsaskd zavazndgsAsi 90% karcindmov fuc je
spbsobenych fagnim, 10-15% profesionalnou expoziciou karcinogéndr2% su
dosledkom zn@stenia ovzdusSia. Zaujimavy je Udaj, Ze z celkovpbiu fajéiarov len
10-25% naozaj ochorie na karcinoiiip a 10-15% vsSetkych'pcnych karcindmov sa
vyskytuje u nefajiarov (1). Moznym vysvetlenim tejto individualnejsseptibility je to,
Ze organizmus disponuje rozsiahlym biotransfamyen enzymatickym systémom,
ktorého ci€om je detoxifikacia xenobiotik. Jednym zo spdsok®ntifikacie 0s6b so
zvySenym rizikom vzniku nadorového ochorenia indie@ho xenobiotikami je
sledovanie genetickych polymorfizmov enzymov zapgil do ich metabolizmu. Tieto
enzymy delime na enzymy |. fazy, ktoré sa ptalie na premene inaktivnych
karcinogénov na ich aktivnu elektrofilnt formu agmy Il. fazy, ktoré sa podiaji na
detoxifikacii genotoxickych elektrofilnych zténin na neaktivne dobre wvyltelné
hydrofilné zl@&eniny (2). Od tychto enzymov zavisfi sa neaktivny prokarcinogén
zmeni na aktivny karcinogén, alebo sa deaktivujgashedne vyléi. Glutation-S-
transferaza (GST) predstavuje superrodinu Il. fédgtoxifikainych enzymov
metabolizujicich xenobiotika. V tomto procese zehr&entralnu Ulohu. Glutation-S-
transferazy katalyzuju konjugaciu elektrofilnych letail s glutationomgo umozuje
ich dalSi metabolizmus a nésledni premenu na deritdko vyl&Eitelrné maom.
NajintenzivnejSie Studované s polymorfizmy gén®TGE1, GSTM1, GSTP1, piom
existuje véka interindividualna variabilita v expresii tychtenzymov, spdsobujica
zmeny ich aktivity pripadne jej GpIna stratui@ho mozno usudzovaZze ich geneticky
polymorfizmus méze by asociovany s rizikom vzniku karcinomdge. V GSTM1 a
GSTT1 génoch boli identifikované défe mutacie, ktoré maju za nasledok kompletnd
stratu aktivity enzymov. Ak sU vyradené obidve ylezn&ujeme tento genotyp ako
GSTM1 null a GSTT1 null . V pripade polymorfizmu TSl ide o zamenu
aminokyselin (lle>Val) v polohe 105. Vysledkom su tri variantné gemyt kde
heterozygotna a homozygotna varianta Val105 ma&sgkdok zniZzena aktivitu enzymu.
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Cielom prace bolo sledovanie vyskytu polymorfizmov géi@STs a ich kombinacii,
ako moznych prediktivnych faktorov v rozvoji karéimu g’dac.

Metodika

Do Stidie typu case-control bolo zaradenych 160 ieptmv s histologicky
verifikovanym karcinomom lpic hospitalizovanych na Chirurgickej klinike, nairifke
tuberkuldzy a plcnych choréb JLF UK a v Centre hrudnikovej chireirgo VySnych
Hagoch v rokoch 2006-2008. Do kontrolnej skupinglob zaradenych 220 zdravych
dobrovd’nikov a pacientov hospitalizovanych s nenadorovyhooenim. Genomicka
DNA bola izolovana fenol-chloroformovou extrakcia venéznej krvi. Genetické
polymorfizmy GSTM1, GSTT1 a GSTP1 boli determino&gouzitim polymerazovej
retazovej reakcie (PCR). Produkty PCR boli analyzovgééovou elektroforézou.
Statistické vyhodnotenie vysledkov a zhoda genatypio distriblcii s Hardy-
Weinbergovou rovnovahou bola testovana pomocokweidrat testu. ODDs ratio (OR)
a 95% konfidetiny interval (95% CI) bol pouzity k vygtu rizika rozvoja karcinému
pldc vo vz'ahu k jednotlivym polymorfizmom ako aj ich kombigmo.

Vysledky

Pri sledovani GSTT1 a GSTP1 genotypov samostathelineaznamenané Statisticky
signifikantné rozdiely. Genotyp GSTML1 null predsteal 1,56 nasobné riziko rozvoja
karcinomu ffiuc (95% Cl = 1,03-2,35; p = 0.04). Pri kombinaciggbnotypov je
rizikovou kombinaciou GSTT1 null a GSTM1+, ktoréegstavuje 2,21 nasobné riziko
rozvoja karcinomu fic (95% CI = 1,09-4,49; p = 0.04), kombinacia GSTRIGSTM1
null, predstavujica 1,98 nasobné riziko rozvojaikeimu guc (95% CI = 1,22-3,18; p
= 0.006) a kombinacia GSTM1 null a GSTP1 lle/vagdstavujica 2,04 nasobné riziko
rozvoja karcinému pic (95% CI = 1,11-3,76; p = 0.03).Dalej boli sledované
kombinacie genotypov GSTM1, GSTT1l a GSTP1l. Rizikokéli nasledovné
kombinacie: GSTT1+, GSTM1 null, GSTP1 lle/ile pesatjica 2,01 nasobné riziko
rozvoja karcindmu Ric (95% CI = 1,05-3,87; p = 0.05); GSTT1+, GSTM1l rau
GSTP1 lle/val s 3,18 nasobnym rizikom (95% CI =316559; p = 0.003) a kombinacia
GSTT1 null, GSTM1+, GSTP1 lle/ile s 3,3 krat vys§imkom vzniku karcinému fic
(95% CI = 1,27-8,64; p = 0.02).

Diskusia

Recentné Studie a metaanalyza ukazuju, Ze GSTMI gaunotyp je asociovany so
zvysenym rizikom pre vznik a rozvoj karcindmiip (3-5),¢o je v sulade aj s nasSimi
zisteniami. Co sa tyka vgahu polymorfizmov GSTT1, GSTP1 a tieZz kombinAcii
jednotlivych genotypov ku karcinomul’gee, vysledky Stadii st nejednotné. Niektoré
Stldie uvadzaju GSTT1 null genotyp ako mierne dgik avSak toto riziko nebolo
signifikantné (6,7), iné Ziaden vplyv nenasli (5,&tiudie zamerané na sledovanie
asociacii medzi GSTP1 polymorfizmom v kodéne 10%lé&nym karcindmom
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nepotvrdili signifikantné riziko GSTP1 Val genotyd@,10). V naSej Studii nebola
potvrdena asociacia GSTT1 null a GSTP1 Val genotyparcinomom fic. Aby sa
potvrdil vplyv genetickych polymorfizmov prispievajich k nachylnosti k vzniku a
rozvoju karcinbmu fic bude potrebna genotypizadfalSich génov ztastiujucich sa
detoxifikatnych a reparmych procesov. Komplexna genotypizacia tychto
polymorfizmov v buddcnosti prispeje k objasneniunegickej susceptibility ku
karcinbmu ffac a napomodze tak zdokonaleniu prevencie a djoyiekonkrétneho
pacienta.
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Introduction

Progress in surgical procedures has extended tbmiljiidgies of liver surgery and has
made possibilities to perform radical resectionsnafignant liver lesions. Nevertheless,
many patients are not indicated to the radical isargherapy that could extend their
chance of complete remission of malignancy, bexafighe higher risk of acute liver
failure after extended liver resection(1). Porteinvembolization (PVE) could increase
the future liver remnant volume (FLRV) before theheduled extended liver
resection(2). Compensatory hyperplasia of the etateral liver lobe is initiated by
PVE or portal vein ligation (PVL) (3) of the portatanch of the malignancy afflicted
liver lobe that underlies atrophy. Main reasonrésorting to liver resection after PVE is
unsuccessful hypertrophy of the FLRV or progressibthhe malignancy.

The proliferative phase of liver regeneration isni@ated by an increased serum level of
the Transforming growth factor-betal(T®E), because TGB1 inhibits DNA
synthesis and plays a pivotal role in the down-l&ipn of liver regeneration(4,5). The
aim of this study was to accelerate the regeneraifdiver parenchyma after PVL by
application of monoclonal antibody against T@F-and so extend phase of liver
regeneration in large animal experimental model.

Methods

Sixteen piglets were included in study (9 in theatodl group and 7 in the TGFt
group).

Central laparotomy was performed. The portal veianbhes for the caudate, right
lateral and right medial lobes were ligated. TheodIflow in the hepatic artery branches
and occlusion of the portal vein branches wererotiatl by Doppler ultrasonography.
At the end of operation the port-a-cath was intedlinto the superior caval vein (6,7).
The Monoclonal antibody against TGE{MAB-TGF-$1)- MAB1032, Chemicon
International, Inc., USA(8)- (TGB1 group) or a physiological solution (control grpup
were applied into the central venous catheter 2dshafter partial PVL.
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Blood samples were collected from the central \Etheter. Biochemical parameters
were focused on liver functions to detect the imfice of the applied monoclonal
antibody on organism and to recognise possiblemdiffces between TGR- and the
control group. Serum levels of bilirubin, urea, atimine, alkaline phosphatase,
gammaglutamyltransferase, cholinesterase, aspartateinotransferase, alanine
aminotransferase and albumin were assessed.

The ultrasonographic controls were performed imiatedly after surgical procedure and
on the 3rd, 7th, 10th and 14th postoperative days.

The piglets were sacrificed on the 14th day undegpdgeneral anaesthesia with a
concentrated solution of potassium chloride. Thyeps were dissected and the atrophic
and hypertrophic liver lobes were measured. Bioptimples from the atrophic and
hypertrophic lobes were taken and stored in foretajde and also frozen.

The biopsies from the atrophic and hypertrophicepanyma were examined after
staining with hematoxylin-eosine and periodic aSithiff. The proliferation activity
was examined using antibody Ki67. The amount ofhubtlieated hepatocytes were
measured in 20 microscopic fields, the size of hkpatocytes and the length of the
lobuli were also examined.

Results

The volume of hypertrophic lobes grew more rapafter application of MAB TGH1,
whereas the control group had a slow continual graw the hypertrophic liver lobes
during the whole follow-up period. The augmentatidrypertrophic lobes growth was
maximal between the 3rd and 7th postoperative daysomparison with the control
group (fig.1). Nevertheless, on the 14th postdperaday there were no statistically
significant differences.

The serum levels of studied biochemical parametsese comparable in both
experimental groups and the differences show ntisstal significance at each
timepoint. No adverse reaction on MAB applicaticasvobserved (fig.2and 3).

The histological examination was performed on hiepshat were conducted at the end
of the experiment. The differences in length ofulblbvere not statistically significant.
Statistical analysis also showed no significanréase in the quantity of binucleated
hepatocytes in the hypertrophic liver lobes in Ti&&F1 group . We observed a larger
distribution of the number of binucleated hepatesyper field in the hypertrophic lobe
from TGF$1 group in contrast to the control group. The téstormality demonstrated
a normal distribution of this parameter in eachratiin both experimental groups. The
size of hepatocytes was also not proved to be wifis@nt parameter. Proliferative
activity in both groups was greatly reduced.
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Discussion

The use of large animals especially piglets in shigly is very appropriate in relation to
the human medicine and clinical surgery becausthefsimilar physiology of piglets
and the human body. The results of the preseny stadfirm previous findings gained
using in vitro models and in experiments with sntabloratory animals. The selected
concentration and timing of the application of mdooal antibody prolonged
acceleration of liver parenchyma regeneration. $heondary effects that could be
hypothesized after application of the monoclonatibay against key pleiotropic
growth factor were not observed either during agapion or in the postoperative period.
The absence of significant differences betweennsdewvels of the studied biochemical
parameters at particular points in time also dertnates that there was no unsuitable
influence of the applied cytokine on the liver ftinn. These results support our ideas to
choose monoclonal antibody against T@Ffor future clinical studies in human liver
surgery.

The larger distribution of the number of binucleateepatocytes in the hypertrophic
parenchyma of TGIB4 group in comparison with the control group cobdexplained
by incomplete liver regeneration at the end of eixpent. Because there are practically
no mitotic figures, or the amount is the same ahénormal liver parenchyma without
any surgical procedures or toxic insult, it wasgilole to hypothesize that the first phase
of liver regeneration was finished and the nextsphat regeneration was proceeding (9).

hypertrophic lobes
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Figure 1.: Comparison of the growth of hypertropler lobes between TGE% and
control groups. (p.d. = postoperative day).
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of the studied biochemical parameters between FGE&nd control groups.

Conclusion

The present study describes a hew usage of a nwradcntibody against TGFt in
large animal model, which simulates the situatiohiman medicine. The experimental
results could be settings for a clinical study atignts with a low response regeneration
of FLRV after portal vein embolization that doeg allow surgical treatment.

This article was supported by grant IGA MZ CR NRBB% and 9727-4 and research
project MSM 0021620819 (Replacement and suppamdin vital organs).
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Introduction

Deep sternal wound infection (DSWI) is consideredaa ongoing and challenging
problem of modern cardiac surgery. It affects 0.876% of patients, nevertheless, it
carries a considerable mortality rate ranging frtdfo to 37%, long-term morbidity of
survivors and almost 3 times higher cost than umdizated surgery. Several treatment
strategies have been adopted for the treatmenS¥¥IOncluding surgical debridement
with closed irrigation, open dressing with delayeldest reconstruction, and more
recently, with the application of topical negatjmeessure (TNP) prior to chest closure.
However, there is little consensus among surgieais on the ideal approach to the
management of DSWI.

Our aim was to compare clinical outcomes, in-haspitortality and 1-year survival of
two different treatment modalities of deep stemalund infection, topical negative
pressure and the conventional therapy.

Methods

In the study 66 consecutive patients treated fepdsernal infection at the department
of cardiosurgery were monitored. A total of 28 pats underwent conventional
treatment (February 2002 through September 2004).3¥% patients had the application
of topical negative pressure (November 2004 throDgbhember 2007). Four patients
who underwent a combination of both strategies weuded from the study. Clinical
and wound care outcomes were compared, focusinghempeutic failure rate, in-
hospital stay and the 1-year mortality of both timent strategies.

Results

Topical negative pressure was associated with rfisigntly lower failure rate of the
primary therapy (p<0.05), shortening of the inteascare unit stay (p<0.001), a
particular decrease in the in-hospital stay (p<p#&id the 1-year mortality (p<0.05).
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Comparable overall length of therapy, in-hospitilysand the risk of wire-related
fistulas after chest reconstruction were found.

Survival Functions
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Discussion

Our results suggest the superiority of TNP ovesetbirrigation in the treatment of
DSWI following cardiac surgery. With very low theeutic failure rates, significant
decrease in the in-hospital stay, and lower 1-ymartality were achieved by TNP.
Nevertheless, primary application of TNP was asdedi with a higher frequent of

reconstructive surgeries used to cover the residatltissue defects in our patient’s
cohort (p<0.001).
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Uvod

Bilirubin bol dlho oznaovany ako potencialne toxicky produkt degradacimihé&z do
roku 1987, kedy sa zistil jeho ochranny a antiodigalkinok. Dalsi vyskum ukézal
jeho mozny protektivny vplyv pred vznikom ateros&ly, autoimunitnych
a nadorovych choréb (1,2,3,4).

Gilbertov syndrom (GS) je charakterizovany benighepatalnou hyperbilirubinémiou
s koncentraciou celkového bilirubinu v rozpéti @49 umol/L, preto sme si ho vybrali
za modelovy systém. Vysoka hladina bilirubinu jéssgoena mutaciou génu pre enzym
UDP glukuronozyltransferaza 1A1 (UGT). Genetickydkd&S pre tento enzym
predstavuje polymorfiznus 7/7, kym normobilirubiriekf jedinci maju polymorfizmus
716 alebo 6/6. V dbsledku tejto mutacie je enzymaktivita znizena o 1/3o vedie k
zvyseniu hladiny nekonjugovaného bilirubinu.

NaSim ci€om bolo zisti vplyv chronicky zvySeného bilirubinu na hladiny nkerov
oxidatného stresu a zistzmeny v lipidovom profile u GS.

V stadii sme sledovali oxidaé poSkodenie DNA lymfocytov a citlivosDNA na
oxidatné poskodenie peroxidom vodika stanovenim markesao&uanin (8-0xoG),
oxidainé poskodenie lipidov (lipoperoxidy), proteinov ik@nyly proteinov) a celkovu
antioxida&ni schopnas Dalej sme sledovali hladinu nitrotyrozinu (NT), Kktoje
koncovym produktom oxidacie peroxinitratov. Poskatdnsledovanym parametrom bol
adiponektin. Predstavuje produkt tukového tkanikmrého zvySena hladina ma
ochranny vplyv pred kardiovaskularnymi ochoreniandapalom a inzulinovou
rezistenciou.

Material a metodika

Do stadie bolo zaradenych 31 dobriwikov (Z/M=13/18) rozdelenych na zéaklade
genetického testu na polymorfizmus génu pre enzy&T o dvoch skupin. Strnas
dobrovdnikov s polymorfizmom 7/7 bolo zaradenych do skymnGS a sedemnas
dobrovdnikov s polymorfizmom 6/6 a 6/7 bolo zaradenychkdatrolnej skupiny (K).
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V kontrolnej skupine boli dvaja dobrokmici s celkovym bilirubinom >2@mol/L. Aj
napriek tomu, Ze sa u nich polymorfizmus 7/7 nekéeal, zaradili sme ich do skupiny
GS. Dobrovdnici boli informovani o cieli vyskumu, vyplnili daznik o Zivotosprave a
podpisali informovany suhlas.

Veno6znu krv sme odoberali do korseych skimaviek s antikoagulantom (EDTA) a
bez antikoagulanta. Krv s EDTA sme pouzili na izaldymfocytov a krvnej plazmy. Z
krvi bez antikoagulanta sme pripravili sérum. Vzaogazmy a séra sme rozdelili na
alikvoty, rychlo zmrazili a ulozili na -80°C n#alSie spracovanie.

Z krvi boli stanovené zakladné biochemické parasnetst OKB FNsP, Bratislava-Staré
mesto.

Na stanovenie oxidaého poskodenia DNA lymfocytov a poSkodenia DNAyvpm
peroxidu vodika (H202) (0,1 mmol/L,5 min,4°C) snaupili modifikovani kométovu
metddu potia Collinsa (5). Hladinu oxidaého poSkodenia DNA a hladinu poskodenia
DNA H202 sme vyjadrili ako 8-0xoG na 106Guaninov.

Na stanovenie celkovej antioxitfeej schopnosti séra sme pouzili metddu lpo&Re
a kol. (6) pri vinovej tkke 734 nm. Ako Standard sme pouzili Trolox a addasnd
schopnos sme vyjadrili v alikvotoch Troloxu (mmol/L).

Na stanovenie lipoperoxidov v sére sme pouzili metpoda el-Saadaniho a kol. (7)
pri vinovej dZke 365 nm. Koncentraciu lipoperoxidov sme vyjadrilnmol/ml.

Na stanovenie karbonylov sme pouzili ELISA test lf@odussa a kol. (8). Hladinu
karbonylov sme vyjadrili v nmol/mg proteinov.

Hladiny nitrotyrozinu (nmol/L) a adiponektinug{ml) sme stanovili prostrednictvom
komegnych ELISA testov.

NaSe vysledky reprezentuju priemer + SEM pre nammalistribuované parametre,
ktoré sme vyhodnotili Studentovym t-testom. Na steamie vZahu medzi bilirubinom
a markermi oxidéného stresu, a medzi markermi v skupine K a GS powili
Spearmanov test. Na Statistické vyhodnotenie vieledsme pouzili program
StatsDirect® 2.3.7 (StatsDirect Sales, Sale, Chedhd3 3UY, UK).

Vysledky

Na zéklade vysledkov dotaznika o zivotosprave dadirikov sme zistili, Ze medzi
skupinami nie st vyrazné rozdiely, a preto ziskarstedky nie st tymto ovplyvnené.

Vysledky skiimanych parametrov uvadzame v fkéu.
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Tabuka 1.

Kontrola Gilbertov syndrom
Parameter P

(n=15, Z/IM=5/10)  (n=16, Z/M=8/8)
Vek (roky) 27,33+2,25 30,13+3,45 0,510
Celkovy bilirubin {imol/L) 8,813+0,841 30,750+3,214 <0,001
Celkovy cholesterol (mmol/L) 4,99340,202 4,613+@M28 0,284
HDL (mmol/L) 1,677+0,100 1,432+0,099 0,093
LDL (mmol/L) 2,641+0,161 2,678+0,195 0,886
TAG (mmol/L) 1,485%0,142 1,106+0,099 0,037
Aterogénny index 3,138+0,145 3,243+0,158 0,630
Oxidainé poskodenie DNA
( 8-0x0G/106G) 0,621+0,116 0,351+0,078 0,064
Poskodenie DNA H202
(8-0x0G/106G) 2,119+0,165 1,126+0,164 <0,001
Lipoperoxidy (nmol/ml) 70,124+14,210 53,291+2,693 24D
Celkovéa antioxid&na schopnas
(mmol/L) 2,579+0,113 2,493+0,115 0,598
Nitrotyrozin (nmol/L) 21,568+0,947 19,485+0,688 200
Karbonyly (nmol/mg proteinov) 0,313+0,002 0,315820 0,493
Adiponektin (ig/ml) 6,271+2,887 7,051+2,864 0,849

Ako sme predpokladali, skupina GS mala v porovnanK signifikantne zvySeny

bilirubin (P<0,001). V skupine GS sme zistili sijkantne znizené triacylglyceroly (P=
0,0368) a znizenu citlivésna posSkodenie DNA peroxidom vodika (P=0,0002) tpro
kontrolam. Zistili sme vyrazné znizenie na hraritatistickej vyznamnosti u HDL,

nitrotyrozinu a 8-oxoG v skupine GS v porovnanostkolami.

Na zistenie vplyvu réznej hladiny bilirubinu naitipvy profil a markery oxidéného
stresu sme spojili skupiny K a GS. Zistili sme, rubin nam negativne koreloval
s TAG, HDL, NT, poSkodenim DNA vplyvom H202 a pdwate koreloval
s adiponektinom a karbonylmi (Tab.2).
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Tabuka 2.

Porovnané parametre v celom stbordrovnica priamky n r P
Bilirubin vs. TAG y=-0,0164x+1,6021 31 -0,4714 ma
Bilirubin vs. HDL y=-0,0101x+1,753 31 -0,3619 518
Bilirubin vs. NT y=-0,0353x+21,257 29 -0,1597 0,0247
Bilirubin vs. PoSkodenie DNA H202  y=-0,0324x+2255830 -0,5814 0,0011
Bilirubin vs. Adiponektin y=0,3158x+0,3142 31 0,612 0,0347
Bilirubin vs. Karbonyly y=0,0002x+0,3107 28 0,3097 0,0087
Diskusia

Ateroskleréza je chronické zapalové ochorenie cipwevazne artérii. Na jeho
patogenéze sa vo vyznamnej miere ptali@ oxid&ny stres. Narodny prieskum USA
dokéazal, Ze s narastom bilirubinu o 1pfhol/L sa zniZuje riziko vzniku aterosklerézy
0 6% (2).

V poslednoméase sa venovalo Ve Stadii sledovaniudinkov bilirubinu na ochorenia
kardiovaskularneho systému, najma ateroskler6zyorw nich popisuju, ze funkcia
bilirubinu ma imunomodutmé inky, inhibuje proliferaciu hladkej svaloviny ciev
a chrani pred tvorbou trombov (1,2,3,4). V naséfitsme nenasli signifikantny rozdiel
v hladinach markerov oxidaého poSkodenia medzi kontrolnou skupinou a GSgrokr
hraninej signifikancie pre 8-oxoG a NT, ale napriek tosnue dokazali ich zavislosd
koncentracie bilirubinu.

V naSej Studii sme zistili negativnu korelaciu med¥T (markerom posSkodenia
proteinov s ONOO-, ktory sa tvori z nadprodukcie &02-) a bilirubinom. Korelacia
medzi bilirubinom a celkovou antioxitt@ou schopna®u sa vSak nezistila. Na zaklade
tychto vysledkov predpokladame, Ze antio¥ita schopnasbilirubinu pravdepodobne
nespdiva v priamej eliminacii oxidantov, ale skor cezmidul&nu aktivitu bul
stimulacie expresie a/alebo aktivity antioxidgch, pripadne repafiaych enzymov.

V s&&asnosti je zndme, Ze bilirubin ma cytoprotektividindk (9). V nasej Stadii sme
dokazali signifikantne zniZzené poskodenie DNA vaw# H202 u GSalej sme zistili,
Ze zvySend hladina bilirubinu zniZzovala oxidé poSkodenie DNA lymfocytov. Zatia
nie je znamy presny mechanizmus protektivnetioka bilirubinu pri ochrane DNA,
a preto bude zaujimavé zistici zvySeny bilirubin ovplyiiuje aktivitu reparénych
enzymov.

NaSe vysledky potvrdzuja, Ze jedinci s hyperbilindmiou maju znizeny oxiday stres
a odlisny lipidovy profil v porovnani s normobillsinemickou kontrolnou skupinodo
pravdepodobne moZe znizauaziko vzniku aterosklerézy oproti normalnej pogcil.
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Hodnoceni Urovre znalosti prvni pomoci u studend
gymnazii

Ludék Hana, Tomas Veleta

Skolitel: MUDr. Radovan Matouek, PhD.
Katedra vSeobecného léktvi a urgentni mediciny Fakulty vojenského zdramti
Univerzity obrany, Hradec Kralové

Uvod

Podle Ramcového viivaciho programu pro gymnazia (1) bylrkolni vzalavaci
program obsahovat védivaci oblastlovék a zdravi se vagavacim oborem Vychova
ke zdravi - napini je kro#&njiného i osvojeni zjsohi G¢elného chovani a poskytnuti
(zajis&ni) nezbytné pomoci v situacich ohrozeni zdravézpki. To by n&lo probihat
v hodinach &lesné vychovy nebo biologie alespgednou r@né. Z divodu nizké
hodinové dotace, velkého mnozstvi jinych témat adpevidajici kvalifikace
vyuéujicich vyuka prvni pomoci neni realizovana v dmteé mie. Cilem nasi studie
bylo zhodnotit znalosti poskytovani prvni pomocivybrané skupiny studeinta dale
posoudit vliv narazové vyuky prvni pomoci na cel@ovarovéi znalosti dané
problematiky.

Metodika

Jako statisticky soubor jsme zvolili studenty 3¢ni& gymnazii. Do studie bylo
zaazeno celkem 747 studéntz toho 273 muf a 474 Zen. Rmérny weék ve
statistickém souboru byl 17,7 roku. Studentbyl nejprve pedloZen test ze zéklad
neodkladné resuscitace sestaveny podle The Eurdpesuscitation Council Guidelines
for Resuscitation 2005 (2, 3). Po testu nasledoweaieeticka vyuka zakld@dneodkladné
resuscitace spojena s ukazkou pgoek a poté i praktickym nacvikem v celkovém
rozsahu dvou vytovacich hodin. S #sicnim odstupem studenti psali stejny test jako
v (vodu. O tomto druhém testu studertégem netdéli.

Vysledky

V prvnim testu byla UsSnost studeiitv priméru okolo 50%, ve druhém testu stoupla
UspESnost na asi 75%. 95% studerdosahlo ve druhém testu zlepSeni oproti testu
prvnimu. Podle p#tu spravnych odpadi na jednotlivé otazky jefejmé, ze dkteré

studenti dosahovali u otazek tykajicich se neodidagsuscitacest!.
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Diskuse

Z dosazenych vysledie zejmé, Ze znalost dané problematiky ve sledovanpis&ie
neuspokojiva a Ze i narazova vyuka prvni pomoci pngkazatelny vliv na Urove
znalosti. Pro zlepSeni situace jelta zkvalitnit a systematizovat vyuku prvni pomoci.
Toho by bylo moZno dosahnout nejen ¥smggni péislusnych orgain krajskych tadi,
ale i ve spolupraci s Ministerstvem 3kolstvi, migla &lovychovy Ceské republiky a
se slozkami Integrovaného zachranného systémug Kbgr zajiSovaly pomoc po
odborné strance.
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Permeabilita dentinu a jeji klinicky vyznam

Michal Benes

Spoluautor: Milan Petrisko
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Uvod

Dentin gedstavuje tvrdou zubni tha ktera tvagi zaklad klinické korunky i kiene.
Povrch dentinu v korunkovéasti kryje sklovina, povrch kKenového dentinuipkryva
zubni cement. V korunkové i f@novécasti je dentin prostoupen mnozstvim tubul
prochazejicich celou jeho vrstvou. Klinické zkuSsiha studie fedpokladaji, ze
prostupnost dentinovych tuliulmize gispivat k rozvoji gkterych pourazovych
nasledk. Tato skut&nost jiz byla prokdzana u fraktur zubni korunky,pararéni
periodontélnich vazje prednétem diskuze.

Metodika

Cilem experimentalnéasti je dkaz piiniku cizorodych latek srkze kenovy dentin.
Pro studii bylo pouzito 30 jednokenovych zub extrahovanych z ortodontickych
divodi. Zuby byly rozdleny do 6 skupin (Al, A2 - bez poskozeni vrstvydamvého
cementu, B1, B2 - zuby s poSkozenou vrstvoteRového cementu, C1, C2 - kontrolni
skupina zub, povrch kdene az na Uroveskloviny byl gekryt kompozitem). U zub
skupiny 1 byl k experimentu pouZit roztok erythrasi u zuli skupiny 2 roztok
methylenové maid.U vSech extrahovanych zaithyl odfiznut apex kiene a vydsini
korenového kanalku bylo okonale adhezwrEsreno. K poskozeni cementové vrstvy
kofene u skupin B byl pouzit diamantovy brousek v wmikotoru. Zuby vSech Sesti
skupin byly po dobu 30 dnumisgny v roztoku s organickym barvivem. Néasledévn
byly koreny zulii kazdé skupiny zality do bitu epoxidové pryskice ( Spofacryl,
Dental, CZ) a po ztuhnuti riezény diamantovou pilou ( 4 zubyigng, 1 zub podéls).
Prinik barviva u jednotlivychezi byl sledovan jednak makroskopicky, jednak pomoci
digitalnich mikrofotografickych Zézeni.

Vysledky

Makroskopické sledovariezi - Priinik barviva ffes sénu ka‘ene byl nalezen u vSech
zubi skupin Al, A2, B1 a B2,ip ¢emzZ nebyl zji&n rozdil v penetraci erytrosinu a
methylenové maid. U zuhki skupin A byl nejvyrazéjSi rozsah zabarveni nalezetieat
v cervikalni tetiné a zarové bylo zjiS€no, Ze penetrace barviva seéem k apexu
snizuje. V apikélniietiné byl pranik barviva vyraza redukovan. Zezi v cervikalni
krajing je Zejmé, Ze prostupnostésly dentinu neni zcela rovnémda. Rozsahlejsi
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barevna penetrace byla nalezena v bukooralnignusoproti snéru meziodistalnimu. U
rezll skupin B byla zji&tna rozsahla penetrace barviva ve vS&dtech zubniho kene,
pii ¢emz v cervikalni a gedni teting radixu barvivo zasahlo az keilemovému kanalku.
U rezl skupin C se zabarveni vyskytlo pouze v jedntipaat, kdy barvivo v dsledku
nedotaténého adhezivnihoijpojeni proniklo pod vrstvu kompozita.

Diskuze

Dentin vzhledem k jeho tubularni struktuje propustna tké V pripads poSkozeni
ochranné vrstvy skloviny nebo zubniho cementu rpufio-dentinovy organ odpovidat
natadu Skodlivych faktar, zejména na moznostimiku bakterialni infekce. Klinicky
permeabilni usp@dani dentinu ovlije téZ UspSnost oSéeni utrady terapeutickych
vykoni. K bakterialnimu postiZzeni zubnifesé pres dentinové tubuly nedochazi pouze u
neoSetenych ka# nebo fraktur zubni korunky, ale tento faktor jewgmny i v pipack
restorativni terapie. Po porar zavesnych vdzdochéazi k poSkozeni cementové vrstvy
a tim je mozna i kontaminace dentinovych tubanaerobnimi gramnegativnimi
mikroorganizmy, které se &bn¢ vyskytuji v zubnim mikrobidlnim plaku a v
parodontéalnich chobotech.

Zavér

NaSe experimentalni studie prokazala moznost peseetrganického barviva do pulpy
pies sénu zubniho kiene. Na zakladnasi experimentalni prace lzéegpokladat, ze
po poragni zawsnych va#t dochazi k piniku mikrobiélni infekce do Kenového
kanalku nejen f&s foramen anatomicum, ale tep poSkozenou vrstvu cementu a
dentinové tubuly.

Prace byla podgena grantem GAUK.18309
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