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OTVORENIE KONFERENCIE 
VE� KÁ POSLUCHÁRE �  NTÚ 

 
8:30 Otvorenie konferencie 
 
8:40 Úvodné prednášky 
 

·  50. konferencia ŠVO�  - � alší významný medzník na Lekárskej fakulte UK v 
Bratislave 
doc. MUDr. Marián  Bernadi � , CSc. , mim. prof. 

 
·  ŠVO�  ako šanca 

doc. MUDr. Beata  Mladosievi� ová, CSc. 
 

·  ŠVO�  – mali� kos�  alebo dokonalos� ? 
prof. MUDr. Viera Štvrtinová, CSc. 

 
9:10 Odovzdanie ocenení pri príle�itosti 50. fakultnej konferencie ŠVO�  
 

PROGRAM 
VE� KÁ POSLUCHÁRE �  NTÚ 

 
9:30 50. fakultná konferencia ŠVO�  – predklinická a teoretická sekcia 
 

1. Morfológia colitis ulcerosa vo vz� ahu k inervácii a imunitným bariéram 
Veronika Labajová 
Školitelia: prof. MUDr. Ján Jakubovský, DrSc., MUDr. Petronela Bušíková 
Ústav patologickej anatómie LF UK a UNB, Cytopatos Bratislava 

 
2. Vz� ah �eleza a glykokonjugátov v globus pallidus � udského mozgu 

Lenka Maruš� áková 
Školite� : RNDr. Martin Kopáni, PhD. 
Ústav patologickej anatómie LF UK a UNB 

 
3. Onkoproteín c-erbb-2 v � udskom fyziologickom a nádorovo zmenenom endometriu 

Nika Gašparovi� ová 
Školite� : MUDr. Michal Palkovi� , PhD. 
Ústav patologickej anatómie LF UK a UNB 

 
4. Apoptóza v týmusoch detí s rôznymi vrodenými vývinovými chybami srdca 

Lenka Vrbová, Michal Lapides 
Školite� : RNDr. Ivan Varga, PhD. 
Ústav histológie a embryológie LF UK 
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10:45 50. fakultná konferencia ŠVO�  – predklinická a teoretická sekcia 
 

5. The effect of chronic liquid nutrition intake on development of maxilla, mandible and 
teeth in rats 
Konstantopoulos Nikolaos 
Tutor: doc. MUDr. Boris Mravec, PhD. 
Institute of Pathophysiology, Faculty of Medicine Comenius University 

 
6. Atorvastatin and high-fat diet induced tissue changes in experimental animals 

Branislav Zagrapan 
Tutor: MUDr. Pavol Janega, PhD. 
Ústav patologickej anatómie LFUK a UNB 
 

7. The role of macrophages and progenitor cells in tumor growth 
Olia El-Hassoun 
Školite� : prof. MUDr. Ivan Hulín DrSc. 
Ústav patologickej fyziológie LFUK 

 
8. Vplyv štandardizovaných extraktov lie� ivých rastlín na kmene Staphylococcus aureus 

izolované z ko�ných infekcií 
Esther Popluhárová 
Školite� ka: RNDr. Lívia Slobodníková, CSc. 
Mikrobiologický ústav LF UK a UNB 

 
12:00 50. fakultná konferencia ŠVO�  – klinická sekcia 
 

9. Štúdium odozvy kardiovaskulárneho systému na celotelovú kryoterapiu 
Štefan Luká�  
Školitelia: RNDr. Eva Krá� ová, PhD., MUDr. Lenka Forýtková, CSc. 
Ústav lekárskej fyziky, biofyziky, informatiky a telemedicíny LF UK, Biofyzikální ústav LF 
MU Brno,� R 

 
10. Efekt pôsobenia ústnych vôd na redukciu bakteriálnej flóry v dutine ústnej a na 

zubných kefkách 
Roman Andil 
Školitelia: prof. MUDr. Daniela Kotulová, PhD., MUDr. Bohuslav Novák, PhD. 
Mikrobiologický ústav LFUK a UNB, Klinika stomatológie a maxilofaciálnej chirurgie 
LFUK a OÚSA 

 
11. Ú� inok ústnych vôd na orálne oportúnne patogény in vitro 

Zuzana Borecká, Roman Andil 
Školitelia: prof. MUDr. Daniela Kotulová, PhD., MUDr. Gabriela Pavleová 
Mikrobiologický ústav LFUK a UNB,  Klinika stomatológie a maxilofaciálnej chirurgie 
LFUK a OÚSA 

 
12. Pneumokokové infekcie v detskom veku 

Marek Pleško 
Školite� ka: doc. MUDr. Helena Hupková, PhD. 
Mikrobiologický ústav LF UK a UNB 
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13:10 50. fakultná konferencia ŠVO�  – klinická sekcia 
 

13. Prínos vyšetrenia pomocou DaTSCAN SPECT v diferenciálnej diagnostike 
Parkinsonovej choroby 
Zuzana Košutzká 
Školite� : doc. MUDr. Peter Valkovi� , PhD. 
II. Neurologická klinika LFUK a UNB 

 
14. Myoidné bunky v týmusoch detí s vrodenými chybami srdca 

O� ga Gonš� áková 
Školite� : RNDr. Ivan Varga, PhD. 
Ústav histológie a embryológie LF UK 

 
15. Vz� ah aktivity paraoxonázy 1 v závislosti od dna polymorfizmu jej génu k rejek� ným 

epizódam u pacientov po transplantácii srdca 
Pavel Sýkora 
Školitelia: doc. RNDr. Vanda Repiská, PhD., doc. Ing. Luká�  Hal� ák, CSc. 
Ústav lekárskej biológie, genetiky a klinickej genetiky LF UK a UNB, Ústav lekárskej 
chémie, biochémie a klinickej biochémie LFUK 

 
14:05 50. fakultná konferencia ŠVO�  – sekcia výu� bových pomôcok 
 

16.  Spinal cord, it’s topographical relations and it’s clinical application 
Evridiki - Theodora Christodoulopoulou, Christos Chatzakis, Vasiliki - Kasiani 
Chailazi 
Tutors: MUDr. Hisham El Falougy, PhD., MUDr. Petra Šelmeciová, PhD. 
Department of Anatomy, Faculty of Medicine Comenius University 

 
17.  Brachial plexus, its topographical relations and its clinical applications 

Eleftherios Georgakopoulos, Evangelos Giannakos, Michael Gerakidis 
Tutors: MUDr. Petra Šelmeciová, PhD., MUDr. Hisham El Falougy, PhD. 
Department of Anatomy, Faculty of Medicine Comenius University 

 
18. Topografical relations of the sacral plexus 

Vazaios Christos, Spyridon Virlas 
Tutors: MUDr. Hisham El Falougy, PhD. , MUDr. Petra Šelmeciová, PhD. 
Department of Anatomy, Faculty of Medicine Comenius University 

 
19. Topographical and anatomical applications of canalis pudendalis 

Xilas Christos, Gordillo Resina Luis Manuel 
Tutors: MUDr. Hisham  El  Falougy, PhD., MUDr. Petra  Šelmeciová, PhD.,  
doc. MUDr. Eliška Kubíková, PhD. 
Department of Anatomy, Faculty of Medicine Comenius University 

 
20. Príprava interaktívneho anatomického atlasu 

Miriama Náglová, Michal Kraj � ovi�  
Školite� ka: doc. MUDr. Eliška Kubíková, PhD. 
Anatomický ústav LFUK 
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PROGRAM 
MALÁ POSLUCHÁRE �  NTÚ 

 
9:30 VI. vedecká konferencia doktorandov LF UK – klinická sekcia 
 

21. Asociácia medzi degrada� nými produktmi purínových nukleotidov v 
cerebrospinálnom likvore a hladinami niektorých lipofilných vitamínov v plazme u 
pacientov so sklerózou multiplex 
Mgr. � ubomír Kura � ka 
Školite� : prof. MUDr. Peter Tur� áni, PhD. 
Ústav lekárskej chémie, biochémie a klinickej biochémie LF UK 

 
22. Antikoncepcia a potraty na slovensku v rokoch 1997 - 2008 

MUDr. Zuzana Kosibová 
Školite� : doc. MUDr. Miroslav Korbe� , CSc. 
I. gynekologicko - pôrodnícka klinika LF UK a UNB 

 
23. Analýza solubilnej molekuly trem-1 v tekutine z bronchoalveolárnej lavá�e pacientov s 

p� úcnou formou sarkoidózy a inými intersticiálnymi pneumopatiami 
MUDr. Magda Suchánková 
Školite� ka: doc. MUDr. Mária Bucová CSc. 
Imunologický ústav LF UK 

 
24. Úloha AKT signaliza� nej dráhy v progresii plazmocytómu 

MUDr. Andrea Janegová 
Školitelia: prof.MUDr. Pavel Babál, CSc., MUDr. Pavol Janega, PhD. 
Ústav patologickej anatómie LFUK a UNB 

 
10:45 VI. vedecká konferencia doktorandov LF UK – klinická sekcia 
 

25. Kultivované alogénne keratinocyty v terapii rán vznoknutých po odbere 
dermoepidermálnych autotransplantátov (kompletizácia súboru) 
MUDr. Dominika Kevická 
Školite� : doc. MUDr. Ján Koller, PhD. 
Klinika popálenín a Rekonštruk� nej chirurgie UNB 

 
26. Štúdium neskorej glykácie, solubilnej adhéznej molekuly svcam-1 a profilu zápalových 

cytokínov u pacientov s diabetes mellitus typu 1 
RNDr. Jana Kalninová 
Školitelia: MUDr. Michal Sapák, PhD., doc. PharmDr. Vladimír Jakuš, CSc. 
I. DK LF UK a DFNsP, Imunologický ústav LF UK, Ústav lekárskej chémie, biochémie a 
klinickej biochémie LF UK 

 
27. Glykácia, lipidový profil a oxida� ný stres u pacientov s diabetes mellitus 2. typu 

Mgr. Erika Šándorová 
Školite� : doc. PharmDr. Vladimír Jakuš, CSc. 
Ústav lekárskej chémie, biochémie a klinickej biochémie LF UK 
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28.  Zmeny krvného tlaku u chronicky hemodialyzovaných pacientov 

MUDr. Katarína Bobocká 
Školite� : prof. MUDr. Peter Pon� uch, CSc. 
IV. Interná klinika LFUK a UNB 

 
12:00 VI. vedecká konferencia doktorandov LF UK – predklinická a teoretická sekcia 
 

29. � udské leukemické bunky sú schopné výrazne modulova�  zápalový proces 
prebiehajúci v mezenchymálnych fibroblastoch 
RNDr. Katarína Együdová 
Školite� : RNDr. Jozef Bizik DrSc. 
Ústav experimentálnej onkológie SAV 

 
30. Identifikácia prekurzorových cd34+ buniek v regenerujúcej kostnej dreni pomocou 

metódy prietokovej cytometrie a vyu�itie získaných poznatkov v diagnostike 
hematopoetických malignít 
Mgr. Michaela Fajtová 
Školite� ka: MUDr. O� ga Babušíková, DrSc. 
Ústav experimentálnej onkológie SAV 

 
31. Má APC proteín protektívny ú� inok na vznik karcinómu hrubého � reva? 

MUDr. Zuzana � ierna 
Školitelia: prof.MUDr. Pavel Babál, CSc., MUDr. Pavol Janega, PhD. 
Ústav patologickej anatómie LFUK a UNB 

 
32. Vplyv mapk/erk signálnej dráhy na progresiu medulárneho karcinómu štítnej �� azy 

Mgr. Lucia Feketeová 
Školite� : prof. MUDr. Pavel Babál, CSc. 
Ústav patologickej anatómie LFUK a UNB 

 
13:10 VI. vedecká konferencia doktorandov LF UK – predklinická a teoretická sekcia 
 

33. Príprava bioptického materiálu pre stanovenie obsahu DNA laserovou skenovacou 
cytometriou 
RNDr. Miroslava Vallová 
Školite� : prof. MUDr. Štefan Galbavý, DrSc. 
Ústav laboratórnych vyšetrovacích metód Vysokej školy zdravotníctva a sociálnej práce 
sv.Al�bety a  Onkologického ústavu sv. Al�bety, Bratislava 

 
34. Výskyt vybraných mutácií konexínových génov u pacientov s obojstrannou 

senzorineurálnou poruchou sluchu 
MUDr. RNDr. Lukáš Varga 
Školitelia: prof. MUDr. Milan Profant, CSc., Mgr. Daniela Gašperíková, CSc. 
I. ORL klinika LF UK, UNB a SZU; Laboratórium DIABGENE, Ústav experimentálnej 
endokrinológie SAV, Bratislava 
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35. Occupation of striated muscle cell by trichinella spiralis is associated with increased 

intracellular sialylation 
Mgr. Rositsa Milcheva 
Tutor: prof. MUDr. Pavel Babál, CSc. 
Ústav patologickej anatómie LFUK a UNB 

 
36. Farmakologické ovplyvnenie behaviorálnych prejavov u potkanov s hypertenziou 

indukovanou kontinuálnym osvetlením 
Mgr. Silvia Aziriová 
Školite� : prof. MUDr. Fedor Šimko, CSc. 
Ústav patologickej fyziológie LFUK 

 
ZÁVER KONFERENCIE 

VE� KÁ POSLUCHÁRE �  NTÚ 
 
15:30 Prezentácie hostí 
 

37. Zápalové cytokíny a diabetes mellitus 2. typu 
Mgr. Miroslava Glejtková 
Jeseniova lekárska fakulta, Univerzita Komenského, Martin 
Školite� : doc. PharmDr. Vladimír Jakuš, CSc. 
Ústav lekárskej chémie, biochémie a klinickej biochémie LF UK 

 
38. Elektrofyziologické koreláty behaviorálnych zmien po podaní prírodných polyfenolov 

Uršula Melicherová 
Fakultät für Psychologie, Universität Wien 
Školite� : MUDr. Fedor Jagla, CSc. 
Ústav normálnej a patologickej fyziológie, SAV 

 
Vyhlásenie výsledkov 
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� lenovia hodnotiacej komisie – Predklinická a teoretická sekcia 
 

doc. MUDr. Adriana Liptáková, PhD. 

RNDr. Ladislav Guller, CSc. 

RNDr. Silvia Lakatošová, PhD. 

 
 
Ví� azné práce sekcie 
 

1. Branislav Zagrapan 

Atorvastatin and high-fat diet induced tissue changes in experimental animals 

2. Olia El-Hassoun 

The role of macrophages and progenitor cells in tumor growth 

3. Lenka Vrbová, Michal Lapides 

Apoptóza v týmusoch detí s rôznymi vrodenými vývinovými chybami srdca 
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Veronika Labajová 

(všeobecné lekárstvo, 3.ro� ník) 
 
Školite� : prof. MUDr. Ján Jakubovský, DrSc.1 Pomocný školite� : MUDr. Petronela Bušíková2 
1Univerzita Komenského Bratislava, Lekárska fakulta, Ústav patologickej anatómie 
2Cytopatos Bratislava 
 
Úvod  

Anatomické a funk� né vz� ahy rôznych bariér 
majú pri zápalových chorobách � reva nápadný 
vz� ah k mikrocirkulácii � revnej steny. V sérii 
prác chceme radom opísa�  jednotlivé štruktúry, 
ktoré sa podie� ajú na bariérových funkciách 
� reva. 

Colitis ulcerosa patrí k zápalovým 
chorobám � riev. Tie sú nástoj� ivým problémom 
nášho aj svetového zdravotníctva. V databáze 
U.S. National Library of Medicine National 
Institutes of Health PUBMED.GOV je na túto 
tému za� iatkom roku 2011 viac ako 8000 
informácií. Z nich asi 25% sa zaoberá 
morfologickým obrazom. Skoro tri štvrtiny 
z nich sa zaoberá patogenézou zápalových 
chorôb � riev. Ich podstata zostáva do zna� nej 
miery nejasná. Ve� kú pozornos�  vzbudzujú 
medzibunkové vz� ahy a s nimi súvisiace tesné 
junkcie (1). Druhou skupinou záujmu je stav 
krvnej cirkulácie v postihnutej sliznici. 
Napodiv, tomuto problému databáza 
PUBMED.GOV venuje iba 31 informa� ných 
prame� ov. Tento fakt nás vedie k pokusu 
ozrejmi�  si skutkový stav na vlastnom materiáli. 
Dvoma najvýznamnejšími chorobami v skupine 
IBD (Inflammatory Bowel Diseases) sú 
Crohnova choroba a u� spomínaná colitis 
ulcerosa. Ich klinické prejavy sú v mnohých 
smeroch spolo� né (2), preto sa k nim 
vyjadrujeme bez ich rozlíšenia. 
  
Materiál a metódy 

Na morfologické vyšetrenia sme získali vzorky 
tkanív z oboch chorôb po� as bioptického 

vyšetrenia � riev od 11 postihnutých. Vzorky 
sme fixovali 10% roztokom tlmeného 
formalínu, odvodnili a zaliali do parafínu. 
Z parafínových blo� kov sme urobili 
mikrotómom histologické rezy cca 5� m hrubé. 
Tie sme farbili v�dy s hematoxylínom 
a eozínom. Vykonali sme PAS-reakciu z rezov 
natrávených � i nenatrávených amylázou. Na 
dôkaz zlo�iek cievneho systému 
mikrocirkulácie sme upotrebili polyklonové 
protilátky proti antihemofilickému globulínu, 
asociovanému s von Willebrandovým faktorom, 
a protilátky proti somatostatínu. Dosiahnuté 
výsledky sme zdokumentovali mikroskopom 
NIKON Eclipse 80i, s kamerou NIKON DS-
Fi1. Pri dôkaze antihemofilického globulínu, 
asociovaného s von Willebrandovým faktorom, 
sme pou�ili myšie monoklonové protilátky 
(klon F8/86 od firmy DakoCytomation 
Denmark Glostrup), ktoré sme aplikovali na 
rezy zhotovené z parafínových blo� kov, ktoré 
sme natrávili proteinázou. Protilátku sme riedili 
v pomere 1:50 a inkubovali 30 min za izbovej 
teploty. V druhej vrstve sme pou�ili králi� ie 
protilátky proti myším, zna� ené s chrenovou 
peroxidázou (DakoCytomation EnVision+ 
System-HRP Labelled Polymer Anti-Mouse 
K4000). Somatostatín sme dokazovali 
polyklonovými králi� ími protilátkami proti 
somatostatínu (Polyclonal Rabbit Anti-
Somatostatin, Immunogen:Synthetic cyclin (1-
14) somatostatin conjugated to bovine 
thyroglobuline A0566), v riedení 1:300 na rezy 
zhotovené z parafínových blo� kov bez 
predchádzajúceho natrávenia. Na detekciu 
protilátok sme pou�ili chromogénový 
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substrátový systém s diaminobenzidínom 
(DAB+CHROMOGEN, Dako Liquid DAB+ 
Substrate Chromogen System K3468) alebo 
DakoCytomation EnVision+ System-HRP 
Labelled Polymer Anti-Rabbit K4002. 

 
Výsledky     

Bioptické vzorky tkaniva neobsahujú hlbšie 
� asti lamina propria mucosae (obr. 1). Ob� as 
zaberajú aj ur� itú � as�  submukózy pod lamina 
muscularis mucosae. V Crohnovej chorobe sú 
okrem lo�ísk chronického zápalového infiltrátu 
rôzne ve� ké lo�iská fibrózy v lamina propria 
mucosae. V morfologickom obraze chronických 
zápalov � reva, bez oh� adu na vzorky získané 
bu�  z colitis ulcerosa � i z Crohnovej choroby, 
je vidno markantné prejavy aktivity � revnej 
mikrocirkulácie. Mimoriadne intenzívnu reakciu 
pozorujeme v lamina muscularis mucosae: 
okrem vlákien, ktoré vybiehajú do priestorov 
medzi �liazky, sú prítomné lo�iskovo pozitívne 
reakcie tenkostenných ciev a vén, � i drobných 
útvarov podobných krvných kapiláram. Nález je 
zrejmý, najmä ak pou�ijeme na histochemickú 
analýzu protilátky proti faktoru VIII (anti-
FVIII). Mimo hojnejšej siete mikrociev 

v lamina propria mucosae klkov a medzi 
kryptami sú v apexe klkov husto nakopené 
bunky, ktoré reagujú s anti-FVIII (obr. 2). 
Venuly s vysokým endotelom nie sú ani v 
lo�iskách lymfoidného tkaniva.  

V hematoxylínom a eozínom farbených 
rezoch je vidno všeobecne známe morfologické 
obrazy colitis ulcerosa alebo Crohnovej 
choroby. Protilátky proti somatostatínu reagujú 
so strómou klkov (obr. 3), bez oh� adu na 
Crohnovu chorobu � i colitis ulcerosa. 
S protilátkami reagujú vä� šinou pozd��ne 
lamely, miestami prerušovane vo vz� ahu ku 
krvným cievam. 
 
Diskusia 

Anti-FVIII protilátky reagujú s endotelom, 
s megakaryocytmi a megakaryoblastmi, tie� so 
subendotelovou matrix steny ciev. Faktor VIII 
umo�� uje lipnutie došti� iek na poškodený 
endotel (3). V našich vzorkách tieto protilátky 
reagujú s endotelom ciev, a s jeho ešte 
nediferencovanými prekurzormi vo vrchole 
klkov sliznice. Prítomnos�  týchto buniek by 
mohla ma�  súvislos�  s angiogenézou, ktorá je 
zvýšená v zápalových chorobách � riev (4). 

  
 
Obr. 1: Preh� adný obrázok prakticky celej bioptickej 
vzorky tkaniva od pacienta s colitis ulcerosa. Okrem 
vrstvy �lia�ok fibróza lamina propria mucosae 
a lo�isko lymfoidného tkaniva. HE, 40x. 

 
Obr. 2: Protilátky proti FVIII reagujú pozitívne 
s endotelom mikrocirkulácie lamina propria mucosae 
aj s endotelom vén v submukóze. Vo vrchole klkov 
reagujú bli�šie nediferencované bunky. V drobných 
artériách v submukóze je reakcia slabo pozitívna. 
Lymfové cievy negat. 400x. 
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Protilátky proti somatostatínu majú 

v normálnych tkanivách vz� ah k bunkám 
Langerhansových ostrov� ekov, za 
patologických okolností k nádorom pankreasu, 
medulárnym karcinómom štítnej �� azy, 
nádorom týmusu a k malobunkovým 
karcinómom p� úc. Detek� ný systém pou�ívajúci 

králi� ie protilátky proti somatostatínu (5) sa 
vyzna� uje vysokou citlivos� ou. Preto 
umo�� uje detegova�  aj ni�šie hladiny 
somatostatínu (6). Tak vzniká otázka, do akej 
miery je reakcia protilátok špecifická. 
Pozitívna farebná reakcia však vzniká tie� 
v hemoproteínoch, � o sná�  privodzuje 
intenzívne zafarbenie lamina muscularis 
mucosae a hladkých svalových vlákien v stene 
ciev. Do úvahy treba bra�  mo�nos�  
nešpecifickej reakcie manózy a peroxidázy, 
pou�itej ako marker protilátok (7). Napriek 
tomu, �e vz� ah mikrocirkulácie a štruktúr 
obsahujúcich somatostatín je zrejmý, 
nenachádzame v tomto smere �iadne 
informácie o ich vzájomných vz� ahoch. Preto 
musíme pripusti� , �e v našom prípade sa 
nejedná o špecifickú reakciu. 

Lymfatické cievy protilátky proti FVIII 
neznázor� ujú. Riešením zobrazenia 
lymfatických ciev mô�e by�  pou�itie protilátok 
proti podoplanínu, ktoré špecificky dokazujú iba 
ich endotel (8,9). To by prispelo k lepšiemu 
pochopeniu krvnej a lymfovej mikrocirkulácie 
v patogenéze IBD, špeciálne colitis ulcerosa. 
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Obr. 3: Protilátky proti somatostatínu reagujú 
s lamina muscularis mucosae, so stenami 
drobných ciev v submukóze, aj s cievami 
v stróme klkov. 100x. 
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Úvod 

Prítomnos�  �eleza je podstatná v mnohých 
dôle�itých procesoch v organizme. V 
mozgovom tkanive je �elezo potrebné pri 
myelinizovaní, pri syntéze neurotrasmiterov,  aj 
pri bunkovom delení v priebehu vývinu 
mozgových štruktúr (1). Zvýšené mno�stvo 
�eleza v mozgu súvisí s niektorými 
neurodegenera� nými procesmi, medzi ktoré 
patrí Alzheimerova, Parkinsonova a 
Huntingtonova choroba, sclerosis multiplex, 
amyotrofická laterálna skleróza a druhé choroby 
(2). Ukladanie Fe je známe aj pri chýbaní 
spomenutých patologických stavov alebo 
abnormít jeho metabolizmu. Prednostne 
postihuje isté � asti � udského mozgu, osobitne 
bazálne gangliá. Pri narodení lo�iská �eleza 
v mozgu nie sú. S vekom ich mno�stvo pribúda 
(3). Dôvod tejto, s vekom postupujúcej 
akumulácie, nie je objasnený. Nie je známe, � i 

ide o ú� elné hromadenie sa s následným 
vyu�itím alebo len o spo� iatku bezvýznamné 
miestne ukladanie s neskorším mo�ným 
negatívnym dopadom. Charakter reakcie 
mozgového tkaniva na depozity �eleza nie je 
jasný. 
 
Materiál a metódy 

Postmortem sme odobrali 18 vzoriek z globus 
pallidus bez prítomných abnormít metabolizmu 
�eleza a klinických prejavov 
neurodegenera� ných zmien. Vzorky sme 
fixovali 24 hodín 10% formaldehydom, zaliali 
do parafínových blo� kov, narezali mikrotómom 
na 5mm hrubé rezy a vystreli na podlo�né sklo. 
Histologické rezy sme farbili hematoxilínom 
a eozínom. Vykonali sme Perlsovu reakciu (pH 
1,0) na detekciu Fe(III), s alciánovou modrou 
(pH 2,5) na zistenie prítomnosti kyslých 
glykokonjugátov a PAS reakciu (Perjod Acid 
Schiff reaction) pre dôkaz neutrálnych 
glykokonjugátov. Vzorky sme vyhodnotili 
svetelným mikroskopom Eclipse E50i (Nikon, 
Japan).  
 
Výsledky 

Perlsovou reakciou sme zistili tmavomodro 
zafarbené zrnité lo�iská �eleza okolo buniek 
glie a v perivaskulárnom priestore (obr. 1). 
Miestami je vidno slabšiu difúznu reakciu. 
Farbením s alciánovou modrou (obr. 2) a po 
urobení PAS reakcie vidno nakopenia kyslých 
a neutrálnych glykokonjugátov. Ich 
lokalizovanie zvä� ša  korešpondovalo 
s lokalizáciou Fe. V pomere ku 
kyslým glykokonjugátom a Fe(III) je 
neutrálnych glykokonjugátov menej. 
 

 
 
Obr. 1: � lovek, mozog, globus pallidus. Astrocyty 
bunky s ve� kým oválnym jadrom (šípky), 
oligodendrocyty menšie oválne jadrá (trojuholníky), 
bunky mikroglie s pred��enými jadrami 
(hviezdi� ka). Modro sfarbené útvary odpovedajú 
prítomnosti Fe(III). Perlsova reakcia na Fe svetelný 
mikroskop, ve� kos�  � iary = 50 µm. 
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Obr. 2: 	 udský mozog, globus pallidus. Modrosfarbené útvary odpovedajú prítomnosti kyslých 
glykokonjugátov perivaskulárne (v� avo) a okolo gliových buniek (vpravo).  Alciánová modrá,  � iara v obr. 
= 50 µm. 
 
Diskusia 

Naše výsledky poukazujú na ve� mi zaujímavý 
mo�ný vz� ah medzi výskytom depozitov Fe(III) 
a glykokonjugátmi. �elezo sa v krvi transportuje 
vo forme Fe(III), naviazané na plazmatický 
glykoproteín transferín, aby sa cirkuláciou 
dostalo k cie� ovým bunkám. Cie� ové bunky 
majú membránový transferínový receptor. 
Bunková membrána sa po vytvorení komplexov 
ligandu a receptoru vchlípuje do vnútra buniek. 
Vytvorí sa endozóm. V � om je nízke pH (asi pH 
5,5), zabezpe� ené protónovými pumpami. To 
spôsobí uvolnenie �eleza z väzby na tranferíne 
(4, 5). Domnievame sa, �e aj kyslé 
glykokonjugáty mô�u lokálne zni�ova�  pH a tak 
uvo� ni�  �elezo z transferínu do mozgového 
tkaniva. Moss et al. (6) opisujú vstup �eleza do 
štruktúr mozgu endotelom kapilár v mozgu. 
Nasto� ujú hypotézu, �e komplex Fe-transferín-
receptor, ukotvený v membráne endozómu sa 
mechanizmom transcytózy dostáva na 
ablúmenovú stranu endotelu. Tam sa ú� inkom 
nízkeho pH Fe od transferínu oddelí. 

Apotransferín sa so svojím receptorom vracia 
spa�  na lúmenovú stranu kapiláry (6). Nie je 
presne ur� ené, � ím je spôsobené nízke pH na 
ablúmenovej strane kapilár. Myslíme si, �e 
práve nami detekované perivaskulárne ulo�ené 
kyslé glykokonjugáty by mohli aspo�  � iasto� ne 
zni�ova�  pH na ablúmenovej strane kapilár. 
V literatúre však niet ani zmienky o ich 
pozorovaní a o tejto mo�nej regula� nej funkcii. 
Vo vysokom veku mô�e dochádza�  k poruche 
regulácie pH, � o mô�e vies�  k nakopeniu �eleza 
a nadmernej akumulácii glykokonjugátov blízko 
nich. �elezo je pre bunky toxické, obzvláš�  vo 
vyšších koncentráciách. Dôvodom je hlavne 
vznik vo� ných kyslíkových radikálov (7). 
Predpokladáme, �e glykokonjugáty mô�u 
chráni�  tkanivo pred poškodením tým, �e 
vytvoria so �elezom komplexy (8) a v lo�iskách 
sa mô�u hromadi�  na ich povrchu a ich obali� . 
Takto mô�u glykokonjugáty predstavova�  
zárove�  ochrannú reakciu organizmu na rast 
prítomnosti �eleza. 

 
Zoznam pou�itej literatúry 

1. Connor JR, Menzies SL, Martin SM, Mufson EJ: Cellular distribution of transferrin, ferritin, and iron in 
normal and aged human brains. J Neurosci Res 1990; 27(4): 595-611.  
2. Griffiths PD, Crossman AR: Distribution of iron in the basal ganglia and neocortex in postmortem tissue 
in Parkinson's disease and Alzheimer's disease. Dementia 1993; 4:61-65. 
3. Hallgren B, Sourander D: The effect of age on the non-haemin iron in the human brain. J Neurochem 
1958; 3: 41–51. 
4. Dautry-Varsat A: Receptor-mediated endocytosis: the intracellular journey of transferrin and its receptor. 
Biochimie. 1986; 68(3): 375-381. 



 

 
 �

5. Dautry-Varsat A, Ciechanover A, Lodish HF: pH and the recycling of transferrin during receptor-mediated 
endocytosis. Proc Natl Acad Sci U S A. 1983; 80(8): 2258-62. 
6. Moss T, Nielsen TR, Skjorringe T, Morgan EH: Iron trafficking inside the brain. Journal of 
Neurochemistry 2007; 103: 1730-1740. 
7. M, Rhodes CJ, Moncol J, Izakovic M, Mazur M: Free radicals, metals and antioxidants in oxidative stress-
induced cancer. Chem Biol Interact 2006; 160: 1-40. 
8. Morawski M, Reinert T, Brückner G. Wagner FE, Arendt T, Troger W: The binding of iron to 
perineuronal nets: a combimed nuclear microscopy and Mössbauer study. Hyperfine Interact 2004; 159: 285-
291.
 



 

 � �

!%�!� !+':%
 (;' ��;�
 -
 6�7,�!$
 &9.)!�!")(�!$
 #
%17!  !-!

.$'%'%!$
'%7!$'+ )�


Nika Gašparovi� ová 

(všeobecné lekárstvo, 6. ro� ník) 
 
Spoluautor: MUDr. Vladimír Šišovský, PhD. 
Školite� : MUDr. Michal Palkovi � , PhD. 

Ústav patologickej anatómie, Lekárska fakulta, Univerzita Komenského v Bratislave 
 
Úvod 

Karcinóm endometria (CaE) je naj� astejší 
zhubný nádor pohlavnej sústavy �ien. Na 
Slovensku za posledných 30 rokov po� et ro� ne 
zistených prípadov vzrástol takmer o 1/3, 
pri� om CaE ka�doro� ne postihne asi 700 �ien a 
asi 1/3 z nich zomrie [1]. CaE má rôzne 
histologické podtypy (endometrioidný, serózny, 
svetlobunkový a iné) [2] s odlišnou patogenézou 
pre dva základné typy CaE, „typ I“ 
(endometrioidný) (vzniká pri 
hyperestrogenizme, v hyperplázii endometria, 
má menej agresívny fenotyp) a „typ II“ (ne-
endometrioidný) (bez hyperestrogenizmu, 
v atrofii endometria, má agresívny fenotyp) 
[2,3].  

Onkoproteín c-erbB-2 (ErbB2, HER-
2/neu) [4], 185 kDa, je transmembránový 
glykoproteín s vnútornou tyrozínovokinázovou 
aktivitou  [5], z rodiny receptorov pre faktory 
rastu epidermy [6]. Aktivovanie c-erbB-2 
dimerizáciou spúš� a vnútrobunkové signálne 
cesty, ktoré sú k� ú� ové pre rast, diferenciáciu 
a pre�itie buniek [6,7]. U � udí je zvýšená 
aktivita c-erbB-2 � astejšie výsledkom 
amplifikácie protoonkogénu [6]. Nadmerná 
expresia c-erbB-2 vyús� uje do transformácie 
bunky a je zdru�ená z rozmanitými 
karcinómami � udí (napr. s karcinómom mlie� nej 
� � azy, vaje� níka [7], hrubého � reva a rekta, 
p� úc, �alúdka [8]). Jeho zvýšená expresia 
poukazuje na agresívnejší fenotyp karcinómu 
[7]. 

Štúdia si stanovila za cie�  hodnoti�  
vz� ah medzi morfologickým vzh� adom 
normálneho endometria a CaE, a medzi 
stup� om expresie c-erbB-2. 

Materiál a metódy  

Bioptické vzorky endometria (z archívu Ústavu 
patologickej anatómie Lekárskej fakulty UK v 
Bratislave, r. 1993-2009) z materníc �ien 
(hospitalizovaných na gynekologicko-
pôrodníckych klinikách Lekárskej fakulty UK 
v Bratislave) získané kyretá�ou alebo 
hysterektómiou (pre metrorágiu). Vo formalíne 
fixované, do parafínu zaliate a be�nou 
histologickou technikou spracované vzorky 
tkaniva, roztriedené svetelným mikroskopom, 
s normálnym prolifera� ným (PE, 3x) 
a sekre� ným (SE, 2x) endometriom (od �ien vo 
veku 25-45 r.), endometrioidným (EC) 
„grading“ G1 (5x) a G3 (5x) (31-61 r.), 
seróznym (SC, 3x) (39-86 r.) a svetlobunkovým 
(SvC, 4x) (60-86 r.) histologickým podtypom 
CaE [2,3] sme vyšetrili imunohistochemicky na 
prítomnos�  expresie c-erbB-2 v cytoplazmovej 
membráne epitelových buniek endometria. 
Nepriamu metódu s polymérom ozna� eným 
chrenovou peroxidázou (Px) a s chromogénom 
diaminobenzidínom (DAB) sme pou�ili na 
zvidite� nenie produktu reakcie. Postup techniky 
imunohistochémie vychádzal z návodu 
k pou�itiu detek� ného kitu Dako REALTM 
EnVisionTM. 

5 µm hrubé rezy tkaniva sme 
odparafínovali a rehydratovali vo fyziologickom 
roztoku obsahujúcom fosfátový pufor (PBS, pH 
7,2; 10 min.). Antigénnos�  rezov formalínom 
fixovaného tkaniva sme obnovili po ich 
predinkubovaní v 0,1 mM citrátovom pufri (pH 
6,2; 30 min.) teplom v mikrovlnnej rúre (700 W, 
96 °C; 3x5 min.). Rezy sme premyli 10 mM 
PBS (pH 7,2; 5 min.) a aktivitu endogénnej 
peroxidázy blokovali 0,3% H2O2 (30 min.). 
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Nariedenú primárnu polyklonovú králi� iu 
protilátku proti c-erbB-2 v pomere 1:300 sme 
inkubovali s rezmi tkaniva (60 min.). Po 
prepláchnutí rezov PBS (3x5 min.) sme rezy 
inkubovali so sekundárnou protikráli� ou 
protilátkou fixovanou k polyméru s Px (30 
min.). Po prepláchnutí rezov PBS (3x5 min.) 
sme lokalizáciu protilátky detegovali zmesou 
DAB v H2O2 (5 min.). Inkubácie prebiehali vo 
vlhkej komôrke pri izbovej teplote. Po premytí 
rezov destilovanou vodou sme rezy (jadrá) 
kontrastne dofarbili Mayerovým 
hematoxylínom (2 sek.), prikryli entelanom 
a krycím sklom. Protilátky a chemikálie boli od 
firmy Dako, Glostrup, Denmark. 

Reakcie protilátky (intenzitu) sme 
hodnotili svetelným mikroskopom (Nikon 
Eclipse E400, Tokyo, Japan) semikvantitatívne, 
v škále: „-“ neprítomná, „+/-“ nepravidelne 

slabá (u < 10% buniek), „+“ pravidelne slabá (u 

  10% buniek), „++“ stredne silná (u 
  10% 
buniek), „+++“ silná (u 
  10% buniek). Len 
reakciu cytoplazmovej membrány bunky sme 
pova�ovali za špecifickú. Rezy tkaniva 
inkubované s pufrom namiesto primárnej 
protilátky boli negatívnou kontrolou. 

Pou�ité postupy zodpovedali národným 
a medzinárodným etickým štandardom.  
 
Výsledky 

Výsledky hodnotenia expresie c-erbB-2 
uvádza tabu� ka 1. Expresia c-erbB-2 bola nízka 
v PE (obr. 1) a SE, postupne mierne rástla so 
stup� om diferenciácie EC (typ I – menej 
agresívny) k SC (typ II – agresívny), a � alej k 
SvC  (typ II – agresívny), kde expresia c-erbB-2 
bola najvyššia (obr. 2). 

 

  
 
Obr. 1-2: Nepravidelne slabá a� �iadna expresia c-erbB-2 v PE (obr. 1). Detekcia c-erbB-2 v SvC 
(� ervenohnedo) (obr. 2). Polyklonová králi� ia protilátka proti c-erbB-2, polymér-Px, dofarbené 
hematoxylínom, orig. zvä� šenie 400x (obr. 1), 350x (obr. 2).  

 
 
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Stav endometria Reakcia protilátky 
proti c-erbB-2 

Normálne prolifera� né endometrium +/- 
Normálne sekre� né endometrium +/- a� - 
Endometrioidný podtyp karcinómu endometria, G1 (typ I) + 
Endometrioidný podtyp karcinómu endometria, G3 (typ I) + a� ++ 
Serózny podtyp karcinómu endometria (typ II) + a� ++ 
Svetlobunkový podtyp karcinómu endometria (typ II) ++ a� +++ 

Tab. 1: Reakcie protilátky proti c-erbB-2 s cytoplazmovou membránou epitelových 
buniek � udského endometria.  

Reakcia: -  neprítomná, +/-  nepravidelne slabá, + pravidelne slabá, ++ stredne silná, ++ 
silná. 

1 2 
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Diskusia 

Výsledky štúdie, ktorá je ojedinelou svojho 
druhu na Slovensku, ukazujú koreláciu expresie 
c-erbB-2 s histologickým stavom endometria 
a histologickým podtypom aj typom CaE 
endometria a zhodujú sa s inými publikovanými 
štúdiami hodnotiacimi významnos�  tohto znaku. 
Za normálnych okolností sa HER-2/neu 
v endometriu tvorí v malom mno�stve po� as 
jeho menštrua� ného cyklu [9]. Tieto zistenia 
našli podporu v našich výsledkoch, ktoré 
ukázali nízku expresiu c-erbB-2 v PE s jej 
minimálnym poklesom v SE. Rolitsky et al. [9] 
opisujú v 20 – 40% CaE amplifikáciu génu 
a nadmernú expresiu HER-2/neu a jeho 
významnú súvislos�  so zní�enou histologickou 
diferenciáciou tumoru, s agresívnym (najmä 
svetlobunkovým) typom buniek, so zvýšenou 
h�bkou invázie do myometria a s pokro� ilým 
klinickým štádiom nádorovej choroby. 
Czerwenka et al. [10] hoci nezistili vz� ah medzi 
amplifikáciou, nadmernou expresiou c-erbB-2 
a pre�ívaním �ien s CaE, hovoria, �e vysoká 

amplifikácia c-erbB-2 mô�e identifikova�  
agresívne podtypy CaE, zahr� ujúc jeho inváziu 
do krvných a lymfatických ciev a zlú bunkovú 
diferenciáciu. Ich zistenia korešpondujú s 
našimi výsledkami, ktoré poukázali vzostup 
expresie c-erbB-2 v CaE, pri� om najvyššiu 
expresiu v ECG3, SC a SvC; v SvC bola 
expresia c-erbB-2 najvýraznejšia. HER-2/neu 
ako hlavný znak prognózy pri CaE opisujú 
Hetzel et al. [11]. 

Súhrnne mo�no konštatova� , �e expresia 
c-erbB-2 v PE a SE je nízka a vzájomne sa 
zásadne neodlišuje. Nádorové zmeny 
endometria sprevádza vzostup expresie c-erbB-
2, pri� om stupe�  expresie c-erbB-2 v EC je 
priamo úmerný jeho stup� u histologickej 
diferenciácie. Najvýraznejšía expresia c-erbB-2 
má vz� ah k agresívnemu (najmä SvC) fenotypu 
CaE. Hodnotenie expresie c-erbB-2 v CaE 
imunohistochemicky by mohol by�  dôle�itý 
faktor vyu�ite� ný v biomedicínskom výskume 
ako aj klinickej praxi. 
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Úvod 

Týmus je lymfoepitelový orgán s imunitnou a 
endokrinnou funkciou, v ktorom vo vysokej 
miere prebieha diferenciácia a proliferácia 
buniek. Normálny vývin a funkcia týmusu sú 
nevyhnutné pre vytvorenie a udr�anie imunity 
� loveka. Dozrievanie lymfocytov v týmuse je 
spojené s komplikovanou vnútrobunkovou 
prestavbou genetického materiálu a vytváraním 
medzibunkových kontaktov po� as selekcie, 
sprevádzanou mno�ením, pre�ívaním aj smr� ou 
zú� astnených buniek (Schuurmann et al. 1997; 
Kendall 1991). V týmuse prebieha prísne 
riadený proces mno�enia a dozrievania 
budúcich T- lymfocytov. Selekcia T- 
lymfocytov prebieha v nieko� kých stup� och, 
pri� om jej úlohou je odstránenie tých klonov T- 
lymfocytov, ktoré by mohli spusti�  imunitnú 
reakciu proti telu vlastným štruktúram. T- 
lymfocyty sa musia „nau� i� “ tolerova�  telu 
vlastné štruktúry, � o je vlastne v protiklade k 
imunitnej odpovedi. Schopnos�  rozozna�  telu 
vlastné antigény a cudzie antigény, nie je 
geneticky zakódovaná, ale získava sa v týmuse. 
Vä� šina vyvíjajúcich sa T- lymfocytov (a� 95 a� 
97%) však nedokon� í svoj vývin a zaniknú 

v procese apoptózy. Tieto bunky sú následne 
fagocytované makrofágmi kôry a drene 
(Ashton-Rickardt a Tonegais 1994). Pre�ívajú 
len tie lymfocyty, ktoré doká�u rozlíši�  aj 
„vlastné“ aj „cudzie“ antigény - pozitívna 
selekcia. T- lymfocyty, rozlišujúce len „vlastné“ 
antigény zanikajú procesom apoptózy - 
negatívna selekcia (Dorko a Varga 2011). 
Z drene sa zrelé, imunokompetentné T- 
lymfocyty distribuujú do sekundárnych 
lymfatických orgánov cestou krvných 
a lymfatických ciev (Kato 1997).  

V procese embryogenézy je vývin 
týmusu v úzkom vz� ahu s vývinom srdca. 
V normogenéze oboch týchto orgánov 
zohrávajú dôle�itú úlohu pluripotentné bunky, 
ktoré sú neuroektodermového pôvodu, tzv. 
bunky neuránej lišty (Kirby a Waldo 1990; 
Varga et al. 2008; Varga et al. 2010; Varga et al. 
2011). Aj z tohto dôvodu predpokladáme, �e sa 
miera apoptózy bude v jednotlivých týmusoch 
v závislosti na type vrodenej chyby srdca 
odlišná. 

 
Súbor a metódy 

Náš súbor tvorilo 26 pacientov vo veku od 
nieko� kých tý�d� ov a� do veku 2 rokov. 
Pacienti podstúpili kardiochirurgickú operáciu 
pre vrodenú chybu srdca v Detskom 
kardiocentre v Bratislave, pri� om sa vykonala aj 
parciálna tymektómia (kvôli lepšiemu prístupu 
operatéra k postihnutému orgánu). Najviac 
vzoriek týmusov sme mali od pacientov 
s defektom komorového septa (VSD), 
transpozíciou ve� kých ciev (TGA), 
dvojvýtokovou pravou komorou (DORV), 
Fallotovou tetralógiou (TOF) a aortálnou 
stenózou (AS). Od pacientov s vrodenými 
chybami ako defekt predsie� ového septa, 

spolo� ná komora, koarktácia aorty, pulmonárna 
atrézia, hypoplastický pravokomorový syndróm 
a trikuspidálna insuficiencia sme mali len po 
jednej vzorke tkaniva týmusu (graf 1). 

Tkanivo sa po odobratí spracovalo 
štandardnou formalínovo – parafínovou 
metódou. Z parafínových blo� kov s tkanivom 
sme zhotovili 5� m hrubé rezy, ktoré sme 
prichytili na sylanizované podlo�né sklí� ka. Po 
deparafinizácii rezov sa imunohistochemické 
vyšetrenia uskuto� nili v spolupráci s Ústavom 
histológie a embryológie Jesseniovej lekárskej 
fakulty UK v Martine. Na zobrazenie buniek 
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podliehajúcich apoptóze sme pou�ili 3 rôzne 
monoklonové protilátky:  

 
·  protilátky proti p53 proteínu (firma Dako 

Cytomation, katalóg. � . M 7001) – 
produkt tumor-supresorového génu TP53, 
ktorý inhibuje replikáciu DNA a je 
bielkovinou schopnou zastavi�  bunkové 
delenie v príslušnom kontrolnom bode 
bunkového cyklu, 

·  protilátky proti BCL2 onkoproteínu 
(Dako, M0887) – ktorý blokuje apoptózu 
buniek, 

·  protilátky proti survivínu (Dako, M3624) 
– ktorý je inhibítorom apoptózy, má 
dôle�itú úlohu najmä v regulácii 
bunkového cyklu v embryonálnych 
bunkách. 

 
Vzniknutý imunokomplex sme zvidite� nili 
diaminobenzidínom do hneda. Jadrá buniek sme 
2 minúty dofarbovali hematoxylínom do 
tmavomodra. Takto získané histologické 
preparáty sme pozorovali na svetelnom 
mikroskope LEICA DM2500, mikrofotografie 
sme zhotovili pomocou digitálnej kamery 
LEICA DFC290HD. Preparáty sme hodnotili 
semikvantitatívne, pri� om hodnota 0 znamená 
negativitu na daný marker a hodnota 3 zna� í 
najvyššiu mieru pozitivity na daný marker.  
 

Výsledky 

Prelo�ená morfologická štúdia je jedným z 
prvým pokusov odhali�  vplyv porúch vývinu 
srdca na mieru apoptózy a tým aj na dozrievanie 
lymfocytov v týmuse. Nako� ko je však náš 
súbor relatívne malý, závery si nedovolíme 
zovšeobecni� . 

Survivín, ako anti-apoptózový proteín, 
vykazoval negativitu vo vä� šine tkanív týmusu. 
Prekvapujúco sme však našli relatívne vysokú 
pozitivitu v Hassallových telieskach v dvoch 
prípadoch defektu komorového septa (obr. 
1), v jednom prípade aortálnej valválnej stenózy 
a v jednom prípade hypoplastického 
� avokomorového syndrómu. Túto vysokú 
pozitivitu si nedoká�eme vysvetli� , nako� ko 
nesúvisí ani s vekom die� a� a a ani s typom 
vrodenej chyby. Zaujímavým nálezom bol aj 
výskyt survivín-pozitívnych buniek 
v podpuzdrovej oblasti kôry týmusu (obr. 2). 
Predpokladáme, �e sa mô�e jedna�  o vstupujúce 
progenitorové bunky pochádzajúce z kostnej 
drene. 

Onkoroteín BCL-2, regulátor apoptózy, 
vykazoval najvyššiu pozitivitu v dreni týmusu 
(obr. 3), ojedinele sa nachádzali BCL-2 
pozitívne aj v kôre týmusov. Relatívne najvyšší 
výskyt pozitívnych buniek sa nachádzal v okolí, 
resp. v tesnej blízkosti Hassallových teliesok 
(obr. 4). Najvyššiu pozitivitu sme zistili 
v týmusoch pacientov s dvojvýtokovou pravou 
komorou a s transpozíciou ve� kých ciev (obr. 
3).

  
Graf 1: Skupina pacientov s odobratým týmusom (skratky vysvetlené v texte). 
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Obr. 1: Survivín-pozitívne Hassallove teliesko 
v dreni týmusu 4-ro� ného chlapca s defektom 
komorového septa (orig. zv. 400x). 

 
Obr. 2: Survivín-pozitívne bunky (S-PB) 
v podpuzdrovej oblasti kôry týmusu (orig. zv. 
400x). 

  

  
 
Obr. 3: Výrazne BCL2 pozitívna dre�  týmusu   
2-mesa� ného chlapca s transpozíciou ve� kých 
ciev srdca (orig. zv. 100x). 

 
Obr. 4: Detail obrovského Hassallovho telieska 
z drene týmusu 9 ro� . diev� a� a  s inkompletným 
atrioventrikulárnym kanálom. V jeho okolí 
po� etné BCL2-pozitívne lymfocyty (zv. 400x). 

 
  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Proteín p53, ako induktor apoptózy, sa 
znázor� oval predovšetkým v jadrách 
retikuloepitelových buniek. Tie boli 

lokalizované v podpuzdrovej oblasti kôry (obr. 
5) tvorili aj povrchové oploštené bunky 
Hassallových teliesok drene (obr. 6). 

Graf 2: Miera expresie proteínu BCL2 v týmusoch detí rozdelených do skupín pod� a 
typu vrodenej vývinovej chyby srdca. 
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Diskusia 

Vä� šina prác v databáze PubMed týkajúcich sa 
expresie markerov apoptózy sa zaoberá len 
nádorovo zmenenými týmusmi. Preto je 
porovnanie našich výsledkov s údajmi od iných 
autorov zna� ne náro� né. 

Antiapoptózový proteín survivín je 
mo�né detekova�  v tkanivách po� as 
embryonálneho a fetálneho vývinu, vo vä� šine 
typov malígnych nádorov, avšak relatívne slabo 
je exprimovaný v normálnych tkanivách 
dospelých jedincov (Adamkov et al. 2010). 
Survivín je dôle�itý tak pri bunkovej smrti, ako 
aj pri bunkovej proliferácii. Predpokladáme, �e 
survivín-pozitívne bunky, ktoré sme detekovali 
na rozhraní väzivových priehradiek a kôry, sú 
aktívne sa deliace progenitorové bunky T-
lymfocytov. Túto našu hypotézu dokazujú aj 

výsledky Xinga et al. (2003). Na strane druhej, 
nedoká�eme vysvetli� , pre� o vykazovali 
niektoré Hassallove telieska pozitivitu na 
survivín. Táto pozitivita sa vyskytovala pri 
rôznych vrodených chybách srdca. 

Proteín BCL-2 je tie� antiapoptózový 
proteín, ktorého vysokú expresiu sme 

pozorovali najmä v dreni. Khoury et al. (2009) 
pozorovali výraznú expresiu proteínu BCL-2 pri 
karcinómoch týmusu. My sme pozorovali 
relatívne vyššiu expresiu (aj ke�  tá nie je 
štatisticky významná) tohto proteínu 
v prípadoch týmusov detí s transpozíciou 
ve� kých ciev srdca a s dvojvýtokovou pravou 
komorou. Sú to vrodené chyby, ktoré sú 
embryonálne spôsobené narušenou migráciou 
buniek neurálnej lišty, ktoré sú zárove�  dôle�ité 
aj v normogenéze týmusu. Naše prvotné zistenia 
o odlišnej miere expresie proteínu BCL-2 si 
vy�adujú ešte � alšie výskumy, ktoré potvrdia � i 
vyvrátia naše prvotné pozorovania. 

Pozitivitu na proteín p53 sme pozorovali 
v periférnych � astiach Hassallových teliesok. 
Podobné zistenia opisujú aj Dotto et al. (2007), 
ktorý keratinizujúce retikuloepitelové bunky 

Hassallových teliesok prirovnávajú k bunkám 
poko�ky. Aj v poko�ke sa pozitivita na p53 
proteín vyskytuje len v bazálnej vrstve. 
Pozitivita proteínu p53 sa výraznejšie nelíšila 
medzi jednotlivými typmi vrodených chýb. 
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Obr. 5: Jadrá retikuloepitelových buniek       
pozitívne na proteín p53 ulo�ené v pod-              
puzdrovej � asti kôry týmusu mesa� ného       
chlapca s dvojvýtokovou komorou (zv.400x). 

 
Obr. 6: Jadrá retikuloepitelových buniek pozitívne 
na proteín p53 ako sú� as�  Hassallových teliesok 
drene týmusu ro� ného diev� a� a s Fallotovou 
tetralógiou (orig. zv. 400x). 
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Introduction 

Development of maxilla and mandible, as well 
as teeth, is under control of genetic and 
environmental factors. Therefore, we 
investigated the size of maxilla, mandible, and 
teeth in Wistar rats feed by standard pellet chow 
or by liquid nutrition. 
 
Materials and Methods 

Three experimental groups were used: 
- animals feed from weaning till the age of 150 
days by standard pelleted chow (n=12; control) 
- animals feed from weaning till the age of 150 
days by liquid nutrition (n=12; liquid nutrition 
juvenile) 
- animals feed from weaning till the age of 90 
days by standard pelleted chow and than feed by 
liquid nutrition till the age of 150 days (n=12; 
liquid nutrition adult) 

 
After the termination of experiment, 

animals were sacrificed. Sculls were cleaned 
from muscles and other soft tissues. 

Using special manual caliper specific distances 
of the teeth and bones of the heads were 
measurement. Following distances were 
measured (1): 
- L4: posterior edge of the condyle junction of 
the mesial surface of the first molar with 
alveolar bone 
- L5 posterior edge of the condyle - most 
anterior extension of the maxillary bone 
between the incisors 
- L6: posterior edge of the condyle - posterior 
rim of the mental foramen 
- L7: most superior surface of the condyle - line 
tangential to the inferior border of the mandible 
- L12: anterior teeth length of maxilla: the 
distance between the incisive edges of anterior 
tooth and the margin of gingiva. 
- L13: anterior teeth length of mandible: the 
distance between the incisive edges of anterior 
tooth and the margin of gingiva. 

 

 L4 (mm) L5 (mm) L6 (mm) L7 (mm) L12 (mm) L13 (mm) 

Control 1,915±0,0151 2,507±0,0166 2,077±0,0218 1,121±0,0495 0,819±0,0100 1,251±0,0484 

Liquid 
nutrition 
juvenile 

1,987±0,0169
*** 

2,577±0,0233
* 

2,142±0,0157
* 

1,106±0,0106 0,805±0,0129 1,183±0,0172 

Liquid 
nutrition 
adult 

1,885±0,0085
+ + + 

2,472±0,0143
+ + + 

2,039±0,0142
+ + + 

1,189±0,0082
+ + + 

0,928±0,0905 1,258±0,0428 

Tab. 1: Size of selected parts of mandible and maxilla. Each value is displayed as mean ± 
SEM. Statistical significance compared to control group: *-p<0.05; *** - p<0.005. 
Statistical significance between liquid nutrition groups: + + + - p<0.005 
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Results 

We have found significant differences in size of 
mandible, maxilla, and teeth between 
experimental groups (Tab. 1). 
 
Discussion 

The teeth, maxilla and mandible of the rats are 
growing in relation to animals nutritional habits 
(2-3). Standard feeding of rats, with solid 
nutrition, makes the teeth grinding and 
trimming, provoking a faster rebirth of teeth (3), 
but a smaller final length. Therefore, distances 
L12 and L13, representatives for length of upper 
and lower incisors respectively, belong to 
normal rates. In addition, the development of 
the length of the mandible, being represented by 
distances L4, L5 and L6, belong to normal rate 
of values, having the necessary space for 
attachment of masseter muscles (4, 5). The same 
is also valid for the height of mandible, in the 
area of ramus, being represented by distance L7. 

Feeding the rats with liquids (liquid 
nutrition) reduces demand on teeth, maxilla and 
mandible for mastication (6). Therefore, at an 
early stage of their development, when they are 
still juveniles, teeth are growing normally (as 
being represented by L12 and L13). However, 
the mandible is growing significantly faster than 
the normal, according to length (as being 
represented by L4, L5 and L6), because it has 
no forces coming against to its development (the 
function of mastication), and as a second reason, 
because the teeth which are larger than the 
normal, for the specific developmental stage of 

rats, need better support. The height of 
mandible, represented by L7, is not involving in 
any role for its development at this stage, so it is 
growing up under normal rate. 

At the last stage of their life, the adult 
rats yet, being under liquid nutrition for the rest 
of experiment, have larger teeth, especially the 
upper incisors. The anatomy of their teeth gives 
the formation the upper incisors to be external 
of mouth, when lower incisors, inside the 
mouth, when the rat is having the mouth closed. 
Therefore, the lower incisors have a minimum 
retraction on their development, being caused 
by the touch of occlusion on the body of upper 
incisors. Of course, these values are much less, 
than the forces needed for mastication of solid 
food. Anyway, it causes a minimum retraction 
on final length of tooth, which is again bigger 
than the normal. Therefore, both upper and 
lower incisors are growing freely reaching a 
final length, bigger than those of control rats. In 
addition, the length of mandible has been 
significantly reduced (7), as the incisors don’t 
need any special support, and masseter muscles 
are smaller than those needed in solid nutrition 
(5). 

In conclusion, we showed that reduced 
masticatory activity of rats fed from weaning by 
liquid nutrition significantly alters development 
of maxilla and mandible, and teeth of these 
animals. Our experimental data therefore clearly 
showed that development of maxilla and 
mandible, as well as teeth, is significantly 
influenced by the physical composition of food.

Supported by the grant VEGA (1/0260/10). 
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Introduction 

Atorvastatin is one of the lipid-lowering agents 
called statins. They act 1) directly via inhibition 
of HMG-CoA reductase and 2) indirectly by 
increasing the number of liver LDL receptors, to 
decrease plasma LDL-C concentration. 
Indications include primary prevention of 
hypercholesterolaemia-related disorders such as 
atherosclerosis and secondary prevention of 
myocardial infarction (MI) and cerebrovascular 
accidents (CVA) in symptomatic atherosclerosis 
(1). 

Statins are safe (2) and widely 
prescribed drugs (3). Nevertheless, patients may 
experience adverse effects such as myalgia, 
gastrointestinal disturbance, insomnia and rash 
(1); in extreme cases, rhabdomyolysis may 
rarely (5/100 000 patient/year) occur (2). More 
frequent (4.2/1000 patients) is the elevation of 
serum transaminases (4), fatal liver failure is 
extremely rare (3). Even though the side effects 
are rare, they may be crucial in patients with 
other co-morbidities under the high-dose statin 
treatment. 

The aim of our study was to evaluate the 
effect of atorvastatin therapy in the high-fat diet 
animal experimental model. 
 
Method 

Male 12-week old Wistar rats were randomly 
divided into 6 groups (10 animals in each). 3 
groups received the standard chow: control 
group (K) and group with 10mg/kg/day (KA10) 
and 80 mg/kg/day (KA80) atorvastatin 
administration. 3 groups received the high-fat 

diet: without (HFD) and with 10 mg/kg/day 
(HFDA10) and 80 mg/kg/day (HFDA80) 
atorvastatin treatment. Atorvastatin was given 
for 28 days dissolved in drinking water by oral 
gavage. Animals on HFD were given chow 
containing 4% cholesterol and 10% pork lard 
for 28 days prior to and during the atorvastatin 
treatment. 

At the end of the experiment, the 
markers of liver injury - AST and ALT - were 
measured in the plasma and the cholesterol and 
triglyceride content was evaluated in liver tissue 
homogenates. 

The liver and heart tissues were fixed in 
10% formalin, routinely processed in paraffin 
and stained with hematoxylin and eosin (HE). 
To examine myocardium collagen content, 
modified picrosirius red staining technique was 
used (5). The slides were evaluated in a light 
microscope and measured using the ImageJ 
software (NIST, USA). The percentage of 
optically empty space (OES), reflecting the 
steatosis and dystrophic changes in liver was 
measured in HE slices. 
 
Statistical analysis 
Values were expressed as means ± standard 
error of mean. Variance across groups was 
analyzed by ANOVA or Kruskal-Wallis 
ANOVA. Fisher Least Significant Differences 
test was employed for comparisons between 
groups. Analyses were done using DATAPLOT 
software (NIST, USA). 
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Results

HFD led to considerable periportal 
microvesicular steatosis, which significantly 
increased OES, when compared to controls 
(10.07±0.15 vs 9.19±0.23, Tab. 1). The 
cholesterol and triglyceride content were highly 
increased in HFD groups and only high dose of 
atorvastatin (HFDA80) provided significant 
reversal (Tab. 1).  

This correlates with the decrease of liver 
steatosis in HFD animals treated with 
80mg/kg/day of atorvastatin, characterized by 

decrease of OES, which is not significant when 
compared to controls (Tab. 1).  

The mild hydropic and vacuolar 
degeneration of hepatocytes was found in all 
animal groups. It was more prominent in KA10, 
where it increased the OES (9.31±0.18 vs. 
9.19±0.23, p<0.01). No changes were found in 
KA80 group (Tab. 1). 

Serum alanine aminotransferase (ALT) 
was significantly increased in KA10 (by 28.92 ± 
12.00%) and in all HFD groups – (HFD 26.09 ± 
6.56%, HFDA10 by 26.09 ± 8.85%; and 
HFDA80 by 58.04 ± 9.15%) when compared to 
controls (K). Nonetheless, serum aspartate 

aminotransferase as another marker of liver 
damage was not found to be significantly 
increased in any group. 

Picrosirius red staining of heart tissue 
showed significant increase of collagen content 
in HFD animals with atorvastatin treatment 
(Tab. 3). Heart samples in HFDA10 appeared to 
have on average 75±8.57% more collagen over 
control (K, p<0.01); the increase in HFDA80 
was 91 ±7.86% (vs. K, p<0.01). Nonetheless, 

the collagen content was lower in KA10 when 
compared to both K and KA80 (0.27±0.027 vs. 
0.44±0.031 (K) and 0.45±0.049 (KA80), 
p<0.01). 
 
 
 
 

Discussion 

Periportal steatosis was observed in liver from 
all HFD groups. 80mg atorvastatin in HFD was 
a slight improvement over the animals without 
or with low-dose atorvastatin treatment. Liver 

Tab. 1: Liver histology.  Mean % OES per field ± SEM [number of animals per group]; 
** p<0.01 vs. K, ††p<0.01 vs. HFD, ‡p<0.05 vs. both KA80 and HFD10. 

 

group % OES per viewing field 

 

 K  9.19 ± 0.23 [10]††  
 KA10  9.31 ± 0.18 [10]††  
 KA80  9.20 ± 0.17 [8]††  
 HFD  10.07 ± 0.15 [10]**   
 HFDA10  10.47 ± 0.21 [9]**   
 HFDA80  9.87 ± 0.20 [9]‡  
    

Tab. 2: Liver tissue fats mean content ± SEM [number of animals per group] **  p<0.01 
versus K. †† p<0.01 versus HFD. 

 
group 

cholesterol 
[mmol/kg tissue] 

triglycerides 
[mmol/kg tissue] 

 

 K 5.55 ± 0.26 [10]†† 8.77 ± 0.38 [10]††  
 KA10 5.58 ± 0.28 [10]†† 8.33 ± 0.52 [9]††  
 KA80 6.46 ± 0.18 [8]** †† 7.79 ± 0.77 [8]††  
 HFD 107.66 ± 9.15 [10]**  41.32 ± 4.66 [10]**   
 HFDA10 103.09 ± 16.06 [9]**  43.92 ± 2.71 [9]** ††  
 HFDA80 43.61 ± 6.87 [10]** †† 22.07 ± 2.61 [9]** ††  
     



 

 �� �

tissue cholesterol and triglyceride content 
corresponds with the histological changes. 
Although both parameters are essentially halved 
in high-dose atorvastatin treated HFD animals, 
cholesterol was still increased 7.8-times and 
triglycerides 2.5-times compared to controls. 
This and similar published results (7) suggest 
that statin treatment alone without dietary 
changes might not do enough to prevent organ 
injury resulting from diet-induced 
dyslipidaemia. 

The mild hepatocyte degeneration was 
found also in control animals with the 
atorvastatin administration, accompanied by 
increased serum ALT. It is possible, that this 
finding can be explained by known hepatotoxic 
effects of atorvastatin, described in other studies 
(4, 6). 

Interesting is the increased collagen 
content in hearts of atorvastatin treated HFD 

animals. Although, these data are limited by our 
sample size, similar association between statins 
and collagen content was discussed in 
previously published experiments (8, 9), which 
underlines its importance. We hypothesize that, 
similar to other statins, atorvastatin inhibits the 
expression of matrix metalloproteinases (MMP) 
modifying the Rac1 and RhoA signaling. The 
suggested mechanism is that of inhibition of 
membrane targeting of the small GTPases 
through decreased prenylation both HMG-CoA 
reductase-dependently and independently (8, 9). 
Perhaps exogenous cholesterol might potentiate 
the HMG-CoA reductase-dependent mechanism 
by its own inhibitory effect on this enzyme, thus 
lowering MMP expression and increasing 
fibrosis in some tissues. These mechanisms are 
incompletely understood and beg further study. 

 

Podporené Európskym fondom regionálneho rozvoja v rámci Opera� ného programu Výskum a vývoj pre 
projekt “Vybudovanie Centra excelentnosti pre náhle cievne mozgové príhody na Lekárskej fakulte UK v 
Bratislave (ITMS 26240120015),” spolufinancované zo zdrojov Európskeho fondu regionálneho rozvoja. 
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Introduction 

The explosive development of diagnostic and 
research equipments facilitated a push towards 
molecular research, which was amplified by the 
great success of molecular markers in achieving 
a certain level of understanding of the 
mechanisms of tumorigenesis and growth (1). 
However, it also showed that caner is a very 
complex process (2), and proved the dream of a 
magical molecule that controls this process 
obsolete. 

Tumor growth is not an isolated process; 
it requires cooperation of the host cells. This 
cooperation takes place on a molecular, cellular, 
tissue and systemic levels (3). The tumor 
microenvironment provides a large substrate for 
hypotheses and interpretations of the role of 
individual cells in tumor-host cooperation. 
Although the role of macrophages and 
progenitor cells in the cancer process was 
described by many authors (4), only few 
demonstrated a diagnostic and prognostic 
potential of their findings (5).  

In this experiment, we attempted to find 
a quantitative relation between cells that are 
predicted to play a key role in the cancer 
process: macrophages, progenitor cells, and 
oncocells themselves. Our aim is to 
mathematically define the relation between 
these cell types and use it as a function to 
quantify a cellular parameter (in this case; tumor 
cell load) that we predict to have a perspective 
diagnostic and prognostic value.  
 
Materials and methods 

Fibrosarcoma growth was induced in Wistar rats 
by intraperitoneal injection of (BP6-TU2) rat 

fibrosarcoma cell line. Peritoneal lavage was 
performed every week on sacri�ced rats for 4 
weeks. Using laser scan cytometry, a 
quantitative evaluation of the amount of BP6 
oncocells (VNT+), macrophages (CD68+) and 
progenitor cells (CD34+) was performed. 

By plotting the values of the three cell 
types count into a 3 dimensional graph where 
oncocell count is (X), macrophages count is (Y) 
and progenitor cell count is (Z) we created a 
pyramid. Its volume constitutes an imaginary 
value (V) that is directly dependent on each cell 
type count. Using a mathematical model and the 
values Y, Z and the average V (aV) as a 
coefficient, we calculated the amount of 
oncocells (X1) and then compared it to the 
amount measured by cytometer (X). 
 
Results 

Through the 4 weeks of the experiment most 
rats developed multiple solid tumor of different 
sizes in the peritoneal cavity. Tumors visible to 
the naked eye were observed starting from the 
2nd week. We observed the dynamic changes of 
the measured parameters, illustrated in the graph   
1. 

We demonstrated the values of V 
acquired through the 4 weeks of experiment for 
each rat in graph 2. Through a mathematical 
equation using the values Y, Z, and aV we 
calculated the value X1 (calculated oncocell 
count). Then compared it to X (oncocells 
measured by cytometer) as demonstrated in 
graph 3 and calculated the statistical 
significance of the X and X1 data groups.
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Graph  1: Dynamic changes in the amount of oncocells (VIM+), progenitor cells 
(CD34+) and macrophages (CD68+) in the peritoneal cavity though the 4 weeks of the 
experiment. 

Graph  2: Value V (volume of the pyramid) in each rat through weeks 1 - 4 of 
experiment. 
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Discussion 

The observed dynamic changes of measured 
parameters illustrated in graph 1 are clearly not 
linear, and can be interpreted as follows: 
 

1. oncocell count decrease could be a result 
of their adhesion and formation of solid 
tumors, simultaneously, the wastage of 
oncocells that failed to adopt and grow. 

2. Progenitor cell count boost in the second 
week might reflect the induction of 
progenitor endothelial cell proliferation 
and migration to the tumor 
microenvironment. The gradual decrease 
in the 3rd and 4th week as a result of cell 
differentiation and loss of the CD34+ 
marker. 

3. Macrophages count gradually increased 
probably as a chemotactic reaction to 
proinflamatory cytokines, then 
decreased maybe because of their 
redistribution into the tumors. 

 
If we interpret the range of V values in 
individual rats throughout the experiment as a 
reflection of the architecture of the tumor 
microenvironment we can divide the process of 
tumor growth into 3 phases: 
 

1. Molecular phase in week one; where the 
intercellular signaling cascade was put 
into motion, but the cellular response is 
not yet fully developed. 

2. Cellular Phase in weeks 2 and 3; the 
intercellular cooperation predominates 
and cellular relations are calculable.  

3. Systemic phase in week 4; tumor is fully 
established, redistribution of cells, 
redefinition of their function. 

 
In the cellular phase, we calculated the average 
value of V, then used it as a coefficient in a 
mathematical equation to calculate the oncocell 
count with the assumption that we do not have 
this parameter. Then we evaluated the validity 
of our equation by comparing the calculated 
(X1) and measured (X) oncocell count. 

In our hypothesis we predict that X 
and X1 belong to the same group, this means 
that X will not significantly differ from X1. If 
so, we can deduce that our mathematical 
model is valid and we can use it to calculate 
reliable X1 values that directly correlate to 
the values of X.  

We calculated the statistical significance 
in the X and X1 groups of both weeks 2 and 3 
using the P-value. We found that P-value was 
0.930 and 0.156 respectively. This supports our 
hypothesis that X and X1 belong to the same 
group and therefore our mathematical model is 
valid.  
 
Conclusion 

We created a mathematical model that links 
oncocells, macrophages and progenitor cells and 
proved its validity in calculating one of these 
parameters given the other two are available. 

Graph  3: Comparison between the amount of oncocells measured (X), and calculated 
(X1) using our mathematical model in each rat during week 2 (a) and week 3 (b) of the 
experiment. 
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A reliable interpretation of cellular 
interactions in the cancer process offers a 
prospective role of cells as oncomarkers, these 
in comparison with molecular oncomarkers 
have the advantage of being much more 
comprehensible and therefore can be 
incorporated into the multilevel cascade of the 
cancer. In our case, we predict a potential 

diagnostic and prognostic role of the direct and 
indirect measurement of oncocell load in a 
given compartment.  

A complex evaluation of tumorigenesis 
and growth by giving adequate attention to the 
different levels of tumor-host interactions is a 
step towards redefining cancer staging, and 
therefore therapeutic approach.  
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Úvod  

Bakteriálne infekcie ko�e sú � astými 
ochoreniami v dermatologickej praxi. Tvoria 
pomerne širokú skupinu chorôb. Medzi 
dominantné patogény patrí Staphylococcus 
aureus, ktorý patrí medzi najfrekventovanejších 
pôvodcom povrchových ko�ných infekcií. 
Napriek tomu, �e na lie� bu ko�ných infekcií 
vyvolaných kme� mi S.aureus má sú� asná prax 
k dispozícii viacero antiinfek� ných lie� iv, 
s rastúcim po� tom rezistentných kme� ov 
nadobúda � oraz vä� ší význam h� adanie nových 
látok s antimikrobiálnym ú� inkom. K takýmto 
látkam patria aj produkty lie� ivých rastlín. 
Cie� om práce bolo preto otestova�  in vitro 
ú� inok extraktov z listov karbinca európskeho 
(Lycopus europaeus) a mäty hu� atej (Mentha 
rotundifolia) na kmene S. aureus izolované od 
pacientov s impetigom. 
 
Materiál a metódy 

Extrakty z lie� ivých rastlín sa pripravili na 
Katedre farmakognózie a botaniky 
Farmaceutickej fakulty Univerzizity 
Komenského v Bratislave. Ich ú� inok sa 
testoval na súbore 7 kme� ov S. aureus. 5 
kme� ov sa izolovalo na Mikrobiologickom 
ústave Lekárskej fakulty Univerzity 
Komenského a Univerzitnej nemocnice 
v Bratislave z materiálov pacientov 
s impetigom, � alšie 2 kmene boli zbierkové 
(CCM 4750, rezistentný na meticilín a CCM 
4223, citlivý na meticilín). 

U sledovaných kme� ov sa otestovala ich 
citlivos�  na oxacilín (OXA), erytromycín 
(ERY), klindamycín (CLI), gentamicín (GEN), 
ciprofloxacín (CIP), vankomycín (VAN), 
kotrimoxazol (COT), rifampicín (RIF), 

tetracyklín (TET), chloramfenikol (CMP) a 
mupirocín (MUP) diskovým difúznym testom 
pod� a odporú� aní CLSI (1) a detegovala sa 
tvorba niektorých faktorov virulencie - 
dynamika produkcie kougulázy (2), tvorba 
fibrinolyzínu (3), DN-ázy (4) a hyaluronidázy 
(5). 

Ú� inok extraktov sa otestoval 
mikrodilu� nou metódou pod� a odporú� aní CLSI 
(6). Pou�il sa Muller-Hintonovej bujón a 
v jednotlivých jamkách mikrotitra� nej došti� ky 
sa pripravili geometrickým riedením jednotlivé 
koncentrácie testovaných látok (5000 a� 312,5 
mg.ml-1; tj. 0,5 a� 0,3 %  roztok w/v). Kontrolu 
rastu baktérií tvorili jamky bez testovanej látky 
(pozitívna kontrola). Kontrolné jamky sterility 
média a jednotlivých koncentrácií testovaných 
látok obsahovali len tekutú pôdu a pôdu s 
testovanými látkami bez baktérií (negatívna 
kontrola).  

Inokulácia média v mikrotitra� nej 
došti� ke sa uskuto� nila pod� a nasledujúceho 
postupu: pripravili sa štandardizované suspenzie 
baktérií s denzitou rovnajúcou sa 0,5 stup� u 
McFarlandovej zákalovej stupnice (~ 108 
CFU.ml-1) a následne sa pripravila pracovná 
koncentrácia 5.106 CFU.ml-1. Z tejto 
koncentrácie sa pridalo po 10 ml bakteriálnej 
suspenzie do jednotlivých jamiek, ktoré 
obsahovali 100 ml média s testovanými látkami 
v príslušných koncentráciách. Rast baktérií sa 
hodnotil vizuálne po 24 hodinovej kultivácii pri 
teplote 35 oC a porovnal sa s pozitívnou a 
negatívnou kontrolou. Za minimálnu inhibi� nú 
koncentráciu sa pova�ovala najni�šia 
koncentrácia testovanej látky schopná inhibova�  
rast inokula v jamke. Minimálna baktericídna 
koncentrácia sa zis� ovala vyo� kovaním 3 � l 
média z ka�dej jamky s inhibíciou rastu na 
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krvný agar bez testovaných látok. Výsledné 
hodnoty testov sa získali po 3-násobnom 
opakovaní testov v troch rôznych d� och. 
 
Výsledky 

Všetkých 7 testovaných kme� ov tvorilo 
sledované faktory virulencie. Pri kvalitatívnom 
testovaní citlivosti sa zistilo, �e 3 kmene boli 
rezistentné na erytromycín . Jeden kme�  bol 
intermediálne citlivý na  erytromycín 
a ciprofloxacín. Dva kmene boli rezistentné na 
meticilín/oxacilín a ciprofloxacín. Jeden z nich 
bol rezistentný aj na gentamicín a tetracyklín 

(tabu� ka � . 1). 
Výsledky testovania ú� inku rastlinných 

extraktov na vybrané kmene S. aureus uvádza 
tabu� ka � .2. Hodnoty MIC vodného extraktu 
Lycopus europaeus sa pohybovali v rozmedzí 
od 5000  do 2500 mg.ml-1. MBC tohto extraktu 
dosahovali u 4 kme� ov hodnoty zhodné 
s hodnotami MIC, u 3 kme� ov však boli o 1 
riedenie vyššie. Vodný extrakt z Mentha 
rotundifolia v rozmedzí testovaných 
koncentrácií nepreukázal �iadnu antibakteriálnu 
aktivitu. 

 
 

 
 
 
 

Kmene OXA ERY CLI  GEN CIP VAN COT RIF TET CMP MUP 
1 C I C C I C C C C C C 
2 C C C C C C C C C C C 
3 R R C C R C C C C C C 
4 R R C R R C C C R C C 
5 C R C C C C C C C C C 

Tab.1: Výsledky kvalitatívnych testov citlivosti testovaných kme� ov S. aureus na 
vybrané antiinfek� né lie� ivá. 

C- daný kme�  je na antimikrobiálnu látku citlivý 
I- daný kme�  je na antimikrobiálnu látku stredne citlivý 
R- daný kme�  je na antimikrobiálnu látku rezistentný 

Tab.2: MIC a MBC testovaných rastlinných extraktov. 

Lycopus europaeus Mentha rotundifolia Bakteriálny kme�  
MIC1 MBC2 MIC1 MBC2 

CCM 4750 2500 2500 
 

>5000 
 

  >5000 
 

CCM 4223 2500 2500 
 

>5000 
 

>5000 
 

1 5000 
 

5000 
 

>5000 
 

>5000 
 

2 2500 2500 >5000 
 

>5000 
 

3 2500 5000 
 

>5000 
 

>5000 
 

4 2500 5000 
 

>5000 
 

>5000 
 

5 2500 5000 
 

>5000 
 

>5000 
 

1 MIC - minimálna inhibi� ná koncentrácia (v mg.ml-1); 2 MBC - minimálna bactericídna 
koncentrácia (v mg.ml-1);  
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Úvod 

Lie� ba chladom, lokálna i celotelová, 
je moderná doplnková terapia zalo�ená na 
fyzikálnom princípe s významným stimula� ným 
ú� inkom na organizmus. 

Kryoterapia predstavuje impulzné, 
stimulujúce a povrchové pôsobenie 
kryogénnych teplôt v rozpätí -100°C a� -160°C. 
Chladom sa zni�uje lokálna alebo celková 
teplota s cie� om dosiahnu�  lie� ebný ú� inok. 
Touto metódou mô�eme ovplyv� ova�  rôzne 
sústavy � udského organizmu alebo organizmus 
ako celok. Cie� om práce bolo štúdium zmien 
tlaku krvi a pulzovej frekvencie po� as 
celotelovej kryoterapie a zhodnotenie jej vplyvu 
na � udský organizmus. 

 
Materiál a metódy 

Štúdia bola uskuto� nená na vzorke 88 
probandov rozdelených na 2 skupiny. Skupina 
A do 30 rokov – 30 mu�ov (priemerný vek 
25,0±2,4 roka) a 14 �ien (priemerný vek 
24,5±2,9 roka), skupina B nad 40 rokov - 24 
mu�ov (priemerný vek 52,0±2,9 roka) a 20 �ien 
(priemerný vek 52,0±7,9 roka). �iaden proband 
nemal srdcovocievne ochorenie, neu�íval lieky 
ovplyv� ujúce tlak krvi � i pulzovú frekvenciu. 
Všetci sa podrobili celotelovej kryoterapii, kde 
sme sledovali zmeny tlaku krvi a pulzovej 
frekvencie. Meranie bolo realizované 
v poobed� ajších hodinách (15:00-19:00 hod.) 
v kryoterapeutickom centre  Kryofit s.r.o. 
v Bratislave.  

 
Ka�dý proband mal oble� ené ochranné bavlnené 
oble� enie: krátke nohavice, podkolienky, 
rukavice, � elenku a topánky s hrubou drevenou 
podrá�kou, �eny aj tri� ko bez rukávov. Pred 
vstupom do kryokomory bol ka�dému z nich 
odmeraný tlak krvi (TK) v pokoji na a. 
brachialis pomocou bezortu� ového tonometra 
(JARES DM300LCD) a klasického lekárskeho 
fonendoskopu a okam�itá pulzová frekvencia 
(PF) palpáciou a. radialis na distálnom konci 
predlaktia po� as 15 sekúnd, následne 
vynásobená štyrmi. Mikroklimatické 
podmienky merania: teplota miestnosti 
tm=24°C, relatívna vlhkos�  � r=70 %, 
atmosférický tlak pa=770 kPa. Meranie 
pokra� ovalo v kryokomore (Kryokomora 
nizkotemperaturowa KNT-200B). V predsieni 
(tp=-60°C) proband strávil 30 s, nasledoval 
prechod do hlavnej komory (tk=-120 °C, 
c(O2)=21%, � r=0 %), kde strávil 2,5 ±0,5 min. 
S probandom bol po celý � as udr�iavaný 
audiovizuálny kontakt. Po opustení hlavnej 
komory proband prešiel cez predsie�  von, kde 
mu bol opätovne odmeraný TK a PF.  

Z nameraných hodnôt sme ur� ili rozdiely 
TK a PF pred a po celotelovej kryoterapii. 
Z týchto hodnôt sme vypo� ítali Robinsonov 
index (rate pressure product) ur� ujúci mieru 
zá� a�e myokardu (systolický tlak krvi STK x 
PF) pred vstupom a po výstupe z kryokomory. 
Na ur� enie štatistickej významnosti sme pou�ili 
T-test.
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Výsledky 

V skupine A sme zaznamenali priemerný nárast 
STK u mu�ov o 13,4±12,5 mm Hg (p=2,5.10-8) 
a u �ien 12,1±8,5 mm Hg (p=1,4.10-4). Nárast 
DTK bol ni�ší, a to u mu�ov v tejto skupine o 
4,2±8,4 mm Hg (p=0,012) a u �ien o 3,9±6,8 
mm Hg (p=0,051), v niektorých prípadoch došlo 
dokonca aj k jeho poklesu. V skupine B bol u 
mu�ov  priemerný nárast STK o 14,7±12,9 mm 
Hg (p=1,1.10-6) a u �ien o 18,4±12,6 mm Hg 
(p=1,6.10-7). DTK stúpol mierne, tak ako aj 
v skupine A, a to u mu�ov o 5,5±8,1 mm Hg 
(p=0,00091) a u �ien o 7,6±8,1mm Hg 
(p=7,5.10-5). 

PF mala u vä� šiny prípadov klesajúcu 
tendenciu, a to u mu�ov do 30 rokov bol 

priemerný pokles o 6,0±11,2 min–1 (p=0,006) 
a  �ien o 3,1±12,9 min–1 (p=0,379). V skupine B 
bol zaznamenaný pokles PF u mu�ov v priemere 
o 5,2±11,5 min–1 (p=0,022) a u �ien 4,5±13,4 
min–1 (p=0,091). 

RI predstavujúci spotrebu kyslíka 
myokardom, resp. jeho zá� a� dosiahol najmenej 
štatisticky významné zmeny (p>0,1). U �ien zo 
skupiny B bola táto zmena najvýraznejšia, a to 
739,6 mm Hg.min–1 (p=0,08). Na druhej strane 
najmenšiu zmenu sme zaznamenali u mu�ov do 
30 rokov, kde zmena RI predstavovala necelých 
65 mm Hg.min–1, avšak dosiahol najvyššie 
hodnoty vzh� adom na ostatné skupiny. 

 
 

Tab.1: Hodnoty tlaku krvi, pulzovej frekvencie a Robinsonovho indexu. 

  Meranie pred vstupom do kryokomory Meranie po výstupe z kryokomory 

  STK(mm Hg) DTK(mm Hg) PF(min–1) RI STK(mm Hg) DTK(mm Hg) PF(min–1) RI 

mu�i 127,5±16,7 81,8±9,2 72,1±14,5 9356,4 140,8±14,3 86±9,9 66,2±15,2 9413,3 S
k. A

 �eny 109,4±10,8 71,2±8,7 75,1±11,9 8260 121,6±7,9 75,1±9,0 71,9±14,9 8788,1 

mu�i 125,4±12,7 81,8± 9,1 71,7±11,9 8914,6 140± 19,9 87,4±9,9 66,5±10,4 9290 S
k. B

 

�eny 113,3±9,7 73,5±6,5 70,6±12,1 8020 131,7±13,3 81,1±8,1 66,1±10,4 8760 

Vysvetlivky: STK - systolický tlak krvi; DTK - diastolický tlak krvi; PF - pulzová 
frekvencia; RI - Robinsonov index; 1 mm Hg = 1 torr = 133,322 Pa 

Graf 1: Zmeny tlaku krvi probandov pred a po celotelovej kryoterapii. 



 

 �� �

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Diskusia 

Zistili sme, �e kryoterapia, spôsobuje zvýšenie 
systolického aj diastolického tlaku krvi, ktoré je 
spôsobené vazokonstrikciou ciev ako 
ochranným mechanizmom termoregula� ného 
centra pred stresovou situáciou vyvolanou 
chladom (1), ktoré je vyšší ako 5 mm Hg (2). 
Porovnaním výsledkov skupiny A a skupiny B 
sme zistili výraznejší nárast TK v skupine B, 
pri� om najvyšší nárast sme zaznamenali u �ien 
nad 40 rokov. DTK sa nezvýšil tak výrazne ako 
STK. Jeho nárast bol opä�  výraznejší u skupiny 
B a najvyšší nárast bol zaznamenaný u �ien nad 
40 rokov. To mô�e nazna� i�  výraznejšiu zá� a� 

pre ich srdcovocievny systém, � o mô�e by�  
spôsobené rôznymi faktormi, ako napr. 
individuálnymi rozdielmi (3), vekom 
podmienenými hormonálnymi zmenami 
(menopauza) � i percentom telesného tuku.  

PF má po� as kryoterapie klesajúcu 
tendenciu, ktorá je taktie� odpove� ou 
organizmu na stresový faktor, kedy sa zni�uje 
práca srdca. V porovnaní s pobytom v studenej 
vode sme zaznamenali výraznejší pokles PF (4). 
Analýzou výsledkov sme zistili, �e výraznejšie 
zní�enie PF bolo zaznamenané u mu�ov. 

RI nepoukázal na výraznú zá� a� pre 
myokard, ke� �e v priebehu kryoterapie 

Graf 2: Priemerné hodnoty pulzovej frekvencie probandov pred a po celotelovej 
kryoterapii. 

Graf 3: Priemerné hodnoty Robinsonovho indexu probandov pred a po celotelovej 
kryoterapii. 
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dochádza k zvyšovaniu TK a zárove�  poklesu 
PF, ktorá � iasto� ne kompenzuje zmenu TK. 

Ur� itým nedostatkom štúdie je 
neuskuto� nite� nos� ou merania priamo po� as 
kryoprocedúry, ke� �e meracie prístroje nie sú 
konštruované na nízke prevádzkové teploty 
v kryokomore a ur� itý � asový odstup od 
opustenia kryokomory po realizáciu merania, 
ako aj procesom adaptácie organizmu na teplotu 
miestnosti, kedy dochádza k intenzívnej 

vazodilatácii, pri� om opomenú�  nemô�eme ani 
� udský faktor a chybu prístroja. Chyby pri 
meraní pulzovej frekvencie mohli by�  
spôsobené príliš aktívnym presunom z komory, 
ktorý spôsobil nárast PF. 

Naším cie� om bolo študova�  reakcie 
organizmu nízke teploty. Z výsledkov vyplýva, 
�e kryoterapia mô�e by�  bezpe� nou 
regenera� nou metódou u zdravých jedincov bez 
pretrvávajúceho kardiovaskulárneho ochorenia.
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Úvod 

Dutina ústna je osídlená vyše 600 rôznymi 
druhmi baktérií a ojedinele aj kvasinkami. 
Mnohé z nich mô�u zaprí� ini�  vznik zubného 
kazu, parodontitíd, stomatitíd a za ur� itých 
okolností aj systémových ochorení. Je mo�né 
predpoklada� , �e baktérie nachádzajúce sa v  
ústnej dutine budú kontaminova�  hlavi� ku 
zubných kefiek svojich u�ívate� ov. V našom 
predchádzajúcom výskume sme zistili 
prítomnos�  rôznych mikroorganizmov na 
kefkách (1). V takomto prípade je 
pravdepodobná mo�nos�  reinfekcie po 
prekonanom ochorení. Ústne vody poskytujú 
mo�nos�  chemickej prevencie vzniku 
spomínaných patologických stavov.  

V našom výskume sme sa zamerali na 
ú� inok troch komer� ne dostupných ústnych vôd 
na  redukciu po� tu mikroorganizmov v ústnej 
dutine ako aj na zubných kefkách.  
 
Materiál a metódy 

Výskum sme robili v období november 2010 a� 
február 2011 na súbore 40 študentov zubného 
lekárstva a zamestnancov Mikrobiologického 
ústavu LFUK a UNB (22 �ien a 18 mu�ov). 
V štúdii sme pou�ili tri komer� ne dostupné 
ústne vody Listerine®, Elmex®, Curasept® ADS 
212. 

Respondenti boli pou� ení, aby doma 
ráno nevykonali �iadnu ústnu hygienu. 
Ka�dému sme sterilným tampónom odobrali 
ster z vestibula pravého horného kvadrantu 
a z jeho vlastnej kefky. Tampón sme ponorili do 
2 ml fyziologického roztoku. Do dotazníka sme 
zaznamenali typ pou�ívanej kefky a zdravotný 
stav. Následne sme všetkým rozdali ústne vody, 
nasledoval výplach ústnej dutiny pod� a návodu 
30s a ponorenie kefky do testovanej vody tie� 

na 30s. Ster sme zopakovali hne�  po výplachu 
a hodinu po � om. Ka�dý respondent obdr�al 
zubnú kefku Curaprox 5460 a príslušnú ústnu 
vodu. Po tý�dni pou�ívania sme odobrali 
posledné stery. 

Odobraté vzorky sterov z vestibula 
a kefky sme najprv premiešali v prístroji Vortex 
a vyo� kovali 10� l na krvný agar, ktorý 
bol inkubovaný  pri teplote 37
 C 24 hodín. 
Následne sme spo� ítali  jednotlivé kolónie 
mikroorganizmov (CFU – colony forming unit)  
a identifikovali na základe biochemických 
vlastností (skvasovanie cukrov, oxidácia, 
fermentácia cukrov a tvorba pigmentov, 
oxidázový test, koagulázový test). Výsledky 
sme zaznamenali a pre preh� adnejšie 
spracovanie ich previedli na dekadický 
logaritmus. Nasledovalo štatistické spracovanie 
pomocou neparametrického Wilcoxonovho 
a párového t testu.  

Ako kontrola boli pou�ité výplachy 
vodou z vodovodných kohútikov. 

 
Výsledky 

Ú� inok ústnych vôd sa ukázal ako štatisticky 
významný v prípade redukcie mikroorganizmov 
vo vestibule aj na zubných kefkách. Náš 
primárny cie�  sa zameriaval na porovnávanie 
po� tu mikroorganizmov pred pou�itím ústnych 
vôd a ich kvantity okam�ite (okam�itá redukcia) 
po prvom výplachu. Sekundárne sme sledovali 
prípadný pokles mikroorganizmov oproti 
pôvodným hodnotám hodinu po výplachu 
a tý�de�  po ka�dodennom pou�ívaní ústnych 
vôd. 
 
Ústna dutina: 
Okam�itá redukcia celkového po� tu 
mikroorganizmov sa ukázala ako štatisticky 
významná pri všetkých pou�itých vodách. 
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Koaguláza negatívne stafylokoky (CONS) boli 
signifikantne inhibované ústnou vodou 
Listerine®, Elmex® vykazoval nesignifikantný 
pokles. Streptococcus sp. signifikantne 
inhibovali všetky z testovaných ústnych vôd. 
Hodinu po výplachu ostala kvantita baktérií 
štatisticky významne zní�ená v prípade 
Listerine® a Elmex®. 

Tý�de�  po pou�ívaní jednotlivých 
ústnych vôd vykazoval signifikantné zní�enie 
koncentrácie mikroorganizmov Listerine® a to 
aj v prípade pôsobenia na jednotlivé druhy 
CONS a Streptokokov. Elmex® vykazoval 
štatisticky významnú redukciu Streptokokov. 
 

Zubná kefka: 
Okam�itá redukcia celkového po� tu 
mikroorganizmov sa ukázala ako štatisticky 
významná pri ústnej vode Elmex®, ako aj jej 
redukcia koaguláza negatívnych Stafylococcus 
sp., Streptococcus sp. a gramnegatívnych 
baktérií. Listerine® taktie� vykazoval zní�enia 
po� tu baktérií, neukázali sa však ako štatisticky 
významné.  

Hodinu po výplachu ostala signifikantne 
ni�šia hladina baktérií iba pri ústnej vode 
Elmex®. Ako štatisticky významná sa ukázala aj 
inhibícia rastu Streptococcus sp. 
Tý�de�  po pou�ívaní jednotlivých ústnych vôd 
vykazoval signifikantné zní�enie kvantity 
baktérií oproti pôvodným hodnotám iba 
Elmex®, napriek tomu sa ukázal jeho ú� inok na 
jednotlivé druhy ako štatisticky nevýznamný.

 
 

 
 

 
 
 
 

Obr.1: – Mno�stvo CFU pri jednotlivých steroch v ústnej dutine a na kefkách. 
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Diskusia 

Z našich výsledkov vyplýva vysoký okam�itý 
antimikrobiálny efekt ústnych vôd v ústnej 
dutine, ktorý bol štatisticky významný. 
Vzh� adom na ni�šiu hustotu mikrobiálneho 
osídlenia kefky oproti ústnej dutine sú aj 
poklesy hodnôt pri kefkách ni�šie. Takýmto 
spôsobom si vysvet� ujeme štatisticky 
nevýznamnos�  pôsobenia na kefky, hoci bola 
inhibícia pozorovaná takmer na všetkých 
platniach.  

Listerine® pou�íva ako ú� innú látku 
esenciálne oleje a ZnCl2, ktoré spôsobujú lýzu 
mikroorganizmov zaprí� i� ujúcich vznik 
zubného kazu a parodontitíd (2). V štúdiách bol 
potvrdený krátkodobý aj dlhodobý ú� inok 
esenciálnych olejov na orálnu flóru (3). 
V našom výskume sa ukázal Listerine® ako 
signifikantne efektívny na zní�enie CONS 
a Streptococcus sp. v ústach a nesignifikantne 
redukoval aj baktérie nachádzajúce sa na 
zubných kefkách. 

 
Elmex® je propagovaný hlavne pre svoje 
remineraliza� né ú� inky na sklovinu a pôsobenie 
proti iniciálnym kazovým léziám (4). Jeho 
antimikrobiálnemu efektu sa však nevenuje 
dostato� ná pozornos� . V našich výskumoch 
dosiahol Elmex® najlepšie výsledky v redukcii 
mno�stva mikroorganizmov. Signifikantne 
zní�il celkový po� et CFU v ústach aj na kefke. 
Významnejší antimikrobiálny vplyv mal na 
Streptococcus sp., menej na CONS a G- 
baktérie. Podobné závery sa nachádzajú v 
starších štúdiách (5).  

Prekvapivé boli výsledky Curasept® 
ADS 212. V ústach bol signifikantný len jeho 
okam�itý ú� inok na Streptococcus sp., na 
dezinfekciu kefky nepôsobil vôbec.  
Chlorhexidínová (CHX) zlo�ka je známa pre 
svoj vysoký antimikrobiálny efekt. 
Sprievodným javom je sfarbovanie (6), ktoré je 
inhibované systémom ADS. Nízke 
antimikrobiálne ú� inky Curasept® ADS 212 
mô�u by�  pod� a nášho názoru spôsobené práve 
týmto aditívom. � alším predpokladom ni�šej 

Tab.1: – Ú� inok ústnych vôd na mno�stvo CFU log10 v ústnej dutine*. 
* percentuálne zna� enie znamená zmenu kvantity CFU oproti pôvodným hodnotám, 
matematické znamienko mínus znamená pokles CFU, plus znamená nárast 

Tab. 2: – Ú� inok ústnych vôd na mno�stvo CFU log10 na zubných kefkách*. 
* percentuálne zna� enie znamená zmenu kvantity CFU oproti pôvodným hodnotám, 
matematické znamienko mínus znamená pokles CFU, plus znamená nárast 



 

 �
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ú� innosti je nedostato� ná koncentrácia CHX 
(0,12%) (7).  

Vyplachovanie ústnymi vodami sa 
ukazuje ako efektívny doplnok ústnej hygieny 
(8) a je vhodné aj pred stomatologickými 
zákrokmi (2). Dekontaminácii ponáraním kefiek 
do ústnych vôd sa doposia�  nevenovala ve� ká 
pozornos� . Z našich pozorovaní mô�eme 

odporu� i�  pou�íva�  ústnu vodu Elmex® pre 
zabránenie reinfekcie, prenosu ochorení medzi 
� lenmi rodiny z dôvodu nesprávneho 
uskladnenia a zabráneniu vzniku systémových 
ochorení u oslabených jedincov (9). 
Najefektívnejší spôsob zabránenia prenosu 
infekcie je ponorenie kefky do spomínanej 
ústnej vody krátko pred jej pou�itím. 
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Úvod 

Zubné kefky sú dokázate� ne kontaminované 
oportúnnymi patogénmi. Tieto mikroorganizmy 
mô�u spôsobova�  reinfekcie alebo lokálne 
a systémové infekcie hlavne u oslabených 
jedincov a mô�u sa prenáša�  medzi � lenmi 
rodiny pri nedodr�iavaní hygienických zásad. 
Jednou z mo�ností dekontaminácie je ponorenie 
do ústnej vody (1). Tento výskum porovnáva 
ú� inok šiestich komer� ne dostupných ústnych 
vôd na inhibíciu oportúnnych patogénov 
vykultivovaných zo zubných kefiek v našom 
predošlom výskume. 
 
Materiál a metódy 

Testovali sme šes�  ústnych vôd – Listerine®, 
Elmex®, Lacalut aktiv®, Curasept® ADS 212, 
Parodontax® a Cervitec® Liquid. Skúmali sme 
ich inhibi� ný ú� inok na šes�  mikrobiálnych 
kme� ov – Enterococcus faecalis, Escherichia 
coli, meticilín rezistentný Staphylococcus 
aureus (MRSA), Candida albicans, 
Pseudomonas aeruginosa a Streptococcus 
viridans sp. Ka�dý druh mal šes�  rôznych 
zástupcov. 
 
Prvá � as�  – disková difúzna kvalitatívna metóda:  
V skúmavke s 2 ml fyziologického roztoku sme 
pripravili štandardné inokulum 1-38/ml z 36 
mikroorganizmov a vyo� kovali sterilným 
tampónom na agar s bara� ou krvou pod� a 
Müllera a Hintonovej. Sterilnou ihlou sme na 
platne naniesli tri � isté filtra� né disky (Oxoid) 
pre ka�dú testovanú baktériu. Na disk sme 
pipetou naniesli 15� l zvolenej ústnej vody. 
Pôdy sme inkubovali 24 – 48h pri teplote 37°C. 
Pravítkom sme odmerali zónu inhibície v mm 
a zaznamenali do tabu� ky. Kontrolnou vzorkou 
bol fyziologický roztok.  
 

Druhá � as�  – kvantitatívna inhibícia skúmavkovou 
metódou: 
Do skúmavky sme napipetovali 0,2 ml 
štandardného inokula s jednotlivými 
mikroorganizmami a 0,2 ml testovanej ústnej 
vody. Suspenziu sme rozmiešali v prístroji 
Vortex a po 30 – 60s sme pridali 5,6 ml 
sterilného fyziologického roztoku na zastavenie 
ú� inku ústnej vody (30 násobné riedenie). Na 
krvný agar, McConkey a Sabouraudovu pôdu 
sme vyo� kovali 100 � l ka�dého roztoku, 
inkubovali 24 – 48h pri teplote 37°C. Spo� ítali 
a zaznamenali sme po� et vyrastených CFU 
(colony forming unit). Pre preh� adnejšie 
spracovanie sme hodnoty previedli na 
dekadický logaritmus. Kontrolnou vzorkou bol 
fyziologický roztok. 

Výsledky oboch � astí sme štatisticky 
spracovali pomocou neparametrického 
Wilcoxonovho testu a párového t- testu. 
 
Výsledky  

Prvá � as�  – disková difúzna kvalitatívna citlivos� :  
Všetky ústne vody vykazujú oproti kontrole 
vysoko signifikantnú zónu inhibície (p<0,001) 
daných mikroorganizmov. Zóny inhibície 
v milimetroch uvádza Tab. 1. Najvä� šie 
zabránenie rastu streptokokov, MRSA 
a pseudomonád navodil Curasept® ADS 212, 
u enterokokov Lacalut®, u E. coli Parodontax® 
a u kandíd Elmex®. Rast najmenej inhiboval 
Listerine®, len u pseudomonád Parodontax®. 

Signifikantná zóna inhibície (p<0,05) sa 
nachádzala u všetkých kme� ov pri pou�ití 
ústnych vôd Curasept® ADS 212, Elmex® 
a Parodontax®. Listerine® signifikantne 
(p<0,05) inhiboval kandidy, pseudomonady  a 
streptokoky, a Lacalut® všetky kmene okrem 
pseudomonád. 
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Druhá � as�  – kvantitatívna inhibícia skúmavkovou 
metódou: 
Vä� šina ústnych vôd zní�ila v priemere oproti 
kontrole vysoko signifikantne (p<0,001) po� et 
kolónií (CFU). Po� et CFU prevedený na 
dekadický logaritmus znázor� uje Tab. 2. Všetky 
ústne vody (hlavne Elmex®) mali na kme�  

Candida sp. signifikantný ú� inok (p<0,05). 
Po� et kolónií viridujúcich streptokokov zní�ili 
Parodontax®, Listerine® a Elmex®.  Na E. coli 
ú� inkovali Listerine® a Parodontax®, na 
Pseudomonas sp. Parodontax® a nesignifikantne 
Listerine® a Elmex®. MRSA signifikantne 
inhiboval len Listerine®, Enterococcus sp. 
nesignifikantne zní�il takisto Listerine®.  

Efekt ústnych vôd na inhibíciu CFU 
jednotlivých mikroorganizmov je na Obr. 1. Na 
C. albicans pôsobili všetky ústne vody, na 
streptokoky a P. aeruginosa Listerine®, Elmex® 
a Parodontax®. Rast MRSA ovplyvnili 
Listerine® a Lacalut®, E. coli Listerine® 
a Parodontax® a E. faecalis len Listerine®. 

Listerine® zní�il po� et CFU u všetkých 
kme� ov, Parodontax® u 66% a Elmex® u 50% 
mikroorganizmov. Lacalut® mal efekt na 33% 
kolónií, Cervitec® a Curasept® na 16%. 

 
 

 
Diskusia 

Z výsledkov vyplýva, �e komer� ne dostupné 
ústne vody sú in vitro ú� inné aj na oportúnne 
patogénny ústnej dutiny. Ú� inok na kandidy je 
potvrdený po� etnými štúdiami (2, 3). Takisto 
viacerí autori popísali ú� inok vôd 
s esenciálnymi olejmi a chlórhexidínom na 

stafylokoky a � revnú flóru (4, 5). 
Z diskovej difúznej metódy vyplýva, �e 

najni�ší ú� inok má Listerine®, � o je v protiklade 
s výsledkami skúmavkovej metódy. Túto 
skuto� nos�  si vysvet� ujeme obsahom 
esenciálnych olejov, ktoré pod� a našich 
predpokladov nedostato� ne penetrujú krvným 
agarom. 

Testované ústne vody obsahujú rôzne 
ú� inné látky – esenciálne oleje, chlórhexidín 
diglukonát (CHX) v rozli� ných koncentráciách 
(0,2%, 0,12%, 0,1%, 0,06%), aminfluorid, NaF.  

Esenciálne oleje vplývajú na redukciu 
orálnej flóry pod� a mnohých autorov v rôznych 
indikáciách – gingivitis, implantáty, chirurgické 
výkony (6). 

 
 

Tab. 1: Disková citlivos�  – inhibi� né zóny v mm. 

mikroorganizmus Listerine® Elmex® Lacalut® Curasept® Parodontax® kontrola 
E. faecalis 6,53 7,3 9,85 7,91 9,75 6 
viridujúce 
streptokoky 6,74 9,12 10,3 10,73 10,47 6 
E. coli 6,02 6,95 10,08 9,06 10,46 6 
MRSA 6,1 8,7 9,65 11,23 9,08 6 
Candida 7,62 8,41 7,8 7,98 7,75 6 
Pseudomonas 6,97 7,53 7,15 7,63 6,9 6 
celý súbor 6,67 8,06 9,14 9,09 9,07 6 

 
Tab. 2: Skúmavková metóda – inhibícia rastu CFU prevedená na log10. 

 mikroorganizmus Listerine® Elmex® Lacalut® Curasept® Parodontax® Cervitec® kontrola  
 E. faecalis 4,8 5 5 5 5 5 5  
 viridujúce 

streptokoky 4,2 4,5 5 5 1,8 5 5 
 

 E. coli 4,2 5 5 5 4,5 5 5  
 MRSA 2,7 5 4,8 5 5 5 5  
 Candida 4,2 2,2 2,8 2,8 2,4 2,4 5  
 Pseudomonas 4,8 4,8 5 5 4,5 5 5  
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Efekt chlórhexidínu je potvrdený u� 

dávno (2, 7). Pri kvantitatívnej metóde však 
nedosahovali všetky vody obsahujúce túto látku 
rovnako dobré výsledky. Dve ústne vody 
inhibovali len jeden z testovaných kme� ov. 
Vysvetlením by mohlo by�  pridanie ADS 
zlo�ky, ktorá zabráni sfarbeniu zubov, no nie je 
dokonale preskúmaný jej ú� inok na funkciu 
CHX. 

Efekt fluoridov (vrátane aminfluoridov) 
je hlave antikariézny, no v našom výskume sa 
ukázalo, �e aj významne antimikrobiálny. Hoci 
sa vä� šina štúdií venuje hlavne zabráneniu 
vzniku kazu, opísaný je aj ú� inok na 
mikroorganizmy (8). 

Oportúnne patogénny sa � asto 
nachádzajú v ústach aj na zubných kefkách. 
Zamedzenie ich mno�eniu je prakticky 

nemo�né. Ohrozenou skupinou sú hlavne 
imunodeficientní pacienti. Hrozí im riziko 
aspira� nej pneumónie, sepsy a endokarditídy aj 
pri stomatologickom vyšetrení (9). Ústne vody 
majú schopnos�  redukova�  mikroorganizmy, 
a tým aj riziko vzniku infekcií, kazov a zlepši�  
orálnu hygienu u kompromitovaných pacientov 
(10). Výplachy ústnou vodou urých� ujú hojenie 
po chirurgických zákrokoch, zni�ujú po� et 
baktérií v aerosóle pri preparácii 
a ultrazvukovom odstra� ovaní zubného kame� a 
a celkovo redukujú bakteriémiu po ošetrení 
zubov(6). Odporú� ame preto vzh� adom na 
spektrum ú� innosti aj na oportúnne patogény 
výplachy antimikrobiálnou ústnou vodou nielen 
ako domácu starostlivos�  o orálnu hygienu, ale 
aj pred ka�dým stomatologickým vyšetrením. 
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Úvod 

Streptococcus pneumoniae (pneumokok, S. 
pneumoniae) je naj� astejším pôvodcom 
pneumónií,  bakteriálnych meningitíd, sepsy a 
akútnych otitíd v detskom veku. V minulosti bol 
liekom vo� by pri lie� be pneumokokových 
infekcií penicilín. V roku 1967 boli z klinických 
izolátov v Austrálii a Novey Guiney prvýkrát 
izolované pneumokoky rezistentné na penicillin 
(1). Na Slovensku boli izolované prvé 
rezistentné kmene pneumokokov v roku 1983 
(2). Za posledné roky u nás stúpa nielen 
rezistencia na beta-laktámové lie� ivá, ale aj na 
makrolidy a iné pou�ívané antibiotiká (1). 
Vysoká rezistencia bola pozorovaná najmä u 
sérotypov 14, 6A a 19A (1). Tieto sérotypy 
komplikujú priebeh ochorení v nemocniciach aj 
v ambulantnej pediatrickej praxi a preto sú 
celosvetovým medicínskym problémom. 
Perspektíva jeho riešenia, v podobe povinnej 
vakcinácie detí konjugovanou pneumokokovou 
vakcínou, vstupuje do povedomia odbornej 
i laickej verejnosti. Zni�ovanie distribúcie 
rezistentných kme� ov a zvyšovanie výskytu 
intermediárne citlivých kme� ov je �iaduci efekt 
pneumokokovej vakcíny, ktorý bol na 
Slovensku pozorovaný pri otitis media (3). 
Otázka znie, � i tento efekt nastal aj pri ostatných 
pneumokokových infekciách. Sledovaním 
dynamiky vývoja rezistencie a intermediárnej 

citlivosti u izolovaných kme� ov pneumokokov, 
má táto práca ambíciu prinies�  po�adované 
odpovede. 
 
Materiál a metódy 

Retrospektívna analýza zameraná na 
vyh� adávanie a spracovanie údajov z 
elektronickej zdravotnej dokumentácie 
pacientov na Pediatrickej klinike FN Tren� ín. 
Cie� om bolo zistenie podielu pneumokových 
infekcií a antibiotickej rezistencie izolovaných 
kme� ov pneumokokov u detí hospitalizovaných 
s otitídou, pneumóniou, meningitídou 
a septikémiou, za � asové obdobie rokov 2000 - 
2010. Sú� asne sa zaznamenávala preskripcia 
antibiotík v terapii a po� et detí zao� kovaných 
pneumokokovou konjugovanou vakcínou. 
Základný súbor má 636 pacientov, vo veku od 0 
do 18 rokov. Súbor nezah�� a pacientov 
lie� ených ambulantne. 
 
Výsledky 

Zo základného súboru pacientov bolo 
identifikovaných 86 prípadov pneumokokovej 
infekcie. Najmladší pacient mal 6 tý�d� ov, 
najstarší 16 rokov. Vekový priemer sledovanej 
skupiny je 2,97 rokov, modus predstavuje 3 
roky. 70% pacientov malo vek do 3 rokov.

 
 
 

 

Diagnóza/rok 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 �  
Purulentná otitída - 1 1 2 5 1 8 3 5 4 3 33 

Nepurulentná 
otitída 

1 1 4 1 1 1 3 - 3 - 1 16 

Pneumónia 2 5 3 2 2 - 5 4 3 3 6 35 
Meningitída - 1 - - - - 1 - - - - 2 

�  3 8 8 5 8 2 17 7 11 7 10 86 

Tab. 1: Preh� ad po� tu hospitalizovaných pacientov pre pneumokokovú infekciu. 
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U 73 izolovaných kme� ov pneumokoka bol 
robený kvalitatívny test citlivosti na antibiotiká. 
Ke� �e pou�ité sady testov obsahovali rozdielnu 
kombináciu antibiotík, do analýzy boli zahrnuté 
iba tie antiinfektíva, ktoré boli spolo� né pre 
vä� šinu pou�itých testov a zárove�  bola 
zaznamená ich významná spotreba v terapii. 
Podiel rezistentných kme� ov pneumokoka bol 
najvyšší u erytromycínu (45,46%) a vysoký aj 

u penicilínu (27,53%). 12,5% kme� ov bolo 
rezistentných vo� i chloramfenikolu. 
Intermediárna citlivos�  sa pozorovala iba 
u penicilínu na úrovni 5,8%. 21,19% 
testovaných kme� ov bolo rezistentných vo� i 
penicilínu aj erytromycínu. Z 86 pacientov, 
hospitalizovaných pre pneumokokovú infekciu, 
bolo 8 zao� kovaných 7-valentnou 
pneumokokovou vakcínou (9,3%). 10 a 13-
valentnou vakcínou nebol o� kovaný �iaden 
z týchto pacientov. Zao� kovanos�  v rokoch 
2000 – 2007 bola nulová. U vakcinovaných 
pacientov sa v 50% prípadov izolovali 
polyrezistentné kmene pneumokoka. U vybratej 
vzorky 86 pacientov bola u 10 pacientov lie� ba 
symptomatologická, zvyšným 76 pacientom 
bolo predpísaných 155 antibiotík. 
Najpredpisovanejšími antibiotikami v terapii 
pneumokokových infekcií boli amoxicilín 
klavulanát (v 22,58% prípadov), cefuroxim (v 
21,93% prípadov), klaritromycín (v 10,32% 
prípadov) a fenoxymetylpenicilín (v 9,03% 

prípadov). 21,95% detských pacientov 
hospitalizovaných pre otitídu (purulentnú aj 
nepurulentnú) bolo lie� ených chinolónmi. Po� et 
preskripcií najpredpisovanejších antibiotických 
skupín, v sledovanom � asovom horizonte, 
vizualizuje graf.1.  
 
 
 

Diskusia 

Pre nízky po� et zao� kovaných pacientov 
v základnom súbore, je zatia�  nemo�né 
dostato� ne posúdi�  ú� innos�  o� kovania 
pneumkokovými konjugovanými vakcínami. Je 
�iaduce pokra� ova�  v zbieraní dát aj v roku 
2011, kde by sa mal prejavi�  efekt novo 
dostupnej 10 a 13-valentnej vakcíny. Po 
zavedení 7-valentnej konjugovanej vakcíny na 
trh, v jednotlivých krajinách sveta, sa po � ase 
objavili nové sérotypy pneumokoka, u ktorých 
sa rozvinula rezistencia na antibiotiká (na 
našom území najmä sérotyp 19A). Ich výskyt 
úzko súvisí s nedobre vedenou antibiotickou 
terapiou, ktorá z inak ú� innej vakcíny robí 
„spolupáchate� a“ pri tvorbe selek� ného tlaku. 
Pri pokrytí predtým problémových sérotypov 
konjugovanou vakcínou, sa toti�, na podklade 
neracionálnej lie� by antibiotikami, selektovali 
nové polyrezistentné sérotypy vo vakcíne 
neobsiahnuté. Nastal tzv. fenomén náhrady 

Graf. 1: Po� et preskripcií antibiotík v terapii pneumokokových infekcií v jednotlivých rokoch. 
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(replacement) vakcinálnych kme� ov non-
vakcinálnymi (4). Tento scenár, pozorovaný pri 
7-valenetnej konjugovanej vakcíne, bol jednou 
z hlavných prí� in vývoja 10 a 13-valentnej 
vakcíny. Aj predlo�ené výsledky tejto práce 
dokumentujú chyby v preskripcii antibiotík. Za 
zvá�enie stojí nadmerné pou�ívanie 
cefalosporínov, u kme� ov dobre citlivých na 
penicilín, ktoré selektujú rezistenciu 
pneumokokov na toto lie� ivo. � alej 
preexponované predpisovanie amoxicilínu 
chráneného kyselinou klavulánovou, � i iné 
kombinácie aminopenicilínov s inhibítormi 
betalaktamáz, ktorých podávanie vzh� adom na 
nejestvujúcu produkciu betalaktamáz 
u pneumokokov, nie je opodstatnené. 
Znepokojujúce sú prípady intermediárne 
citlivých kme� ov, kde sa preferovalo podanie 
antibiotika druhej vo� by – makrolidu (pri 
nejestvujúcej alergii na penicilín), alebo 
cefalosporínov. V jednom exemplárnom prípade 
bol pri otitíde, spôsobenej pneumokokom 
intemediárne citlivým na penicilín, dokonca 
ihne�  nasadený ciprofloxacín. V slovenskej 
štúdií z roku 2005 sa pozoroval vysoký výskyt 

intermediárne citlivých pneumokokov, u detí do 
5 rokov, ktorých lie� ba vyššími dávkami 
aminopenicilínových antibiotík (amoxicilín) je 
opodstatnená (5). Pri lie� be otitis media 
spôsobenej intermediárne citlivým kme� om 
pneumokoka (MIC do 2 mg/l) je liekom vo� by 
amoxicilín v dávke 70-90mg/kg/de�  (6). Tam, 
kde bol v liekovej anamnéze údaj o u�ívaní 
makrolidu pred hospitalizáciou, šlo v  52,94% 
prípadov o predpis azitromycínu, ktorého 
selek� ný tlak je vyšší ako u klaritromycínu, 
vzh� adom na pred��ené pôsobenie jeho 
subinhibi� ných dávok (6). Všetky prehrešky 
vo� i pravidlám racionálnej antibiotickej terapie 
mali za následok „vypestovanie“ 
polyrezistentných kme� ov S. pneumoniae, kedy 
boli lekári nútení � astejšie siaha�  po 
chinolónových antibiotikách ako poslednej 
alternatíve lie� by � a�ko prebiehajúcej, � i 
recidivujúcej pneumokovej infekcie. Pou�ívanie 
chinolónov v pediatrii sa neodporú� a, nako� ko 
u detí mô�u spôsobi�  artropatie a irevezibilné 
erózie chrupavky (7). Napriek tomu sa spotreba 
chinolónových antibiotík v terapii otitíd dostala 
na úrove�  21,95%. 
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Zuzana Košutzká 

(všeobecné lekárstvo, 6. ro� ník) 
 
Školite� : doc. MUDr. Peter Valkovi� , PhD. 

II. Neurologická klinika LFUK a UNB, Bratislava 
 
Úvod  

Parkinsonova choroba (PCH) je ochorenie 
charakterizované progredujúcou degeneráciou 
dopamínergických neurónov v oblasti bazálnych 
ganglií, a to najmä v oblasti striáta. Dopamín je 
hlavným neurotransmiterom nigrostriatálnej 
dráhy a jeho deficit je prí� inou parkinsonizmu. 
O parkinsonizme mo�no hovori�  pri prítomnosti 
aspo�  dvoch zo štvorice tzv. kardinálnych 
symptómov, ktorými sú bradykinéza 
(spomalenie vô� ového pohybu), pokojový tras, 
rigidita (zvýšená rezistencia svalu na pasívne 
natiahnutie), posturálna instabilita (poruchy 
postoja, chôdze a rekurentné pády). Je dôle�ité 
poznamena� , �e diagnózu PCH � asto 
predchádzajú nešpecifické prodromálne 
príznaky, ako sú únava, hyposmia, depresia, 
obstipácia, hyperhidróza, alebo myalgie. 
Sekundárne príznaky asociované s PCH sú 
uvedené v tabu� ke 1. Predpokladá sa, �e na 

Slovensku je 12 – 15 tisíc pacientov 
postihnutých týmto ochorením. 

Klinický obraz PCH mô�e by�  
heterogénny, a preto mô�e by�  problematické 
odlíšit ju od iných druhov parkinsonizmu, najmä 
v po� iato� ných štádiách ochorenia. Vyšetrenie 
pomocou DaTSCAN SPECT umo�� uje na 
základe funk� no-metabolického princípu 
zobrazenia vizualizáciu a posúdenie funkcie 
dopamínergického systému bazálnych ganglií 
pomocou rádiofarmaka ioflupánu (123I-FP-CIT) 
- komer� ný preparát DaTSCAN©. Táto látka sa 
po intravenóznom podaní za 3–6 hodín navia�e 
na presynaptický dopamínový transportér 
(DAT). Koncentrácia rádiofarmaka a jeho 
rozlo�enie sa následne merajú pomocou gama 
kamery. U pacientov s PCH je špecifickoá 
akumulácia v bazálnych gangliách, ktorá je 
signifikantne asymetricky zní�ená oproti 
kontrolnej skupine. Indikácie na vyšetrenie sú 
zhrnuté v tabu� ke 2. 
 

Tab. 1: Sekundárne príznaky Parkinsonovej choroby. 

Poruchy psychické a kognitívne  demencia, depresia, vizuo-priestorové deficity 
Poruchy funkcie vegetatívneho systému hyperhidróza, seborrhoea, hypersalivácia 
Poruchy senzitívne a senzorické parestézie, bolesti, pocity chladu a tepla 
Poruchy spánku porucha správania v REM spánku, fragmentácia 

spánku, „�ivé sny“ 

atypický tremor (napr. zmiešaný pokojový a posturálny tremor) 
atypické jednostranné dyskinézy  
zlá odpove�  na dopamínergnú lie� bu 
komorbidity (artritída, zhoršenie kognitívnych funkcií, NCMP)  
v� asné poruchy chôdze 
stacionárny priebeh ochorenia  
neo� akávaný � a�ký parkinsonizmus po lie� be neuroleptikami, nereagujúci na úpravu lie� by  
compliance pacienta, resp. jeho obavy o neur� itosti diagnózy 
 

Tab. 2: Indikácie na vyšetrenie pomocou DaTSCAN SPECT. 
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Diferenciálna diagnostika parkinsonizmu 

PCH verzus esenciálny tremor (ET) 
ET je monosymptomatické ochorenie, ktoré 
charakterizuje prítomnos�  obojstranného 
preva�ne symetrického, posturálneho alebo 
kinetického trasu, najmä horných kon� atín. 
Bradykinéza, rigidita ani posturálna instabilita 
nepatria do obrazu ET. Fakt, �e viac ako 30 % 
pacientov s ET je chybne diagnostikovaných 
ako PCH a naopak, len poukazuje na 
opodstatnenie vyšetrenia DaTSCAN SPECT 
v diferenciálnej diagnostike týchto dvoch entít. 
U rozli� ných foriem ET neboli toti� nájdené 
�iadne štrukturálne zmeny v CNS a títo pacienti 
nevykazjú �iadnu zo známok dopamínergnej 
degenerácie. Viaceré klinické štúdie preukázali 
vysokú specificitu (100%) a senzitivitu (97%) 
vyšetrenia DaTSCAN v tejto indikácii.  
 
PCH verzus atypické parkinsonizmy (Parkinson-plus 
syndrómy) 
Degenerácia nigrostriatálnych neurónov nie je 
obmezená len na PCH. Atypické parkinsonské 
syndrómy degeneratívnej etiológie, menovite 
multisystémová atrofia (MSA), progresívna 
supranukleárna obrna (PSO) a kortikobazálna 
degenerácia (KBD) sa mô�u symptómovo, 
najmä v úvodných štádiách, prekrýva�  s PCH. 
Klinický priebeh sa vyzna� uje zlou, alebo 
chýbajúcou odpove� ou na dopamínergnú lie� bu 
(L-dopa, resp. agonisty dopamínových 
receptorov), rýchlejšou progresiou ochorenia a 
tzv. PLUS symptómami (napr. významné 
postihnutie cerebella, pamäti a symbolických 
funkcií, pyramídového motorického systému, 
autonómneho systému, a pod.) DaTSCAN 
SPECT vyšetrenie � asto uká�e symetrickejšie 
zmeny redukcie presynaptického 
dopamínergického systému. Dopl� ujúcim 
vyšet
ením mô�e by�  zobrazenie 
postsynaptického dopamínergického systému 
prostredníctvom 123I – IBZM (iodobenzamid) 
SPECT. U atypických parkinsonizmov 
dochádza k redukcii akumulácie rádiofarmaka 
na postsynaptických receptoroch, u PCH je 
tento nález normálny.  
 
 
 

PCH verzus vaskulárny parkinsonizmus (VP) 
Pojem VP nie je v literatúre jednotne 
zadefinovaný. Vä� šina prípadov VP vzniká na 
podklade ischemických zmien v oblasti 
bazálnych ganglií a subkortikálnej bielej hmoty. 
Ide vä� šinou o parkinsonizmus s prevahou 
postihnutia dolnej polovice tela („lower body 
parkinsonism“), v zmysle porúch postoja a 
chôdze s relatívne zachovanou motorikou na 
horných kon� atinách. Vyšetrenie DaTSCAN 
SPECT v týchto prípadoch zobrazí normálne, 
alebo � ahko zní�ené vychytávanie rádiofarmaka. 
V prípade výpadku akumulácie rádiofarmaka, 
defektné lokality � asto anatomicky korelujú 
s lakúnami alebo infarktami pod� a MRI, � i CT. 
 
PCH verzus medikamentózne indukovaný 
parkinsonizmus 
Lieky sú po PCH druhou naj� astejšou prí� inou 
parkinsonizmu. Takzvaný poliekový 
parkinsonizmus spôsobujú látky, ktoré svojim 
mechanizmom blokujú dopamínové D2 
receptory. Sú nimi najmä neuroleptiká (napr. 
haloperidol, chlórpromazín), antiemetiká 
(metoklopramid, tietylperazín) a niektoré 
kalciové blokátory (cinarizín). Ak u 
nerizikového pacienta dôjde po ni�šej dávke 
neuroleptika k parkinsonizmu, ktorý sa nemení 
po úprave lie� by, mô�e ís�  o demaskovanie 
za� ínajúcej PCH. U týchto pacientov je 
namieste vyšetrenie DaTSCAN SPECT, na 
ktorom sa uká�e, �e ak ide o medikamentózne 
indukovaný parkinsonismus, väzba 
rádiofarmaka je fyziologická.  
 
Materiál a metodika 

Hodnotený súbor tvorilo 72 pacientov 
s priemerným vekom 64.21 (± 2) rokov 
z dispenzára extrapyramídovej ambulancie II. 
Neurologickej kliniky LF UK a UNB, u ktorých 
sme mali diferenciálne diagnostické 
pochybnosti. Pacienti boli pred vyšet
ením 
DaTSCAN SPECT sledovaní v priemere 2.6 (± 
2.5) roka s nasledovnými pracovnými 
diagnózami: PCH (N=54), esenciálny tremor 
(N=6), Parkinson-plus syndróm (N=5), 
koincidencia PCH a ET (N=4), vaskulárny 
parkinsonizmus (N=3). DaTSCAN SPECT 
vyšetrenie preukázalo v 42 prípadoch pozitívny 
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nález (bilaterálna redukcia akumulácia 
rádiofarmaka na úrovni bazálních ganglií, najmä 
v putamene), v ostatných 30 prípadoch bol 
obraz normálny. 
  
Výsledky 

Výsledky našej štúdie nazna� ujú, �e vyšetrenie 
pomocou DaTSCAN SPECT je 
v odôvodnených prípadoch jednozna� ným 
prínosom v diferenciálnej diagnostike PCH. 
V 68 (94%) zo 72 prípadov umo�nil výsledok 
vyšetrenia jednozna� né uzavretie klinických 
diagnóz, ktorých správnos�  potvrdzuje doterajší 
klinický priebeh a terapeutická responzivita. U 4 
(6%) pacientov sa nám nepodarilo definitívne 
uzatvori�  diagnózu napriek vyšetreniu 
DaTSCAN SPECT.  
 
Diskusia 

V našej štúdii boli dvaja pacienti, u ktorých sme 
síce mali pozitívny obraz vyšetrenia DaTSCAN 
SPECT, avšak finálna diagnóza zostávala 
inkonkluzívna v zmysle diferenciálnej 
diagnostiky PCH a MSA. Indikovali sme 
dopl� ujúce vyšetrenie scintigrafie myokardu 

s vyu�itím 123I- MIBG 
(metaiodobenzylguanidín). Pre pacientov 
s pokro� ilou PCH sú typické známky 
degenerácie periférneho autonómneho systému, 
a tým je aj redukovaný kardiálny príjem MIBG. 
Naopak u pacientov MSA je autonómna 
porucha centrálneho typu a periférna autonómna 
inervácia je intaktná. Po absolvovaní 
dopl� ujúceho vyšetrenia MIBG sme mohli 
jednozna� ne uzavrie�  aj týchto pacientov, jeden 
mal typický obraz pre PCH a druhý pre MSA. 

U jedného probanda bol nález taktie� 
typický pre PCH, avšak � alší klinický priebeh a 
terapeutická responzivita poukazujú na 
ochorenie z okruhu Parkinson-plus syndrómov, 
menovite na PSO. 
 
Záver 

Vyšetrenie DaTSCAN SPECT je 
v odôvodnených prípadoch jednozna� ným 
prínosom v diferenciálnej diagnostike PCH. 
V 68 (94%) zo 72 prípadov umo�nil výsledok 
vyšetrenia jednozna� né uzavretie klinických 
diagnóz.
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Ústav histológie a embryológie, Lekárska fakulta UK v Bratislave 
 
Úvod 

Pod výrazom „myoidné bunky“ rozumieme 
bunky podobné svalovým bunkám, ktoré sú 
lokalizované v rôznych tkanivách a orgánoch 
� loveka. Myoidné bunky tvoria aj nepo� etnú 
populáciu špecializovaných buniek týmusu. Sú 
lokalizované v dreni týmusu ako aj v oblasti 
rozhrania kôry a drene. Majú antigénové 
charakteristiky typické pre kostrové 
svaly. Exprimujú dezmín, troponín T, aktín, 
myozín a na svojej bunkovej membráne majú 
receptory pre acetylcholín (Drenckahn et al. 
1979; Wakkach et al. 1999; Varga et al. 2009).  

Funkcia aj pôvod myoidných buniek 
týmusu sú doteraz nejasné. Existuje o nich 
relatívne málo údajov, napríklad v 
medicínskej databáze PubMed sa myoidné 
bunky týmusu objavili v odborných 
publikáciách od roku 2000 len 31-krát. Pre 
porovnanie sa vz� ahu týmusu a vzniku 
autoimunitnej choroby myasthenia gravis 
venuje a� 721 publikácií. V in vitro 
podmienkach myoidné bunky týmusu produkujú 
tumor nekrotizujúci faktor �  ako aj interleukín 
8. Preto sa predpokladá ich funkcia v ochrane T- 
lymfocytov pred apoptózou, � ím zohrávajú 
dôle�itú úlohu pri ich selekcii (Wakkach et al. 
1999; Panse a Berrih-Aknin 2005). Tamiolakis 
et al. (2004) zas predpokladajú úlohu 
myoidných buniek v procese hemopoézy, ktorá 
medzi 16. a 20. tý�d� om prenatálneho vývinu 
prebieha aj v týmuse. Nako� ko tieto bunky majú 
na svojom povrchu receptory pre acetylcholín, 
mo�no predpoklada�  ich funkciu v patogenéze 
myasthenia gravis (Wakkach et al. 1996). 

Bunky neurálnej lišty sú pravdepodobne 
progenitorovými bunkami pre normálnu 
diferenciáciu myoidných buniek týmusu 
(Nakamuru a Ayer-Le Liéra 1986) a zárove�  sa 
podie� ajú na vývine celej faryngovej oblasti 
a jej derivátov v embryonálnom období 

a na normálnom vývine srdca (oddelenie 
ve� kých ciev srdca) (Varga et al. 2008). Aj 
kvôli blízkemu vz� ahu vývinu týmusu a srdca 
sme metódami imunohistochémie skúmali 
týmusy detí s vrodenými chybami srdca. 
Predpokladáme, �e pri vrodených chybách srdca 
podmienených narušenou migráciou buniek 
z neurálnej lišty, sa v týmuse bude nachádza�  
menší po� et myoidných buniek. 
 
Súbor a metódy 

Náš súbor pozostával z 21 týmusov detí 
s vrodenými chybami srdca. Priemerný vek 
nášho súboru bol 11 mesiacov (od 1 mesiaca po 
9 rokov). Všetky tieto deti boli operované 
v Detskom kardiocentre, pri� om parciálne 
tymektómie sa vykonávali pri 
kardiochirurgických operáciách. Tkanivo 
týmusov sme spracovali klasickou formalínovo-
parafínovou metódou na Ústave histológie 
a embryológie LF UK v Bratislave. Po narezaní 
sme 5 mikrometrov hrubé rezy preniesli na 
silanizované podlo�né sklí� ka a na 
imunohistochemický dôkaz myoidných buniek 
sme pou�ili monoklonové protilátky proti 
dezmínu (firma Dako, katalógové � íslo M0724), 
aktínu (Dako, M0851) a myozínu (Dako, 
M0772). Vzniknutý reak� ný produkt sme 
zvidite� nili diaminobenzidínom do hneda. Jadrá 
buniek sme dofarbili hematoxylínom do 
modrofialova. Takto získané histologické 
preparáty sme pozorovali na svetelnom 
mikroskope LEICA DM2500, mikrofotografie 
sme zhotovili pomocou digitálnej kamery 
LEICA DFC290HD. 
 
Výsledky 

Pri mikroskopickom vyšetrení histologických 
preparátov sme pozorovali rezy znázornené 
troma odlišnými markermi myoidných buniek. 
Dezmín sa ukázal, ako relatívne selektívny 
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marker myoidných buniek, kým pozitivitu na 
aktín vykazovali aj hladké svalové bunky 
v stenách krvných ciev. Myoidné bunky týmusu  
boli lokalizované výlu� ne v dreni a � asto sa 
nachádzali v tesnej blízkosti Hassallových 
teliesok drene týmusu (obr. 1 a 2). 

Naša prvotná štúdia nazna� uje, �e 
v skupine pacientov s diagnózami transpozícia 
ve� kých ciev, defekt komorového septa 
a Fallotova tetralógia sa � astejšie vyskytovali 
týmusy s malým po� tom myoidných buniek. 
Naopak, relatívne v hojnom po� te (normálny 
stav) boli zastúpené myoidné bunky v týmusoch 
detí s diagnózami dvojvýtoková pravá komora, 
aortálna valvárna stenóza a vrodená chyba 
p� úcnicového kme� a. Nako� ko je ve� kos�  nášho 
vyšetrovaného súboru relatívne malá, 

neprislúcha nám, aby sme konštatovali 
jednozna� né závery. Avšak naše doterajšie 
pozorovania nazna� ujú, �e po� et myoidných 
buniek v týmusoch je ni�ší pri tých vrodených 
chybách srdca, ktorých patogenéza súvisí 
s narušenou migráciou buniek neurálnej lišty do 

vznikajúcej výtokovej � asti srdca. To by 
nazna� ovalo, �e myoidné bunky týmusu sú tie� 
pôvodom z neurálnej lišty. Na druhej strane 
v jednom prípade imunohistochemického 
vyšetrenia týmusu sme zistili relatívne vysoký 
po� et myoidných buniek aj v týmuse die� a� a 
s defektom komorového septa a v jednom 
prípade s Fallotovou tetralógiou. To nazna� uje, 
�e tieto vrodené chyby srdca nie sú spôsobené 
výlu� ne len disrupciou migrácie pluripotentných 
buniek pochádzajúcich z neurálnej lišty. 

 

 

 

 
 
Obr. 1: Dre�  týmusu 1,5-mesa� ného diev� a� a s defektom komorového septa s relatívne malým po� tom 
myoidných buniek (tie sú v blízkom vz� ahu s Hassallovými telieskami týmusu) (v� avo - protilátky proti 
aktínu, vpravo – protilátky proti dezmínu). 
 

 

 

 
 
Obr. 2: Dre�  týmusu mesa� ného chlapca s dvojvýtokovou pravou komorou s relatívne vysokým po� tom 
myoidných buniek (v� avo – protilátky proti aktínu, vpravo – protilátky proti dezmínu). 
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Diskusia 

Myoidné bunky týmusu sú nepo� etnou 
populáciou drene. O ich pôvode a funkcii 
existuje v odbornej literatúre relatívne málo 
údajov. Nako� ko majú niektoré charakteristiky 
epitelových buniek, pôvodne sa predpokladal 
ich myoepitelový pôvod. Neskôr sa uva�ovalo o 
ich mimotýmusovom pôvode zo stredného 
zárodkového listu (Wakkach et al. 1999). Dnes 
sa najviac akceptuje hypotéza Nakamuru a 
Ayer-Le Liéra (1986), pod� a ktorej myoidné 
bunky týmusu pochádzajú z neuroektodermy 
neurálnej lišty (ektomezenchým).  

Bunky neurálnej lišty (textus cristae 
neuralis) sú nielen významným zdrojom 
mezenchýmu v ontogenéze týmusu, ale sú� asne 
sú potrebné aj pre vlastnú diferenciáciu 
�iabrových oblúkov a normogenézu srdca 
(Graham 2003). Nako� ko vrodené chyby 
výtokovej � asti srdca a hypoplázia týmusu sú 
sú� as� ou spektra pri viacerých klinických 

stavoch, rýchlo sa objavili dohady, �e narušená 
migrácia buniek neurálnej lišty je 
embryonálnym základom DiGeorgovho 
syndrómu (Hutson a Kirby 2003). Bunky 
neurálnej lišty zohrávajú viacero k� ú� ových 
úloh v normogenéze srdca, nako� ko migrujú cez 
3., 4., a 6. faryngový oblúk do rozde� ujúcej sa 
výtokovej � asti srdca. Vytvárajú spojivo 
a hladké svalstvo trunkokonálneho septa ako aj 
parasympatické postganglionové neuróny 
(Hutson a Kirby 2007; Lammer et al. 2009). 
Naše predbe�né výsledky nasved� ujú, �e pri 
tých vrodených chybách srdca (transpozícia 
ve� kých ciev, defekt komorového septa 
a Fallotova tetralógia), ktoré mô�u by�  
spôsobené aj narušenou migráciou buniek 
z neurálnej lišty, sa nachádza aj v týmuse menej 
myoidných buniek. Preto sa priklá� ame 
k hypotéze, �e myoidné bunky týmusu sú 
neuroektodermového pôvodu. 
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Úvod 

Rejekcia – odmietnutie štepu, je záva�nou 
komplikáciou u pacientov po transplantácii 
srdca (HTx), ktorá sa v potransplanta� nom 
období vyskytne prakticky minimálne raz 
u ka�dého príjemcu (1). Patofyziologickým 
podkladom rejek� ných epizód je infiltrácia 
myokardu T-lymfocytmi (celulárna rejekcia) 
alebo B-lymfocytmi s produkciou protilátok 
(humorálna rejekcia). Pod� a masívnosti 
infiltrátu rozlišujeme viacero stup� ov celulárnej 
rejekcie – 1R (mierna rejekcia), 2R (stredne 
� a�ká rejekcia) a 3R (� a�ká rejekcia). Pri 
humorálnej rejekcii (AMR) definujeme jej 
prítomnos�  (AMR1) alebo neprítomnos�  
(AMR0) vo vzorke získanej pomocou 
endomyokardiálnej biopsie (EMB). EMB 
predstavuje zlatý štandard detekcie rejekcie, 
avšak je spätá s malým, no nezanedbate� ným 
rizikom sprievodných komplikácií ako je 
tamponáda srdca alebo pneumotorax.  

Celosvetovo je všeobecnou snahou 
zadefinova�  parametre signifikantne korelujúce 
s epizódou rejekcie transplantovaného štepu bez 
nutnosti pou�itia vyššie uvedeného invazívneho 
prístupu. Vzh� adom na opakovaný nález 
zvýšených markerov oxida� ného stresu  
u mnohých pacientov po HTx a ich ú� as�  pri 
imunologickej reakcii v priebehu rejekcie, 
stávajú sa tieto potenciálnym diagnostickým 
cie� om (2, 3).  

Paraoxonáza 1 (PON1) je kalcium (Ca2+) 
dependentná esteráza viazaná na  lipoproteínové 
� astice s vysokou denzitou (HDL). Inhibuje 
peroxidáciu lipoproteínov s nízkou denzitou 
(LDL) a hydrolyticky štiepi oxidované formy 
fosfolipidov, � ím ovplyv� uje rozvoj 
aterosklerózy a imunologické reakcie 

v ogranizme. V géne PON1 boli opísané dva 
významné SNP polymorfizmy v kodónoch 
55(L/M) a 192(Q/R) dokázate� ne alterujúce jej 
enzymatickú aktivitu (4).  

Cie� om štúdie bolo porovna�  aktivitu 
enzýmu PON1 vzh� adom na DNA 
polymorfizmy PON1 génu u pacientov po HTx 
v závislosti od výskytu a stup� a rejek� ných 
epizód a tým objasni�  jej potenciálnu 
patofyziologickú ú� as�  v týchto procesoch. 
 
Materiál a metódy 

Do štúdie bolo zaradených 110 vzoriek krvi 
odobraných pri štandardne realizovaných EMB 
u pacientov po HTx z Oddelenia zlyhávania a 
transplantácie srdca (OZaT) Národného ústavu 
srdcových a cievnych chorôb (NUSCH) v 
Bratislave. Študijnú skupinu tvorili pacienti 
s rôznym stup� om a po� tom rejekcií vo veku 
21-71 rokov. Všetky vzorky boli rozdelené na 
základe stup� a celulárnej a humorálnej rejekcie 
na 2 skupiny: bez prítomnosti rejekcie – 0R a 
AMR0 (n=31) a s prítomnou rejekciou – 1R, 
2R, 3R a AMR1 (n=79). 

Na detekciu DNA polymorfizmov génu 
PON1 sme pou�ili PCR-RFLP analýzu (4), 
pri� om DNA sme izolovali zo vzoriek krvi 
pomocou Qiagen Blood DNA minikitu 
(Qiagen). Pod� a výsledkov DNA analýzy sme 
rozdelili jednotlivé vzorky do 3 podskupín – 
„silný genotyp“ (polymorizmy RR/LL, QR/LL), 
„stredný genotyp“ (QR/LM, QR/MM, QQ/LL, 
QQ/LM) a „slabý genotyp“ (QQ/MM). 

Paraoxonázovú aktivitu PON1 sme 
stanovili spektrofotometrickým  monitorovaním 
hydrolýzy paraoxónu (O,O-dietyl-O-(4-
nitrofenyl)-fosfát, Sigma). Stanovovali sme 
stimulovanú a nestimulovanú aktivitu pou�itím 
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1 mM roztoku paraoxónu, v reak� nej zmesi 
tvorenej 50 mM Tris roztokom (pH 8,0; 
obsahujúcim 1 mM roztok CaCl2.2H2O pre 
nestimulovanú aktivitu a 1 mM roztok 
CaCl2.2H2O s 1 M roztokom NaCl  pre 
stimulovanú aktivitu) a 40x riedeným krvným 
sérom (4).  

Arylesterázovú aktivitu sme stanovili 
spektrofotometrickým monitorovaním 
hydrolýzy fenylacetátu (C8H802, Sigma) 
pou�itím 5 mM roztoku fenylacetátu, v reak� nej 
zmesi ako pri nestimulovanej paraoxonázovej 
aktivite s výsledným riedením krvného séra 
800x (4).  

Z nameraných hodnôt absorbancií 
zaznamenaných v priebehu 3 minút 
a kalibra� nej krivky pre štandardné roztoky p-
nitrofenolu a fenolu sme vypo� ítali 
paraoxonázovú a arylesterázovú aktivitu 
enzýmu PON1. Okrem uvedených aktivít boli 
na Oddelení klinickej biochémie NUSCH 
stanovené aj parametre lipidového profilu – 
celkový cholesterol (CCH), triacylglyeroly 
(TAG) a HDL.  

Následne sme porovnali hodnoty 
paraoxonázovej a arylesterázovej aktivity 
enzýmu PON1 u pacientov „bez rejekcie“ s 
pacientami „s rejekciou“, pri� om nás zaujímalo 

aj zastúpenie a vplyv 55(L/M) a 192(Q/R) DNA 
polymorfizmov PON1 génu a jednotlivé 
parametre lipidového profilu. Zistené výsledky 
sme štatisticky spracovali pomocou 
dvojvýberového F-testu a Studentovho T-testu 
(MS Excel 2007). 

 
Výsledky 

Pri porovnaní paraoxonázovej aktivity 
(stimulovaná + nestimulovaná) sme nezistili 
signifikantne rozdielnu aktivitu enzýmu 
vzh� adom na prítomnos� , � i stupe�  rejekcie. 
U pacientov „bez rejekcie“ bola síce priemerná 
hodnota nestimulovanej aj stimulovanej PON1 
aktivity mierne vyššia (tab.1), no signifikantný 
rozdiel nebol dokázaný (p = 0,19).  

Podobne, �iadny signifikantný rozdiel 
sme nepreukázali ani pri porovnaní 
arylesterázovej aktivity enzýmu PON1 
u pacientov bez a s rejekciou (tab.1). 

V rámci porovnania zastúpenia 
uvedených DNA polymorfizmov a hodnôt 
jednotlivých parametrov lipidového profilu sme 
nezistili signifikantné rozdiely u skupiny 
pacientov „bez rejekcie“ v porovnaní so 
skupinou „s rejekciou“ (tab.1).

 

 

 

Graf 1: Aktivita enzýmu PON1 v závislosti od výskytu rejekcie. (R0-bez rejekcie, 
2R+AMR1 – s rejekciou; NS – nestimulovanáa paraoxonázová akt., SA – stimulovaná 
paraoxonázová akt., AE – arylesterázová aktivita). 
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Parametre bez rejekcie s rejekciou p 
  N 31 79   
  priemerný vek (roky) 46,93 49,94   
  pohlavie (M/F) 28/3 67/12   
Lipidový profil [mmol/l]       
  CCH 4,76 ± 0,86 4,62 ± 1,21 p=0,62 
  TAG 1,84 ± 0,55 2,19 ± 0,38 p=0,13 
  HDL 1,33 ± 0,41 1,28 ± 0,72 p=0,56 
Polymorfizmy [%]       
  "silný genotyp" 43,33 15,19   
  "stredný genotyp" 50,00 82,28   
  "slabý genotyp" 6,67 2,53   
PON1 aktivita       
  arylesterázová aktivita [mkat/l séra] 1,945 ± 0,68 2,021 ± 0,67 p=0,61 
  nestimulovaná paraoxonázová akt. [� kat/l séra] 1,761 ± 1,42 1,376 ± 1,06 p=0,19 
  stimulovaná paraoxonázová akt. [� kat/l séra] 4,075 ± 3,53 3,136 ± 2,30 p=0,19 
 
 
Záver a diskusia 

Na základe výsledkov predpokladáme, �e 
akivita PON1 nemá patofyziologickú súvislos�  s 
výskytom, resp. záva�nos� ou rejekcie 
transplantovaného kardiálneho štepu. Vyššia  
priemerná aktivita PON1 u pacientov „bez 
rejekcie“ mô�e by�  odrazom � astejšieho 
výskytu „silného genotypu“ (43%:15%) v tejto 
skupine. Podobne autori Puk a Bocchi vo svojej 
štúdii dospeli k záveru, �e PON1 aktivita sa 
nelíši pri porovnaní hodnôt u pacientov po 

transplantácii srdca a zdravých, 
normolipidemických � udí (5). Limitáciou práce 
je iste aj ve� kos�  súboru s ni�ším po� tom 
vzoriek (31:79). Cie� om do budúcnosti zostáva 
na� alej pátra�  po inom signifikantne 
korelujúcom parametrom s epizódami rejekcií, 
� o by viedlo k ich v� asnejšej detekcii a 
menšiemu výskytu komplikácii v súvislosti s 
realizáciou EMB. Výsledkom by bolo 
pred��enie a skvalitnenie �ivota pacientov po 
HTx.

 
Zoznam pou�itej literatúry 

1. Brunner-La Rocca HP, Scheneider J: Cardiac allograft rejection late after transplantation is a risk factor 
for graft coronary artery disease. Transplantation 1998; 65: 538–43. 
2. Akhlaghi F, Jackson CH, Parameshwar J: Risk factors for the development and progression of 
dyslipidemia after heart transplantation. Transplantation 2002; 73:1258–1264. 
3. Bellotti G, Bocchi EA, Goiato MA: Lipid profile changes during the late follow-up after heart 
transplantation. Arq Bras Cardiol 1996; 66: 263–266. 
4. Sýkora P, Repiská V, Hal� ák L: Establishment of paraoxonase and aryleesterase activity of paraoxonase 1 
(PON1) in dependence on 55(L/M) and 192(Q/R) DNA polymorphism in adult people with Down syndrome. 
Journal of special education and rehabilitation 2010; 11(1-2): 103-113.   
5. Puk CG, Bocchi EA, Lo Prete AC: Transfer of cholesterol and other lipids from a lipid nanoemulsion to 
high-density lipoprotein in heart transplant patients. J Heart Lung Transplant. 2009; 28(10): 1075-1080. 

Tab.1: Charakteristika jednotlivých skupín. 



 

 �� �

� lenovia hodnotiacej komisie – Sekcia výu� bových pomôcok
 

RNDr. Ivan Varga, PhD., PhD. 

MUDr. Juraj Martinka, PhD. 

MUDr. Hana Gergišáková 

 
 
Ví� azné práce sekcie 
 

1. Vazaios Christos, Spyridon Virlas 

Topographical relations of the sacral plexus 

2. Miriama Náglová, Michal Kraj� ovi�  

Príprava interaktívneho anatomického atlasu 

3. Gordillo Resina Luis Manuel, Xilas Christos 

Topographical and anatomical applications of canalis pudendalis 

 

 
 
 

���������������������� ��!	�" �
%��� ��&'�()�&'�*�+�,-���  



 

 �� �

,�)%#�
 (! 7?
 )+C,
 +!�!" #�0)(#�
  '�#+)!%,
 #%7
 )+C,
 (�)%)(#�

#���)(#+)!%


Evridiki - Theodora Christodoulopoulou, Christos Chatzakis, Vasiliki - Kasiani Chailazi 

(General Medicine, Year 2) 
 
Tutor :MUDr. Hisham El Falougy. PhD., MUDr. Petra Šelmeciová, PhD. 

Department of Anatomy, Faculty of Medicine, Comenius University, Bratislava 
 
Introduction 

Aim of this project is to inform our medical 
society about the significance of the spinal cord 
morphology and physiology in every aspect of 
the clinical practice, it’s topographical relations 
to the other parts of the human body and the 
diseases related.  

The spinal cord together with the brain 
makes up the Central Nervous System. Extends 
from the medulla oblongata, runs along the 
vertebral canal of the vertebral column and 
inferiorly tapers off into the conus medullaris 
and continues as filum terminale (in the 
coccyx). Consists of columns of motor and 
sensory nerve cells, the gray mater, surrounded 
by ascending and descending tract, the white 
mater. It’s surrounded by the three meninges, 
the dura marter, the arachnoid and the pia mater. 
Further protection is provided by the 
cerebrospinal fluid, which surrounds the spinal 
cord in the subarachnoid space. 
 
Materials and methods 

For the purposes of our project we used a male 
corps in the age of 70, who died from natural 
causes, from the department of Anatomy of our 
university. The body was conserved by 
intravascular solutions containing formaldehyde 
and alcohol later it was put in the bath of 
alcohol and formaldehyde. It was placed in face 
down position on the dissection table. After, 
using scalp and forceps, we started the removal 
of the skin, the fascia, the superficial muscles 
and the deeper muscles in order to reveal the 
vertebral column (the spinal processes of the 
vertebrae and significant part of their arches). 
Then using the wedge and hammer we broke the 
vertebrae in the points of the Vertebral arches 
and separated the longitudinal and interspinous 

ligaments. The dissection of the cadaver was 
made by Mráz, P et al. 
 
Results 

In the final step we revealed the spinal canal 
where the spinal cord is located. We followed 
the spinal nerves from the periphery to the 
spinal cord, separated them one by one, from 
the rest structures of the cadaver. Finally, the 
spinal cord was extracted surgically after a 
series of dissections with it’s related nerves 
(cervical plexus, brachial plexus, intercostals 
nerves, lumbar plexus and sacral plexus). 
 
Discussion  

The spinal nerves exiting from the intervertebral 
foramina through the whole body. The spinal 
cord is segmented and is attached 31 pairs of 
spinal nerves by the anterior(motor) and 
posterior(sensory) roots. Spinal Cord is devided 
into 8 cervical segments, 12 thoracic segments, 
5 lumbar segments, 5 sacral segments and 1 
coccygeal segment.  

The cervical segment gives rise to the 
cervical plexus C1 – C4, which is responsible 
for the head, neck and shoulder muscles 
contractions (ansa cervicalis ) and the 
diaphragm  movements (phrenic nerve). Also 
gives rise to the brachial plexus C4 – C8 with 
the T1 from the thoracic segment, which is 
responsible for the innervation of the muscles of 
the upper extremities (chest, shoulder, arms and 
hands). The thoracic segment gives rise to the 
intercostals nerves T2 – T12 that innervates the 
trunk, the abdomen (T7 – L1) and the genital 
organs (T11 – L2). The lumbar segment gives 
rise to the lumbar plexus L1 – L4 which 
innervates the back, abdomen, groin, thighs, 
knees and calves. The sacral segments give rise 
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to the sacral plexus which innervates the pelvis, 
buttock, genital organs, thighs, calves, feet, also, 
the bowel and bladder. Combination of the 
lumbar and sacral segments innervates the lower 
extremities. 

Many diseases are relative to varying 
injuries of the spinal cord. Each injury can 
effect varies parts of the body, according to the 
point in which the injury took place. An injury 
could affect the anterior and the posterior nerve 
roots, the ascending tracts (lateral spinothalamic 
tract, anterior spinothalamic tract, fasciculus 
gracilis and fasciculus cuneatus), descending 
tracts (pyramidal tract or corticospinal tract, 
reticulospinal tract, vestibulospinal tract, 
rubrospinal tract, tectospinal tract and 
olivospinal tract) extrapyramidal tracts, the 
upper motor neurons, lower motor neurons and 
many others. All these injuries that have been 
mentioned above can lead to severe symptoms 
and diseases such as, acute and chronic pain, 
muscle tone, Babinski sign(dorsal flexion of the 

great toe, and the other toes fan outward), 
absence of superficial abdominal reflexes, 
absence of cremasteric reflex, loss of 
performance of fine-skilled voluntary 
movements, severe paralysis, spasticity or 
hypertonicity of the muscles, exaggerated deep 
muscle reflexes, Clasp-knife reaction(when 
passive movement of a joint is attempted), 
flaccid paralysis of muscles supplied, atrophy of 
muscles supplied, loss of reflexes, muscular 
fasciculation, hemiplegia, monoplegia, diplegia, 
paraplegia, quadriplegia and many more.  

Also in the disorders of spinal cord we 
may add the diseases caused by the appearance 
of a cancer tumor. Cancer tumors may appear in 
the area of the spinal cord for the first time (as 
new cancer) or by metastasis. They press points 
of the spinal cord causing disorders according to 
the point (location) the tumor is. The same 
effect might also have benign lesions – tumors 
that although they are not cancerous they are 
growing and press the spinal cord. 
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Introduction and purpose of work 

Our project is about the clinical and anatomical 
features of the brachial plexus in the general 
population, without any abnormalities or 
malformations. The reason that we chose this 
subject is the need of a deeper understanding of 
the anatomical features of the brachial plexus 
due to its high clinical importance in our future 
careers as physicians. 

The aim of this project is to relate the 
theoretical knowledge of the anatomical features 
of the brachial plexus to the observation of these 
features on human cadavers. This relation is 
necessary for a deeper and meaningful, 
knowledge and understanding, of the anatomy 
and function of the brachial plexus. The 
importance of the brachial plexus is shown in 
many medical articles, in reliable, well-known 
scientific magazines. 

In a recent research performed by the 
Clinical Neurophysiology Unit, Neurosurgery 
Division, AOU CTO, Torino, Italy with title: 
“traumatic peripheral nerve injuries: 
epidemiological findings, neuropathic pain and 
quality of life in 158 patients.” Referring to 158 
patients and after a total analysis of 211 
traumatic neuropathies was shown that the 
brachial plexus was a frequent site of traumatic 
injury (36%) and the radial, ulnar, and peroneal 
were the most commonly involved nerves with 
15% of iatrogenic injuries. 
 In another research performed by the 
Department of Neurological Sciences, State 
Medical School (FAMERP), São José do Rio 
Preto, São Paulo, Brazil, with the title: 
“Peripheral nerve injuries: a retrospective 
survey of 456 cases.“ , referring to 456 cases, in 
a range of 16 years ,has shown that combined 
lesions of peripheral nerves most commonly 
involved the ulnar and median nerves, upper-

limb peripheral nerve injuries occurred in 73.5% 
of cases; the ulnar nerve was most often injured, 
either singly or in combination and that 
penetrating trauma commonly affected the ulnar 
and median nerves; falls and gunshot wounds 
frequently affected the ulnar, radial, and median 
nerves.  

All of the above has shown once more 
the great importance of a deeper understanding 
of the brachial plexus’s anatomical features. 
Also due to the high risk of injury of the 
brachial plexus in its infraclavicular part, it was 
a motivating factor, for us, to focus mainly on 
the infraclavicular part and not in such a great 
depth on the supraclavicular part of the brachial 
plexus. 
 
Materials and methods 

Three human cadavers, one female and two 
male, with no diagnosed abnormalities or 
history of severe trauma of the brachial plexus, 
were used.  The cadavers were given by the 
institute of anatomy of Comenius university of 
Bratislava and had already been prepared for the 
dissection.  

The preparation included the drainage of 
their blood and storage of the cadavers in 
formaldehyde for at least 6 months in order to 
eliminate the risk of contamination and for 
better preservation of the cadavers. 

The dissection was done by the 
guidelines given by Mráz, P et al. A synopsis of 
the dissection procedure includes: 

·  Skinning of the upper limb, removing only 
the skin and leaving the superficial fascia 
undisturbed. 

·  Removal of the fat so that the deep fascia 
and the major cutaneous nerves may be 
observed. 
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·  Observation of:  
·  Superior lateral cutaneous nerve of the arm 
·  Inferior lateral cutaneous nerve of the arm 
·  Posterior cutaneous nerve of the arm 
·  Intercostobrachial nerve 
·  Medial cutaneous nerve of the arm 
·  Medial cutaneous nerve of the forearm 
·  Lateral cutaneous nerve of the forearm 
·  Posterior cutaneous nerve of the forearm 
·  Removal of deep fascia. 
·  Opening of the axillary region. 
·  Retraction and reflection of muscles in order 

to observe the brachial plexus cords. (named 
according to their relationship to the second 
part of the axillary artery): 

·  Lateral cord 
·  Medial cord 
·  Posterior cord  
·  Retraction and reflection of muscles for 

observation of: 
·  Musculocutaneous nerve  
·  Ulnar nerve  
·  Median nerve  
·  Axillary nerve  
·  Radial nerve  

 
In every step of the student project photographic 
documentation were kept.  
 
Results  

The successful location and observation of the 
brachial plexus anatomical position in the 
human body and the course of the individual 
nerves in the upper limb were the main findings 
of our research. 

A major finding of our project was also 
the location of the brachial plexus parts, which 
on their course, project superficially and are 
related in many peripheral nerve injuries. For 
example the radial nerve, which passes anterior 
to the lateral epicondyle and later, continues in 
the forearm. 

Another finding of our project was the 
location of the brachial plexus parts that are in 
danger of entrapment such as the entrapment 
and pressure of median nerve in the carpal 
tunnel (carpal tunnel syndrome). 
 
Discussion and proposals for further 
research  

From our results the reasons of the high 
epidemiology of brachial plexus injuries, in 
contrast to the rest of the plexuses, become 
obvious. In many parts the brachial plexus 
becomes superficial with high risk of injury, 
also in many parts it accompanies major 
anatomical structures, such as arteries and veins, 
something that may lead to a potential pressure 
of the nerves. In addition, the modern way of 
living has as a result, the high epidemiology of 
vertebral column syndromes, such as the 
cervical region pain syndrome, that usually 
leads to related injuries or pressure of the roots 
of the brachial plexus, and these, with  their 
turn, usually have as a result related pain or 
impairments in the movement of upper limb. 

All of the above indicate the need for 
further research on the supraclavicular part of 
the brachial plexus and also I the need for 
research not only in cadavers with regular 
anatomical features but also in cadavers with the 
main and most common pathological conditions 
of the brachial plexus. 
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Introduction 

The sacral plexus is formed by the lumbosacral 
trunk (parts of L4 and L5) and the ventral rami 
of S1-S3. The major nerves of the sacral plexus 
are the sciatic nerve, which is divided in the 
level of the knee into tibial and common fibular 
nerve, and pudendal nerve. In the sacral plexus 
belong also superior and inferior gluteal nerves 
and posterior femoral cutaneous nerve. The 
nerves of the sacral plexus are responsible for 
motoric innervation of extensors (inferior 
gluteal nerve) and abductors (superior gluteal 
nerve) of the hip and also innervation of some 
muscles of the lower extremities (tibial and 
common fibular nerve), sensory innervation of 
perineum and posterior surface of the thigh and 
leg is also provided (posterior femoral 
cutaneous nerve). In this project we would like 
to understand the anatomy of the sacral plexus 
and the morphological basis of some clinical 
cases concerning the nerves of the sacral plexus. 
We would like also to mention some variations 
of the anatomy of these nerves, because they 
contribute to overall understanding of the 
clinical symptoms and diagnostic procedures. 
 
Material and methods 

For our project we used the cadavers from the 
anatomical department in the faculty of 
medicine of Comenius University. We used 5 
male cadavers which were in 75 to 80 years old. 
For the dissection of the cadavers we used the 
procedures as they are written in 
Pitvené Cvi� enia of Peter Mráz et al. We started 
by dissecting the superficial nerves of the 
gluteal region (cluneal nerves). We slowly 
removed the skin and we tried to find the nerves 
in the underlying fatty tissue. It was very 
difficult to find the very thin fibers of these 
nerves due to the the occurrence of too much 
fatty tissue in this region and the high diversity 

of their occurrence in this region. . In the next 
step of our dissection we dissected the region 
below the gluteus maximus muscle. 
 
Results 

During our dissections we were able to find 
most of the branches of the sacral plexus. In the 
superficial layer of the gluteal region we were 
able to find the inferior cluneal nerve, which is 
the branch of the posterior femoral cutaneous 
nerve. After the removal of gluteus maximus we 
were able to see the sciatic nerve passing 
through the infrapiriform foramen together with 
the posterior femoral cutaneous nerve. Because 
of the fact that the sciatic nerve is the thickest 
nerve in the human body and the biggest nerve 
of the sacral plexus we dissect it along its whole 
path in the posterior side of the thigh until its 
bifurcation in the level of the knee into tibial 
and common fibular nerve. During our study we 
the route of the sciatic nerve showed no 
variations and its route was from the 
infrapiriform foramen extends beneath the 
gluteus maximus muscle and biceps femoris 
muscle in the direction of the knee joint. The 
bifurcation of the nerve showed also no 
variations and it was visible in the level of the 
knee joint in the popliteal fossa. After the 
bifurcation of the sciatic nerve we also studied 
the course of the tibial and common fibular 
nerves. The tibial nerve gives off several 
motoric branches and gives also the medial sural 
nerve which then connects with the 
communicating branch of the common fibular 
nerve and they form the sural nerve. The 
posterior femoral cutaneous nerve is leaving 
together with the sciatic nerve and passes below 
the gluteus maximus continiouing directly under 
the fascia lata where it gives the sensory 
innervations to the posterior surface of the 
thigh. During our study we were able to identify 
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and visualize the smaller branches of this nerve 
to the fascia lata. We dissect and study the 
pudendal nerve which is also leaving the pelvis 
from the infrapiriform foramen. The pudendal 
nerve continuous its course in the Alcock’s 
canal (pudendal canal) where it starts to give its 
branches. Except of the dissection of peripheral 
parts of the nerves we dissected the region of 
their arising near the sacral bone. There we were 
able to to dissect and study the joining of the 
lumbosacral trunk with the ventral rami of the 
nerves from S1-S3. 
 

 

 
Discussion 

The study of the sacral plexus is important from 
clinical point of view due to some compressions 
and lesions of the nerves of the sacral plexus. 
The compressions can be intraspinal, as well as 
extraspinal. The compression of the sciatic 
nerve is the most common, it is accompanied by 

leg pains and numbness and it is known as 
sciatica. The sciatic nerve can be compressed 
intraspinally by a lot of reasons such as 
intradural and extradural cysts and tumors 
(mainly Schwannomas), adult tethered cord 
syndrome, spinal epidural abscesses and 
hematomas, facet syndrome, lumbosacral 
deformities and instabilities, intervertebral disc 
herniation. The extraspinal causes of sciatica are 
much difficult to detect, due to some variations 
that the course of the nerve may have in his 
course. Main causes of extraspinal sciatica can 
be sacroiliitis, piriformis syndrome, intrapelvic 
processes, and hip arthrosis. Sacroiliitis is one 
of the major causes of sciatica as well as 
intrapelvic processes and piriformis syndrome. 
Intrapelvic compressive processes may affect 
the nerve as it passes from the neural foramina 
to the greater sciatic notch. Reported intrapelvic 
compressing processes include tumors, 
hematoma, endometriosis, tubo-ovarian abscess, 
presacral abscess,, and aneurysms. Sciatica is 
caused by piriformis syndrome in 6% of the 
patients. Hypertrophy or inflammation of the 
piriformis muscle can be the cause of the 
pririformis syndrome. Great role can play the 
variations of the course of the sciatic nerve in 
the piriformis syndrome occurrence and also in 
clinical its clinical appearances. According to 
afford mentioned we can easily understand that 
the understanding of the anatomy of the nerves 
of the sacral plexus so we can understand the 
morphological basis of these diseases. The 
anatomy of the nerves can vary and the 
variations can be the cause of some diseases as 
well as the cause of different clinical appearance 
of one disease. 
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Fig. 1: In this figure we are able to see two of the 
nerves exiting from the sacral bone and starting 
their way into the pelvis. 
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Introduction and purpose of the work 

The pudendal canal (Alcock's canal) is an 
anatomical structure in the pelvis through which 
the internal pudendal artery, internal pudendal 
veins and the pudendal nerve pass. One of the 
most important nerve (S2-S4) in the pelvic 
region because of its specific innervations 
participates in everyday life. 

The aim of this project is to understand 
the main functional, pathological and structural 
part of canalis pudendalis. 
 
Materials and methods 

We used 4 male cadavers from the Anatomy 
department of the Comenius University, 
Bratislava. Dissection was made according to 
procedures described in Pitevné cvi� enia (Mráz 
et al 1995). 
 To arrive to the Pudendal canal we had 
to localize the gluteal region in the posterior 
side of the body. The limits where we worked is 
lineated superiorly along the side of the iliac 
crest.Inferiorly along the side of the gluteal 
sulcus and laterally along the side of the greater 
trochanter. 

We removed the skin and we found fatty 
tissue and between we also found the clunial 
nerve for the skin innervations. When we 
removed the fatty tissue we found the gluteal 
fascia which covers the gluteus maximus 
muscle and the anterior part of the gluteus 
medius muscle. We cut the Gluteus maximus 
from the insertion and we continued cutting 
through the sacrum, and we could see the 
gluteus medius, piriform, gemellus superior and 

inferior, the obturator internus, and the 
quadratus femoris muscles. 
 
Results 

The pudendal nerve is a branch from sacral 
plexus(S2 - S4),comes out from the 
infrapiriformis hiatus and turns back through the 
lesser sciatic foramen into the ischiorectal fossa. 

The suprapiriform and infrapiriform 
hiatuses are two parts of the grater sciatic 
foramen divided by the piriform muscle.The 
borders of the greater sciatic foramen are: 
superoanterior (greater sciatic notch), posterior 
(sacrotuberal ligament) and inferior (sacrospinal 
ligament). 

Structures passing through the 
infrapiriformis hiatus: Pudendal nerve together 
with inferior gluteal artery and nerve, sciatic 
nerve, posterior pudendal artery. 

Structures passing through the lesser 
sciatic foramen: Pudendal nerve, inferior 
pudendal artery,  obturator nerve, tendon of the 
obturator internus. 

The pudendal nerve and artery runs 
together through the infrapiriform hiatus, 
turning around the spina ischiadica, and goes 
back through the foramen ischiadicum minus 
into the ischirectal fossa. It runs along side the 
lateral wall of the fossa which is the obturator 
internus muscle, in the pudendal canal. 

This canal is formed by the fascia 
obturatoria that forms a double layer, 
surrounding the internal pudendal artery, veins 
and pudendal nerve.  

The Pudendal nerve, innervates the 
rectum, penis and clitoris, urethra and perineal 
muscles.
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Main Functions of the pudendal canal: 
 

·  The Pudendal nerve is divided in branches: 
 
Inferior rectal branch: Control the sphincter 
muscles of the final part of the rectum and anal 
canal. 
 
Superficial and deep perineal nerve which give 
respectively the posterior 
scrotal(men)/labial(women) nerves, that control 
these areas, and the dorsal nerve of penis/clitoris 
control the stimulation and also the erection, 
produces plessure in the sexual activity.  
 

·  The internal pudendal artery is an artery that 
branches off the internal iliac artery, 
providing blood to the external genitalia. 

·  The external pudendal veins (deep pudendal 
& superficial pudendal) are veins of the 
pelvis which drain into the great saphenous 
vein. 

·  The internal pudendal veins begin in 
the deep veins of the penis which issue from 
the corpus cavernosum penis, accompany 
the internal pudendal artery, and unite to 
form a single vessel, which ends in 
the hypogastric vein. Also, they receive the 
veins from the urethral bulb, and 
the perineal and inferior hemorrhoidal veins. 

 
Discussion 

Symptoms 
 

·  At the top of the list are urinary and 
fecal problems. 

 

They are frequent and can often aggravate the 
symptoms described above. They are burning 
sensation when urinating, an increase in urinary 
frequency as well as some sphincter troubles 
such as dysurie (urination hesitation), difficulty 
expulsing the last spray of urine and small post- 
urination leak. There is also an urge to urinate 
even when the bladder is almost empty. There 
are pains linked to defecation followed by 
diarrhoea and/or constipation. The feelings of 
discomfort in the rectum don’t improve the 
situation and encourage the patient to multiply 
his movements that result in the aggravation of 
the initial symptoms.  
 

·  Sexual troubles  
 
For men, ejaculation is painful and make things 
worse. The erection is less firm and sometimes 
doesn’t happen. The control of ejaculation is 
difficult and the expulsion of the sperm doesn’t 
happen properly. For women, the problems are 
similar. Pains during intercourse, absence of 
pleasure, clitoris and vulva over sensitive, 
discomfort during penetration. 
 

·  Pudendal nerve entrapment syndrome 
 
The symptoms of pudendal nerve entrapment 
syndrome arise from changes in nerve function 
and structural changes in the nerve that arise 
from the mechanical effects of compression. 
These changes give rise to so-called 
“neuropathic” pain in the perineum, genital and 
ano-rectal areas. 

Neuropathic pain has many 
manifestations, most commonly spontaneous or 
evoked burning pain (also called 
“dysaesthesia”) with or without a component of 
severe lancinating (sudden, ‘electric shock-
like’) pain.Other manifestations of “neuropathic 
pain” include a deep aching pain/sensation, 
increased appreciation of a sensation to any 
physical stimulus (“hyperaesthesia”), 
exaggerated sensation of pain for a given 
stimulus (“hyperalgesia”), pain sensation 
occurring with stimulation which doesn’t 
normally cause pain (“allodynia”) or an 
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unpleasant, exaggerated prolonged pain 
response (“hyperpathia”). 
 
The characteristic feature of pudendal nerve 
entrapment syndrome is aggravation of 
symptoms with assuming a sitting position, 
often after a short duration of sitting. Symptoms 
are typically relieved by standing and are 
usually absent when lying down or sitting on a 
toilet seat. 
 
Causes 

There are numerous possible causes for 
pudendal neuropathy. Some of the possible 

causes are an inflammatory or autoimmune 
illness, frequent infections, tension on the nerve, 
a nerve entrapment similar to carpel tunnel 
syndrome, or trauma to the nerve from an 
accident/fall, exercise, childbirth, prolonged 
sitting, or surgery. Sometimes ,doctors have 
theorized that the problem can be hereditary due 
to a musculoskeletal predisposition. 
Occasionally the problem originates in the spine 
or sacral area rather then the peripheral 
pudendal nerve. 

 
 
References 

Richard S., Ph.D. Snell, Barbara F. Westmoreland .Clinical Neuroanatomy for Medical Students 7th ed. 
Lippincott Williams & Wilkins Publishers,Philadelphia(USA), 1-542 
Rohen/Yokochi/Lutjen-Drecoll.Colour Atlas of anatomy 6th ed.Miesbach(Germany),2006,1-532 
Fred M. Howard/Paul Perry/James Carter/Ahmed M. El-Minawi .Pelvic Pain: Diagnosis and 
Management.Lippincott Williams & Wilkins, Philadelphia(USA), 1-541 
Tin-Chiu Li/ William L. Ledger. Chronic Pelvic Pain. Taylor & Francis Ltd, London, 2006 ,1-227 
Werner Kahle, M.D./ Michael Frotscher, M.D.Color Atlas and Textbook of Human Anatomy - Volume 
3.Thieme, Stuttgart · New York, 2003,96-97 
 
Internet sites: 
 
http://www.chronicprostatitis.com/pne.html 
http://www.pudendalsite.com/pudendal_nerve.php 
http://www.dermnetnz.org/site-age-specific/pudendal-entrapment.html 
http://www.pudendalhelp.com/home.html 
http://pudendalhope.org/ 



 

 	� �

� :� #-#
)%+' #�+:-%'0!
#%#+!$)(�30!
#+�#,�


Miriama Náglová, Michal Kraj � ovi�  

(všeobecné lekárstvo, 3.ro� ník; všeobecné lekárstvo, 3.ro� ník) 
 
Školite� : doc. MUDr. Eliška Kubíková, PhD.  

Anatomický ústav LFUK 
 
Úvod 

Anatómia � udského tela je neustálym záujmom 
lekárov  i vedcov v  rámci normálnej aj 
patologickej anatómie. Tento záujem sprevádza 
� udstvo od nepamäti. Neexistuje �iaden model, 
�iaden program, ktorý by klasickú anatomickú 
pitvu presiahol. 

V sú� asnej dobe síce máme k dispozícií 
ve� ké mno�stvo atlasov, ktoré podávajú 
informácie o jednotlivých anatomických 
štruktúrach, ale nepochybne vä� šiu cenu pre 
nás, študentov medicíny, majú pitevné cvi� enia, 
kde vidie�  anatomické  štruktúry na kadáveroch. 

O tom je aj príprava interaktívneho 
anatomického atlasu, ktorý na základe 
špeciálneho programu budú môc�  študenti 
vyu�íva�  v rámci svojho štúdia i prípravy na 
samotnú skúšku. Interaktívny anatomický atlas 
bude obsahova�   postupne všetky topograficko-
anatomické oblasti s jednotlivými štruktúrami, 
ktoré v nich prebiehajú. Bude k dispozícií na 
webovej stránke Anatomického ústavu a takisto 
v rámci MEFANET-u. 

Tento rok sme sa rozhodli prinies�  
zábery, ktoré vystihujú našu prácu na tomto 
projekte. Je pochopite� né, �e práca je na dlhšie 
obdobie a dávame si ve� ké predsavzatia a ciele, 
so snahou do � alšieho roka prinies�  u� aj 
samotný interaktívny atlas s � alšími 
topografickými oblas� ami. 
 
Materiál a metódy 

Pitva bola uskuto� nená na kadáveri 75 ro� ného 
mu�a. Samotná dokumentácia obsahuje zábery 
od povrchu, � i�e od ko�e, a� do h�bky, priamo 
do danej topografickej oblasti (fossa cubiti). Pri 
samotnej pitve vychádzame, z techniky, kedy 
majú by�  pitevné nástroje dr�ané „ako príbor“, 
� o je najvhodnejšia technika pri preparácií 
jemných útvarov. Postupovali sme zo za� iatku 
ve� mi pomaly. Trvalo nejakú dobu, kým sme 

prišli na nám vyhovujúci postup.   
A samozrejme základné rezy sú vedené v smere 
o� akávaných útvarov, � o vy�aduje ur� ité 
znalosti anatómie. 
  
Výsledky 

Príprava interaktívneho anatomického atlasu 
zah�� a v prvom rade fotografickú dokumentáciu 
pitvy, danej topografickej oblasti. Chceli by sme 
da�  do povedomia, �e pitva je uskuto�� ovaná 
nami, študentmi. 

Anatomický ústav, na � ele s prednostkou 
a našou školite� kou zárove�  nám dal 
k dispozícií samostatný kadáver, ktorý slú�i len 
na tieto ú� ely, to znamená, �e tu postupne 
uskuto� níme pitvu aj iných topografických 
oblastí (canalis carpalis, canalis inguinalis, fossa 
poplitea, trigonum Petiti,....) a zárove�  by sme 
chceli nahliadnu�  aj na štruktúru niektorých 
orgánov. Tieto jednotlivé pitvy (spolu 
s minuloro� nou pitvou fossa axilaris) budú 
zintegrované v jednom spolo� nom 
interaktívnom anatomickom atlase. 
Tento atlas bude k dispozícií na MEFANET-e.  

Našim cie� om je  od� ah� i�  samotné 
štúdium anatómie, ako na pitevné cvi� enia, tak 
aj na samotnú skúšku, nako� ko platí všeobecne 
známe lepšie vidie�  ako sto razy po� u� . 
 
Diskusia 

Pitvy na anatomických cvi� eniach boli aj budú 
ve� kým prínosom v rámci štúdia anatómie 
� udského tela. Praktické cvi� enia otvárajú 
takmer reálny obraz o � udskom tele a sú 
nepochybne prínosom aj pomocou. Nie je však 
mo�né, aby ka�dý študent mohol v rámci 
pitevných cvi� ení absolvova�  pitvu všetkých 
anatomických štruktúr. A práve preto, tento 
reálny obraz nami poskytnutý bude pomôckou 
pre ka�dého jedného z nich. 

���������������������� ��!	�" �
%��� ��&'�()�&'�*�+�,-���  



 

 		 �

� lenovia hodnotiacej komisie – Klinická sekcia 
 

doc. MUDr. Peter Valkovi� , PhD. 

doc. MUDr. Stanislav Oravec, CSc. 

MUDr. Igor Rie� anský, PhD. 

MUDr. Rastislav Va�an, PhD. 

 
 
Ví� azné práce sekcie 
 

1. MUDr. Andrea Janegová 

Úloha AKT signaliza� nej dráhy v progresii plazmocytómu 

2. MUDr. Magda Suchánková 

Analýza solubilnej molekuly TREM-1 v tekutine z bronchoalveolárnej lavá�e 

pacientov s p� úcnou formou sakroidózy a inými intersticiálnymi pneumopatiami 

3. MUDr. Dominika Kevická 

Kultivované alogénne keratinocyty v terapii rán vzniknutých po odbere 

dermoepidermálnych autotransplantátov (kompletizácia súboru) 
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Mgr. � ubomír Kura � ka1 

(neurológia) 
 
Spoluautori: RNDr. Terézia Kalnovi� ová, CSc.2, RNDr. Jarmila Kucharská, PhD,3 
 
Školite� : prof. MUDr. Peter Tur � áni, PhD.2 
1Ústav lekárskej chémie, biochémie a klinickej biochémie LF UK, 21. neurologická klinika LF UK, 3III. 
interná klinika LF UK 
 
Úvod  

V patogenéze demyeliniza� ných ochorení, 
vrátane sklerózy multiplex (SM) zohráva 
významnú úlohu oxida� ný stres. Zvýšené 
energetické po�iadavky axónov, zlyhanie 
mitochondrií spojené s následnou depléciou 
makroergických fosfátov je jednou z mo�ných 
prí� in axonálnej degenerácie a disability pri SM. 
V tejto súvislosti nás zaujímalo do akej miery sa 
zvýšenie purínového katabolizmu v CNS odrá�a 
v antioxida� nej kapacite plazmy prezentovanej 
hladinami niektorých lipofilných vitamínov 
a v plazmatických hladinách produktov 
lipoperoxidácie. 
 
Materiál a metódy 

Analyzovaný súbor pozostával z 24 pacientov 
(�eny, priemerný vek 36,8 ± 11,5) s klinicky a 
laboratórne (pozitívny nález oligoklonálnych 
pásov IgG v CSF) potvrdenou diagnózou SM a 
z kontrolnej skupiny, ktorú tvorilo 17 
neurologických pacientov (�eny, priemerný vek 
38,3 ± 14,6) s diagnózou G43-G44, 
s negatívnym likvorovým nálezom. 

Hladiny degrada� ných produktov 
purínových nukleotidov, kyseliny mo� ovej 
(KM), hypoxantínu (HYP), xantínu (XAN), 
inozínu (INO) a adenozínu (ADO) 
v cerebrospinálnom likvore (CSF) a plazmatické 
hladiny koenzýmu Q10 (CoQ10), alfa-

tokoferolu, gama-tokoferolu, beta-karoténu a 
markera lipoperoxidácie TBARS (látky 
reagujúce s kyselinou thiobarbiturovou) sme 
stanovili pomocou vysokoú� innej kvapalinovej 
chromatografie (HPLC) (1,2). Výsledky boli 
hodnotené pomocou štandardných štatistických 
postupov (Kolmogorov-Smirnovov test, 
Spearmanov korela� ný test). 
  
Výsledky 

V porovnaní s kontrolnou skupinou sme u SM 
pacientov zistili štatisticky signifikantné 
zvýšenie likvorových hladín inozínu, 
hypoxantínu a xantínu a signifikantné zní�enie 
likvorových hladín adenozínu (obr. 1). Hladiny 
plazmatických vitamínov boli u SM pacientov 
zní�ené alebo sa nachádzali v dolnom rozsahu 
referen� ných hodnôt (tab. 1). Najvýraznejší 
pokles sa pozoroval v hladinách gama-
tokoferolu (75% pacientov), potom beta-
karoténu (43,5%) a CoQ10 (37,5%). Hladiny 
alfa-tokoferolu sa významne nelíšili. Zvýšené 
plazmatické hodnoty TBARS malo 80% SM 
pacientov (tab. 1), ktoré štatisticky významne 
korelovali s likvorovými hladinami adenozínu. 
S likvorovými hladinami degrada� ných 
produktov purínových nukleotidov signifikantne 
korelovali plazmatické hladiny CoQ10 (XAN, 
XAN/HYP) a gama-tokoferolu (KM/X) (Tab. 
1).
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Diskusia  

Prezentované výsledky indikujú, �e analyzovaná 
skupina SM pacientov vo v� asnom štádiu tohto 
ochorenia sa vyzna� uje zní�enou antioxida� nou, 
imunoregula� nou a neuroprotektívnou 
ochranou, � o sa odrá�a vo zvýšenom 
metabolizme purínových nukleotidov, 
v zní�ených plazmatických hladinách vitamínov 
CoQ10, alfa- a gama- tokoferolu a beta-
karoténu, zvýšenými plazmatickými hladinami 
TBARS a zní�enými likvorovými hladinami 
adenozínu, neuroprotektívnej látky CNS. Krv 
pacientov so sklerózou multiplex vykazuje 
znaky signifikantného oxida� ního stresu. 
K niektorým podobným výsledkom prišli 
viacerí autori (3-6). 

CoQ10 je esenciálny faktor pre tvorbu 
ATP v procese oxida� nej fosforylácie 
prebiehajúcej v mitochondriách. Prenáša 
elektróny z komplexu I (NADH CoQ reduktáza) 

na komplex III (cytochróm bc1 komplex) alebo 
z komplexu II (sukcinátdehydrogenáza) na 
komplex III. Redukovaná forma CoQ10 pôsobí 
tie� ako antioxidant. Chráni biologické 
membrány pred oxidáciou a inhibuje 
peroxidáciu lipoproteínov v cirkulácii. Ako 
antioxidant sa zú� ast� uje recyklizácie alfa-
tokoferolu (6). 

Vo vyšetrovanej skupine SM pacientov 
sme zaznamenali významné zní�enie 
plazmatických hladín CoQ10, ktoré korelovali 
s plazmatickými hladinami alfa tokoferolu (r= 
0,4934; p=0,027) a s degrada� nými produktmi 
purínových nukleotidov v CSF (tab.1), � o 
poukazuje na ú� as�  CoQ10 v procesoch 
regenerácie alfa-tokoferolu a jeho mo�nom 
zahrnutí v mechanizmoch spôsobujúcich 
alterácie v metabolizme purínových 
nukleotidov.

 
Parametre 
(µmol/l) 

 
SM pacienti 
n = 24 
 

 
Ref. 
Hodnoty 
(µmol/l) 

 
Korelácie vitamínov v plazme a 

metabolitov purínov v CSF 

Koenzým Q10 
 
 
Zní�ené hodnoty 

0,44 ± 0,11 
Med = 0,42 
(0,27 – 0,76) 
9/24 (37,5%) 

 
0,4 – 1,0 

HYP            r = 0,422; p = 0,081 
XAN           r = 0,553; p = 0,017 
XAN/HYP   r = 0,535; p = 0,022 
KM/XAN    r = 0,411; p = 0,089 
Adenozín    r = 0,448; p = 0,062 

Alfa-tokoferol 
 
 
Zní�ené hodnoty 
 

22,1 ± 5,6 
Med = 21,1 
(14,9 – 38,3) 
1/24 (4,2%) 

 
15 – 40 

 
NS 

Gama-tokoferol 
 
 
Zní�ené hodnoty 

1,55 ± 0,60 
Med = 1,63 
(0,50 – 2,69) 
18/24 (75%) 

 
2 – 7 

 
KM/X        r = 0,541; p =0,0204 

Beta-karotén 
 
 
Zní�ené hodnoty 

0,62 ± 0,59 
Med = 0,31 
(0,09 – 1,68) 

10/23 (43,5%) 

 
0,3 – 3,0 

 
NS 

TBARS 
 
 
Zvýšené hodnoty 

4,95 ± 0,79 
Med = 4,92 
(3,57 – 6,73) 
15/20 (75%) 

 
< 4,5 

 
Adenozín    r = -0,478;  p= 0,0447 

Tab. 1: Priemerné hodnoty (± SD), medián (Med) vitamínov a TBARS v plazme u 
pacientov so sklerózou multiplex (SM) a ich korela� né vz� ahy s degrada� nými produktmi 
purínových nukleotidov v cerebrospinálnom likvore (CSF). 
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Vitamín E, ktorý sa vyskytuje vo forme alfa, 
beta, gama a delta tokoferolov, sa vyzna� uje 
antioxida� nou, protizápalovou a 
antikarcinogénnou aktivitou (7-8). Hlavnou 
formou vitamínu E v krvi a v tkanivách je alfa-
tokoferol, ktorého základnou funkciou je 
ukon� i�  re� azovú reakciu lipoperoxidácie a 
takto chráni�  bunkové membrány a LDL pred 
oxida� nou dezintegráciou. Pri ochorení SM má 
alfa-tokoferol okrem jeho antioxida� ných 
ú� inkov, ktoré sa prejavujú v jeho 
antiapoptickom efekte a ochrane axónov pred 

demyelinizáciou, tie� pozitívny efekt na proces 
remyelinizácie endogénnymi progenitornými 
bunkami (7). Vzh� adom na absenciu korelácie 
alfa-tokoferolu s likvorovými metabolitmi 
purínov nie je pravdepodobné, �e by sa alfa 
tokoferol v našej skupine SM pacientov priamo 
podie� al na alteráciách v metabolizme 
purínových nukleotidov (tab.1). Jeho izomér 
gama-tokoferol vykazuje pozitívnu 
signifikantnú koreláciu s premenou xantínu na 
kyselinu mo� ovú, vyjadrenú metabolickým 
obratom KM/X (tab.1). Gama-tokoferol má 

Obr. 1: Degradácia purínových nukleotidov. Hladiny degrada� ných produktov 
purínových nukleotidov v cerebrospinálnom likvore (CSF) v kontrolnom súbore (K) a u 
pacientov so sklerózou multiplex (SM). 
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silnejšiu protizápalovú aktivitu ako alfa-
tokoferol (8). Zahrnutie gama-tokoferolu 
v procese degradácie purínových nukleotidov 
súvisí pravdepodobne s jeho schopnos� ou 
ú� inne vychytáva�  NO a iné vo� né radikály 
dusíka a so skavend�erovou aktivitou kyseliny 
mo� ovej, ktorá ú� inne vychytáva peroxynitrit 
vznikajúci reakciou NO so superoxidovým 
radikálom (9). Beta-karotén vzh� adom na 
absenciu korela� nej asociácie s degradáciou 
purínových nukleotidov nemá významný podiel 
na pozorovaných metabolických alteráciách. 

Zaujímavým zistením je signifikantný 
pokles adenozínu v CSF a jeho signifikantný 
korela� ný vz� ah s plazmatickými hladinami 
TBARS (tab.1). Adenozín je známy svojimi 
neuroprotektívnymi ú� inkami (10). Zní�enie 
jeho koncentrácie v CSF a jeho korelácia 

s plazmatickými TBARS nazna� uje, �e 
adenozín sa zú� ast� uje procesov, ktoré chránia 
hematoencefalickú bariéru pred jej poškodením 
pôsobením vo� ných radikálov kyslíka a dusíka. 

Výsledky práce indikujú, �e pacienti so 
sklerózou multiplex majú zvýšenú degradáciu 
purínových nukleotidov v CSF, ktorá 
pravdepodobne súvisí aj so zní�enou 
antioxida� nou ochranou prezentovanou 
plazmatickými hladinami lipofilných vitamínov. 
Originálnym prínosom tejto práce je zistenie 
poklesu likvorových hladín adenozínu u SM 
pacientov. Pochopenie mechanizmov, ktoré 
vedú k tomuto poklesu, jeho asociácie s CoQ10 
a lipoperoxida� nými procesmi prebiehajúcimi 
pri tomto ochorení by mohlo vies�  k hlbšiemu 
poznaniu patogenézy tohto ochorenia a následne 
k ú� innejším terapeutickým intervenciám. 
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Úvod  

Pod� a  štatistík Svetovej zdravotníckej 
organizácie sú európskymi štátmi s najvyšším 
po� tom UPT na 100 �ivonarodených krajiny 
bývalého Sovietskeho zväzu, Rumunsko a 
Bulharsko. Najmenej interrupcií je evidovaných 
v krajinách Beneluxu, Švaj� iarsku a 
Chorvátsku. Slovenská (SR) a � eská republika 
� R) sú spolu so škandinávskymi štátmi, 
Francúzskom a Anglickom  uprostred tohto 
rebrí� ka štátov (1). 

SR a � R sú štáty s podobnými 
trendovými krivkami v po� te interrupcií. V roku 
2008 bol v SR po� et interrupcií na 100 
�ivonarodených 18,95 a v � R 21,5. Po� ty 
u�ívateliek antikoncepcie v oboch štátoch 
stúpajú, avšak v roku 2008 bol po� et v � R 
dvojnásobný (53,9 %) v porovnaní so SR (27 
%). 

Po� et potratov na 100 �ivonarodených  
má v oboch štátoch od roku 1997 klesajúci 
vývojový trend. Podie� a sa na � om hlavne 
pokles interrupcií. Cie� om práce bola analýza 
vývoja interrupcií a po� tu u�ívateliek 
antikoncepcie.  
 
Materiál a metódy 

Pod� a platnej legislatívy sa za potrat pova�uje 
pred� asne ukon� ená tehotnos� , ak bolo z 
maternice vy� até plodové vajce bez plodu alebo 
tehotenská sliznica, hmotnos�  plodu je ni�šia 
ako 500 g a nepre�ije 24 hodín (dovtedy mô�e 
ma�  �ivotné prejavy), alebo hmotnos�  plodu je 
ni�šia ako 1000 g a neprejavuje znaky �ivota, 
a ak hmotnos�  nemo�no zisti� , ak ide 
o tehotnos�  kratšiu ako 28 tý�d� ov (2). 
Potratom je tie� ukon� enie mimomaternicovej 
tehotnosti, alebo umelé prerušenie tehotnosti 
urobené pod� a osobitných predpisov (3). 

Z databázy Národného centra 
zdravotníckych informácií SR sme 
retrospektívne analyzovali údaje o absolútnych 

po� toch potratov a u�ívaní antikoncepcie 
v rokoch 1997 – 2008 (4 - 15). Sledovali sme 
dynamiku po� tu spontánnych potratov (Sp.Ab.) 
a interrupcií (UPT), po� ty u�ívateliek 
hormonálnej antikoncepcie (HAK) 
a vnútromaternicovej (IUD) na 100 �ien 
reproduk� ného veku (15 - 49 rokov).  

Štatistické analýzy sme realizovali 
pomocou softvéru SPSS. Okrem základných 
štatistických charakteristík sme pou�ili 
korela� nú a regresnú analýzu (16, 17, 18). 
Údaje sme zobrazili v tabu� kách a grafoch 
programu Microsoft Office Excel 2003. 
 
Výsledky 

V roku 1997 bolo v  SR 1 432 365 �ien 
v reproduk� nom veku, z nich 226 180 (15,79 %) 
�ien u�ívalo antikoncepciu - 78 595 (5,49 %) 
�ien vnútromaternicovú a 147 585 (10,30 %) 
�ien hormonálnu (tab. 1, obr. 1). V roku 2008 
bolo �ien v reproduk� nom veku 1 419 567 (len 
mierny pokles – pribli�ne o 13 000), ale po� et 
u�ívateliek antikoncepcie stúpol na 382 716 (27 
%). Po� et u�ívateliek HAK sa  zdvojnásobil na 
316 482 (22,3 %), ale  po� et u�ívateliek IUD 
poklesol na 66 234 (4,7 %) (tab. 1, obr. 1).  

Po� et potratov v rokoch 1997 – 2008 
poklesol z 27 798 (1,94 %) na 18 452 (1,3 %). 
Na tomto poklese sa výraznou mierou podie� al 
pokles po� tu interrupcií  - z 21 831 (1,52 %) na 
10 869 (0,77 %). Po� et spontánnych potratov, 
extrauterinnej gravidity a moly hydatidózy síce 
mierne stúpol z 6947 na 7582, ale osciloval 
okolo 0,5 % (tab. 1).  Vz� ah medzi HAK % a 
UPT % je vyjadrený lineárnou regresiou (obr. 
2).  
 
Diskusia 

V rokoch 1997 – 2008 v SR potraty poklesli 
celkovo o 32 %, � o koreluje s celkovým 
nárastom u�ívateliek antikoncepcie o 70 %. Na 
priaznivom vývojovom trende v uvedenom 
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období sa podie� al hlavne pokles interrupcií 
o 50 %, korelujúci so zvyšujúcim sa po� tom 
u�ívateliek hormonálnej antikoncepcie o 117 %. 
Závislos�  HAK a UPT je štatisticky 
signifikantná (na hladine významnosti a = 5 
%), ke�  stúpne percento u�ívateliek 
hormonálnej antikoncepcie (HAK %) 

o jednotku, zní�i sa percento interrupcií (UPT 
%) o 0,061. 

Pokles po� tu u�ívateliek intrauterinnej 
antikoncepcie (o 14 %) priaznivý trend vývoja 
interrupcií neovplyvnil. Frekvenciu 
spontánnych potratov, ktorá v sledovanom 
období mierne vzrástla (o 12 %), u�ívanie 
antikoncepcie (hormonálnej ani intrauterinnej) 
neovplyvnilo.

   
 
  Tab. 1: Preh� ad u�ívateliek antikoncepcie a potratov v absolútnych � íslach a na 100 �ien v reproduk� nom 
veku v SR v rokoch 1997 – 2008. 
 
  1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 
Všetky 
 �eny  
15 - 49 r. 1432365 1442767 1448861 1450045 1443373 1441127 1441669 1438965 1434683 1429419 1424399 1419567 

IUD+HAK  226180 275194 304815 316309 331841 351655 345709 358128 334016 353958 389932 382716 

IUD 78595 84824 85442 73989 69930 69060 65125 61078 54822 57489 62087 66234 

HAK 147585 190370 219373 242320 261911 282595 280584 297050 279194 296469 327845 316482 

Aborty 27798 26658 25557 23593 22792 22141 21159 20075 19332 19054 18318 18452 

UPT 21 831 19 395 18 141 16580 15 899 15 301 14 159 13 146 12 261 11 971 11 189 10869 
Sp.Ab.+ 
GEU+ 
MH 6947 7262 7416 7012 6893 6840 7000 6929 7071 7083 7129 7585 
IUD+ 
HAK % 15,79 19,22 21,09 21,80 23,00 24,33 24,00 24,80 23,30 24,80 27,40 27,00 

IUD % 5,49 5,92 5,91 5,10 4,85 4,78 4,50 4,20 3,80 4,00 4,40 4,70 

HAK % 10,30 13,30 15,18 16,70 18,15 19,55 19,50 20,60 19,50 20,80 23,00 22,30 

Aborty % 1,94 1,85 1,76 1,63 1,58 1,54 1,47 1,40 1,35 1,33 1,29 1,30 

UPT % 1,52 1,34 1,25 1,14 1,10 1,06 0,98 0,91 0,85 0,84 0,79 0,77 
Sp.Ab.+ 
GEU+  
MH % 0,49 0,50 0,51 0,48 0,48 0,47 0,49 0,48 0,49 0,50 0,50 0,53 

 
IUD – intrauterinná antikoncepcia, HAK – hormonálna antikoncepcia, Aborty - všetky potraty, UPT - 
interrupcie, Sp.Ab. – spontánne potraty, GEU – extrauterinná gravidita, MH – mola hydatidóza, r - vek 
v rokoch 
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Obr. 1: Hormonálna, intrauterinná antikoncepcia, spontánne potraty, extratrauterinná 
gravidita, mola hydatidóza v prepo� te na 100 �ien v reproduk� nom veku  
IUD – intrauterinná antikoncepcia, HAK – hormonálna antikoncepcia, Sp.Ab. – 
spontánne potraty, GEU – extrauterinná gravidita, MH – mola hydatidóza,, r - vek 
v rokoch. 

Obr. 2: Vz� ah hormonálnej antikoncepcie a interrupcií v prepo� te na 100 �ien 
v reproduk� nom veku. 
HAK – hormonálna antikoncepcia,  UPT – interrupcia  
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Úvod 

TREM-1 (triggering receptor expressed on 
myeloid cells), objavený v roku 2000, je 
receptor exprimovaný na povrchu myeloidných 
buniek (1). Jeho expresia na bunkách sa zvyšuje 
v prítomnosti infekcie a ich aktiváciou sa 
amplifikuje zápalový proces (2). Okrem 
membránovej formy existuje aj solubilná 
(sTREM-1), ktorú mô�me stanovi�  v plazme a 
v � alších telových tekutinách (3, 4, 5, 6). 

Najvyššie expresie TREM-1 na bunkách 
ako aj hladiny sTREM-1 boli nájdené pri sepse 
(4) a iných systémových zápaloch vyvolaných  
extracelulárne patogénnymi mikroorganizmami 
(5, 6, 7). Len málo štúdií analyzovalo ú� as�  
TREM-1 pri chorobách postihujúcich p� úcne 
interstícium. Štúdia, ktorá by analyzovala tento 
receptor v bronchoalveolárnej lavá�i (BAL) 
u pacientov s p� úcnou sarkoidózou doteraz 
publikovaná nebola.  

Cie� om našej práce bolo stanovi�  
hladiny sTREM-1 v tekutine z BAL u pacientov 
s intersticiálnymi pneumopatiami (IP), zisti�  
rozdiel v koncentráciách tejto molekuly 
u pacientov s p� úcnou formou sarkoidózy (PS) 
a pacientov s inými IP a zisti�  asociáciu hladiny 
sTREM-1 s prítomnos� ou zápalových markerov 
v tekutine z BAL.   
 
Súbor pacientov a metodika 

Do súboru sme zaradili pacientov, ktorým bolo 
z diagnostických dôvodov indikované 
vyšetrenie tekutiny z BAL. Vyšetrenie bolo 
realizované na bronchoskopickej ambulancii 

Kliniky pneumológie a ftizeológie LF UK 
v Bratislave. Po instilácii a následnom odsatí 
100 ml fyziologického roztoku z bronchu 
stredného laloka pravých p� úc bola táto tekutina 
odoslaná na štandardnú analýzu diferenciálneho 
rozpo� tu buniek, imunologické a biochemické 
vyšetrenie. Menšiu � as�  tejto tekutiny  sme po 
prefiltrovaní cez sterilnú gázu zmrazili a 
uchovali a� do � alšieho spracovania pri -80 °C. 

Koncentráciu  sTREM-1 v tekutine 
z BAL sme stanovili pomocou Elisa testu 
(Quantikine human TREM-1 kit, sandwich 
enzyme immunoassay, R&D systems, USA) 
presne pod� a návodu výrobcu.  

Na analýzu sTREM-1 sme vybrali 
pacientov s diagnózou p� úcnej sarkoidózy (I.-II. 
štádium)  a iných intersticiálnych pneumopatií 
(IP). Diagnóza bola stanovená štandardným 
spôsobom - na základe anamnestických údajov, 
klinického obrazu, laboratórnych parametrov, 
výsledkov zobrazovacích metód (RTG, CT) 
a histológie bioptického materiálu. Uvedené 
skupiny pacientov sme ex post na základe 
získaných výsledkov  podrozdelili na 
podskupiny: 1. faj� iaci / nefaj� iaci pacienti,  2. 
pacienti s lymfadenopatiou / bez 
lymfadenopatie, 3. pacienti so zvýšenými 
zápalovými parametrami v tekutine BAL 
(celkové bielkoviny, imunoglobulíny, 
komplement) / pacienti bez akýchko� vek 
známok zápalu v tekutine BAL (tab. � . 1).  
 
Štatistické metódy 

Získané údaje sme najskôr analyzovali testami, 
ktoré zis� ujú, � i rozlo�enie dát je alebo nie je 

	.��&�#�������������� ��#�������#�&�/0�1� �
�� � ����$��� �  



 

 
	 �

parametrické. Skupiny dát s parametrickým 
rozlo�ením sme analyzovali nepárovým T-
testom. Na štatistickú analýzu dát 
s neparametrickým rozlo�ením sme pou�ili 
Mann-Whitneyho U- test. Skupiny s menším 
po� tom pacientov vykazovali toti� v niektorých 
prípadoch neparametrické rozlo�enie dát.  
 
Výsledky 

Pacienti s PS mali v tekutine z BAL vyššie 
hladiny sTREM-1 v porovnaní s  pacientmi 
s inými IP, rozdiel však nebol štatisticky 
signifikantný (p=0,125) (tab. � . 1).  

Zaznamenali sme vplyv faj� enia na 
hladinu sTREM-1 v BAL. Rozdiel 
v koncentrácii sTREM-1 v skupine pacientov 
s PS s oh� adom na faj� enie sa nedá vyhodnoti� , 
proto�e a� na jedného pacienta boli všetci 
nefaj� iari. Nefaj� iaci pacienti s PS mali vyššie 
hladiny sTREM-1 v tekutine z BAL ako 
nefaj� iaci pacienti s inými IP (p = 0,001). U 
pacientov s IP sme zistili vyššie hodnoty 
s TREM-1 v tekutine z BAL u faj� iacich 
pacientov (p = 0,0019). 
 

 
Porovnaním všetkých pacientov (s PS aj 

IP) sme zistili vyššie hladiny sTREM-1 v BAL 
u pacientov s lymfadenopatiou  v porovnaní 
s pacientmi bez lymfadenopatie (p = 0,0064) 
a pacientov s vysokými hladinami zápalových 
markerov v BAL (komplement, 
imunoglobulíny) v porovnaní s pacientmi bez 

vzostupu uvedených zápalových markerov 
v BAL (p = 0,042). 
 
Diskusia 

Intersticiálne pneumopatie predstavujú 
heterogénnu skupinu chorôb s fibrotickou 
prestavbou p� úcneho interstícia. Patrí sem aj 
sarkoidóza , ktorá má však v porovnaní 
s ostatnými chorobami svoje špecifiká 
(lymfadenopatia, lymfocytárna alveolitída, 
tvorba granulómov).  

Z výsledkov našich vyšetrení vyplýva, 
�e pacienti s PS mali v BAL vyššie hladiny 
sTREM-1 v porovnaní s  pacientmi s inými IP, 
rozdiel však nebol štatisticky signifikantný 
(tab.� .1). Ke� �e sme zaznamenali zna� ný vplyv 
faj� enia na hladinu sTREM-1 v tekutine z BAL, 
porovnali sme koncentrácie tejto molekuly u 
faj� iarov a nefaj� iarov. Rozdiel v koncentrácii 
sTREM-1 v skupine pacientov s PS s oh� adom 
na faj� enie sa nedá vyhodnoti� , nako� ko okrem 
jedného pacienta boli všetci nefaj� iari. 
Nefaj� iaci pacienti s PS mali štvornásobne 
vyššie hladiny sTREM-1 v tekutine z BAL ako 
nefaj� iaci pacienti s inými IP. U pacientov s IP 

sme zaznamenali vyššie hodnoty sTREM-1 u 
faj� iarov. 

Porovnaním všetkých pacientov (s PS aj 
IP) sme zistili vyššie hladiny sTREM-1 v BAL 
u pacientov s lymfadenopatiou ako u pacientov 
bez lymfadenopatie (p = 0,0064) a pacientov 
s vysokými hladinami zápalových markerov 
v BAL (komplement, imunoglobulíny) 

sTREM-1 (pg/ml)
Skupina Priemer ± SD Median rozpätie                p =
Sarkoidóza 265,01 ± 170,4 243,94 34,41 - 565,90
IP 189,4 ± 158,03 181,65 15,2 - 512,97 0,125
Nefaj� iari Sarkoidóza 276,7 ± 185,1 267,76 34,41 - 565,90
Nefaj� iari IP 94,9 ± 99,7 30,00 15,2 - 267,04 0,001
Nefaj� iari IP 94,9 ± 99,7 30,00 15,2 - 267,04
Faj� iari IP 319,8 ± 150,7 331,83 133,24 - 512,97 0,0019
Pacienti bez LAP 127,6 ± 149 31,11 15,2 - 449,50
Pacienti s LAP 267,2 ± 165,5 260,29 24,4 - 565,9 0,0064
�  záp. markery 283,17 ± 191,24 260,29 15,2 - 565,9
záp. markery v norme 166,82 ± 142 135,44 18,2 - 512,97 0,042

Tab. 1: Koncentrácie sTREM-1 v BAL u pacientov s IP 

Legenda: BAL – bronchoalveolárna lavá�,  IP - intersticiálne pneumopatie, LAP - 
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v porovnaní s pacientmi bez vzostupu 
uvedených zápalových markerov (p = 0,042).  

Z výsledkov našich vyšetrení vyplýva, 
�e molekula TREM-1 má na rozdiel od 
ostatných IP dôle�itú úlohu v patogenéze PS. 
Najvyššie koncentrácie (sTREM-1 > 300 pg/ml) 
boli u pacientov s PS a zápalovými parametrami 
v BAL. Takéto hodnoty sTREM-1 sú 
charakteristické pre infekcie vyvolané 
extracelulárne parazitujúcimi 
mikroorganizmami (5, 6, 7).  

Etiológia sarkoidózy sa však u� 
nieko� ko desa� ro� í spája skôr s prítomnos� ou 
intracelulárnych patogénov. Tento nesúlad 
vysvet� ujú novšie štúdie z ostatných rokov. 
Pod� a Ter� elj a spol. (8), a tie� multicentrickej 
štúdie ACCESS  (A Case Control Etiologic 
Study of Sarcoidosis)  (9) sú mo�ným 
etiologickým agens plesne patriace medzi 
extracelulárne patogénne mikroorganizmy. Naše 
výsledky sú tak v súlade s najnovšími zisteniami 
a nepriamo podporujú názor, �e v etiológii 
sarkoidózy majú dôle�itú úlohu extracelulárne 

patogény. Prítomnos�  plesní vysvet� uje vysokú 
expresiu TREM-1 na povrchu myeloidných 
buniek ako aj preferen� nú Th17 a Th1 imunitnú 
odpove�  charakteristickú pre sarkoidózu (10). 
Glukány plesní sa via�u na PRR (pattern 
recognition receptors) myeloidných buniek 
(dektín 1), � ím dochádza k ich aktivácii 
(podobne sú makrofágy aktivované 
mykobaktériami) a táto aktivácia mô�e by�  
zosilnená aktiváciou TREM-1 receptora. 

 
Záver 

Molekula sTREM-1 je nový � ahko stanovite� ný 
zápalový marker, odrá�a intenzitu zápalu a 
dop�� a informáciu o po� te myeloidných buniek 
v BAL o informáciu o spôsobe ich aktivácie. 
Monitorovanie sTREM-1 v BAL by mohlo 
pomôc�  v diferenciálnej diagnostike a v 
monitorovaní p� úcnych chorôb a mohlo by 
napomôc�  k lepšiemu pochopeniu ich etiológie 
a patogenézy. 
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Úvod 

Plazmocytómy patria medzi naj� astejšie 
hematologické malignity dospelých (1). Lepšie 
pochopenie konkrétnych biologických procesov 
prebiehajúcich v tomto nádore má enormný 
význam pre individualizáciu lie� by a mô�e 
prispie�  k identifikácii nových molekúl pre 
cielenú terapiu plazmocytómov (2).  

V sú� asnej odbornej literatúre sa 
s patogenézou a progresiou rôznych typov 
nádorov spája deregulácia vnútrobunkovej 
signaliza� nej kaskády vedúcej cez proteín 
AKT/PKB (3). AKT je serín/treonínová 
proteínkináza, ktorá zohráva úlohu v mno�stve 
dejov k� ú� ových pre progresiu malignity, ako je 
regulácia bunkovej proliferácie, apoptózy a 
angiogenézy (Obr.1). Je známe, �e aktivovaná 
proteínkináza AKT vykazuje anti-apoptotické 
ú� inky, podporuje pre�ívanie buniek a to 
prostredníctvom viacerých efektorových 
molekúl. Blokuje mitochondriálny pro-
apoptotický proteín BAD a bunkový cyklus 
regulujúci proteín p53, � ím podporuje anti-
apoptotickú úlohu proteínu Bcl-2. AKT 
zasahuje aj do funkcie kaspáz, samotných 
výkonných elementov programovanej bunkovej 
smrti, ktoré nakoniec vedú k fragmentácii DNA. 
AKT inhibuje kaskádu aktivácie týchto proteáz 
na úrovni kaspázy 9, ktorá štiepi prokaspázu 3 
so vznikom jej aktívnej formy. Fosforylovaná 
forma AKT kinázy podporuje proliferáciu 
buniek a progresiu bunkového cyklu 
ovplyvnením rady molekúl ako NFkB 
(nukleárny faktor kappa B), mTOR (cicav� ia 
cie� ová kináza rapamycínu), cyklín D1 
a inhibítorov cyklín dependentných kináz (p21, 
p27) (5).  AKT kináza sa zapája aj do procesu 
angiogenézy. Fosforyláciou mTOR vedie 

k spusteniu syntézy rôznych proteínov, medzi 
nimi aj HIF1alfa (hypoxiou indukovaný faktor 1 
alfa), ktorá nasledovne stimuluje novotvorbu 
ciev aktiváciou syntézy VEGF (vaskulárny 
endotelový rastový faktor) (4-5). 

Cie� om tejto práce bolo stanovi�  úlohu 
AKT proteínkinázy v plazmocytómoch s 
vymedzením jeho efektorových molekúl 
aktivovaných v procese bunkovej proliferácie, 
apoptózy a angiogenézy v prípade tejto 
konkrétnej malignity. 
 
Materiál a metódy 

Na analýzu expresie proteínkinázy AKT 
a vybraných efektorových molekúl AKT 
signaliza� nej kaskády boli pou�ité archívne 
bioptické vzorky plazmocytómov (n=35). Na 
5� m hrubých rezoch vo formalíne fixovaných 
a v parafíne zaliatych vzoriek sme pomocou 
štandardnej imunohistochemickej techniky 
analyzovali expresiu aktivovanej formy 
proteínkinázy AKT (fosforylovaná na S473) 
a jej efektorových molekúl (mTOR, NFkB, 
HIF1alfa, karboanhydráza IX, VEGF, APAF, 
kaspáza 3, cyklín D1). Na detekciu boli pou�ité 
nasledujúce protilátky a riedenia:  

- monoklonálne králi� ie - AKT p-S473 
(Dako Cytomation, Glostrup, Denmark) a 
mTOR p-S2448 (Cell Signaling 
Technology, Danvers, MA , USA) riedené 
1:25 a 1:50,  

- polyklonálne králi� ie - NFkB, VEGF, 
APAF (Thermo Fisher Scientific, Fremont, 
CA, USA), kaspáza 3 (Cell Signaling 
Technology, Danvers, MA , USA) riedené 
1:1000, 1:1000, 1:200, 1:300,  

- monoklonálne myšacie - HIF 1alfa 
(Thermo Fisher Scientific, Fremont, CA, 
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USA), cyklínu D1 (Novocastra, Leica 
Biosystems, Nussloch, Germany) a PTEN 
(Imgenex, San Diego, CA, USA), CAIX 
(dar prof.Pastorekovej, Virologický ústav 
SAV) riedené 1:100, 1:100, 1:50, resp. 
1:100.  

 
Expresiu skúmaných proteínov sme korelovali s 
pozitivitou fenotypových znakov 
charakteristických pre nádorové plazmocyty 
(CD20, kappa, lambda). Pozitivitu skúmaných 
markerov sme hodnotili semikvantitatívne. Pri 
hodnotení sme sa sústredili na intracelulárnu 
kompartmentáciu pozitivity (cytoplazmatická, 
jadrová, membránová) ako aj na jej intenzitu. 
 
Výsledky  

Aktivovaná forma AKT kinázy vykazovala 
zrnitú cytoplazmatickú pozitivitu v 95% vzoriek 
plazmocytómov  (n=33) viazanú na nádorové 

plazmocyty (Obr.2). Expresia v jednotlivých 
prípadoch bola variabilná � o sa týka intenzity 
pozitivity (slabá n=11, stredne silná n=11, silná 
n=11) a percenta pozitívnych nádorových 
buniek (I <10% n=7, II 10-50% n=12, III 50-
100% n=14). Spomedzi markerov angiogenézy 
sme v nádorových plazmocytoch zaznamenali 
iba expresiu VEGF, ktorú vykazovali všetky 
nádorové vzorky. Nezistili sme �iadnu 
pozitivitu faktora HIF-1� , ani CAIX. Zo 
skúmaných markerov apoptózy sme zistili 
intenzívnu expresiu anti-apoptotického faktora 
Bcl-2 a pro-apoptotického faktora APAF vo 
všetkých vzorkách plazmocytómov. Expresia 
výkonného enzýmu apoptózy, kaspázy 3, nebola 
vo vzorkách zaznamenaná. Z prolifera� ných 
markerov spájajúcich sa s aktivitou AKT sme 
stanovovali expresiu mTOR, NFkB a cyklínu 
D1. Ani jedna z týchto molekúl nebola 
nádorovými plazmocytmi exprimovaná.

  

Obr. 1: Zjednodušené schematické znázornenie vnútrobunkovej signaliza� nej dráhy 
vedúcej cez proteínkinázu AKT so znázornením základných molekúl zapojených do tejto 
dráhy a  výsledného efektu aktivácie danej dráhy. 
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Obr. 2: Zrnitá cytoplazmatická pozitivita (hnedá farba) AKT v nádorových plazmocytoch. DAB, 200x 
a 400x. 
 
Diskusia 

AKT signálna dráha a jej vybrané efektorové 
molekuly sú v sú� asnosti intenzívne skúmané 
vzh� adom na ich úlohu v progresii nádorov a na 
mo�nos�  vyu�itia ich inhibítorov v cielenej 
protinádorovej lie� be (6-7). Expresia aktívnej 
formy AKT v nádorových bunkách vo vysokom 
percente (95%) prípadov plazmocytómov, mô�e 
sved� a�  o zapojení AKT signaliza� nej kaskády 
do procesu nádorovej progresie aj v prípade 
plazmocytómu. Plazmocytóm je 
charakteristický zvýšenou neovaskularizáciu 
kostnej drene podmienenou VEGF (8), � omu 
zodpovedá aj náš nález výrazne zvýšenej 
expresie VEGF nádorovými plazmocytmi. Na 
rozdiel od VEGF, sme v nádorových 
plazmocytoch nezistili �iadnu expresiu faktora 
HIF1alfa a karboanhydrázy IX. Karbonické 
anhydrázy sú enzými katalyzujúce zvratnú 
hydratáciu oxidu uhli� itého. CAIX je jediný 
� len tejto rodiny spájajúci sa s nádormi a je 
endogénnym markerom bunkovej hypoxie a tým 
aj aktivity HIF1alfa (9). Na základe týchto 
výsledkov predpokladáme, �e hypoxia a tým aj 
HIF1alfa nezohráva v prípade plazmocytómov 
úlohu v progresii nádorového procesu 
a neprispieva k zvýšenej tvorbe VEGF. Silná 
expresia VEGF nádorovými plazmocytmi je 
pravdepodobne navodená inými faktormi. 

Aktivácii AKT kaskády sa pripisuje anti-
apoptotický ú� inok. To podporujú aj výsledky 

predklinických štúdií s inhibítormi AKT, ktoré 
viedli k indukcii apoptózy (10). Naše výsledky 
taktie� poukazujú na AKT mediované 
pre�ívanie nádorových buniek plazmocytómov. 
Aktivácia proteínkinázy AKT vedie k blokáde 
pro-apoptotického faktoru BAD a regula� ného 
proteínu p53. Takáto inhibícia vyús� uje do 
„uvo� nenia“ anti-apoptotického ú� inku Bcl-2, 
ktorý bol v nami skúmaných nádorových 
vzorkách intenzívne exprimovaný. AKT 
zárove�  inhibuje kaskádu APAF – kaspáza 9 – 
kaspáza 3 na úrovni kaspázy 9. To súhlasí 
s nálezom zvýšenej expresie APAF, avšak s 
chýbaním pozitivity kaspázy 3 v 
plazmocytómoch. 

Chýbajúca expresia prolifera� ných 
markerov spájajúcich sa s aktivitou AKT - 
mTOR, NFkB a cyklínu D1 – poukazuje na to, 
�e vplyv na proliferáciu nádorových buniek nie 
je v plazmocytómoch AKT mediovaný a je 
zabezpe� ovaný inými mechanizmami. 

Zdá sa teda, �e aktivácia AKT sa podie� a 
na progresii plazmocytómov predovšetkým 
zásahom do regulácie programovanej bunkovej 
smrti. Inhibícia pro-apoptotických faktorov 
a výkonných elementov tohto procesu 
podporuje pre�ívanie nádorových buniek. 
Z toho vyplýva mo�ný benefit látok 
inhibujúcich AKT signaliza� nú kaskádu v lie� be 
plazmocytómov.

  

Projekt bol podporený grantom UK GUK 199 / 2010. 
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Úvod 

Popáleniny predstavujú záva�ný problém 
z h� adiska terapie. Kone� nou metódou lie� by 
popálenín tretieho stup� a, je excízia popálenej 
plochy a jej prekrytie dermoepidermálnym 
autotransplantátom � iasto� nej hrúbky ko�e (1). 
Takéto riešenie je však � asto problematické v 
prípadoch rozsiahlych popálenín, kde je 
nedostatok zdravej nepopálenej ko�e vhodnej na 
odber autotransplantátov (2). V prípade 
nedostatku odberových miest, skrátenie � asu 
potrebného pre zhojenie rán po odbere 
autotransplantátov, umo�� uje ich skoršie 
vyu�itie pre opätovný odber (1).  

Pomocou tkanivového bankingu sa v 
sú� asnosti darí vytvára�  mnohé druhy ko�ných 
náhrad vyu�ívaných v terapii rôznych druhov 
rán (3, 4, 5). Objavenie spôsobu kultivácie 
epidermálnych keratinocytov umo�nilo ich 
vyu�itie v terapii samotných popálenín alebo 
donorských miest po odbere autotransplantátov 
(6). Prekrytie týchto plôch kultivovanými 
alogénnymi keratinocytmi stimulujú hojenie 
rany z jej okrajov ako aj z reziduálnych ko�ných 
príveskov (7). Ukázalo sa, �e alogénne 
transplantáty prispievajú k tvorbe zdravo 
vyzerajúceho granula� ného tkaniva, indukujú 
koncový efekt a akcelerujú posun epidermy od 
zápalového do regeneratívneho stavu (8). 

Na za� atie kultivácie je potrebné získa�  
vzorky ko�e od zdravých darcov. Po 
odsúhlasení etickou komisou FNsP Bratislava 
Ru�inov sa vzorky ko�e potrebné pre prípravu 
alotransplantátov  získavajú od zdravých darcov 
podstupujúcich zákroky plastickej chirurgie po 
ich informovanom súhlase, kultivované 
metódou Rheinwalda a Greena (9) a aplikované 

pacientom po odbere dermoepidermálnych 
autotransplantátov. 
 
Metodika 

Alogénne keratinocyty boli izolované zo 
vzoriek ko�e odobratých pacientom lie� eným na 
Klinike popálenín a Rekonštruk� nej chirurgie 
UNB Bratislava po získaní ich informovanom 
súhlase.  

Spracovanie a následná kultivácia 
keratinocytov  prebieha pod� a modifikovanej 
metódy Rheinwalda Greena pou�ívanej 
v Centrálnej tkanivovej banke (CTB) pri 
Klinike Popálenín a Rekonštruk� nej chirurgie 
UNB Bratislava. 

Súbor predstavuje 20 pacientov 
lie� ených na Klinike popálenín a RCh FNsP Ba, 
vybraných náhodným výberom po získaní ich 
informovaného súhlasu a schválení aplikácie 
etickou komisiou zdravotníckeho zariadenia. 
Ka�dému pacientovi je vedená 
fotodokumentácia. 
Alogénne kultivované keratinocyty (AKC) sa 
prichytía na sterilný tyl pomocou klipov 
a následne sú aplikované priamo pacientovi 
prípadne sa zamrazia. 
Epitélium sa spolu s tylom � erstvé alebo, po 
predchádzajúcom rozmrazení, epiteliálnou 
stranou  prikladá  pacientom na plochy po 
odbere dermoepidermálnych autotransplantátov 
hrúbky 250µm a zvyšok rany sa prekryje 
štandardným lie� ebným postupom (ŠLP) 
pou�ívaným na klinike: Dermazin ung.+ 1% 
roztok Acidum aceticum (D+AA), ktoré slú�ilo 
ako kontrola. 
  Výstup projektu: Inšpekciou rany a jej 
okolia v  intervaloch 2,7,14 dní a následnou 
fotodokumentáciou plôch sa  porovnáva:  
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1. sekrécia rany (�iadna, stredná, silná) 
2. farba granulácií (� ervená, bledá, cyanotická) 
3. rýchlos� epitelizácie (hodnotená v %) 
4. okolie rany (zapálené, podrá�dené, k� udné) 
5. bolestivos�  (�iadna, slabá, stredná, silná) 
6. zhodnotenie plochy slovne 
7. bakteriologický nález (pri podozrení na 
infekciu) 

                                                                                                                                                    
Výsledky 

Zo získaných vzoriek sa nám úspešne podarilo 
vykultivova�  súvislé epitéliá vhodné na 
aplikáciu na ranu. Po s� atí epitélia z kultiva� nej 
nádoby, sa toto ihne�  aplikovalo pacientovi 
zaradenému do štúdie, prípadne bolo 
zamrazené, � ím sa uchovalo pre neskoršie 
pou�itie. Súbor predstavuje 20 pacientov 
vybraných náhodným výberom bez obmedzenia 
veku a pohlavie. Ka�dému pacientovi bola 
vedená fotodokumentácia a samostatný 
pacientský formulár, v ktorom sa vyhodnocovali 
vyššie uvedené parametre. 

Pri hodnotení sekrécie rany sa preukázal 
rozdiel medzi pou�itým druhom krytia do 
druhého d� a, kedy po pou�ití AKC bola u 11 
pacientov �iadna sekrécia a u 9 stredná, kým pri 
pou�ití ŠLP bola stredná u 18 a �iadna len u 2. 
Neskôr sa výraznejšie rozdiely v sekrécii rany 
nepreukázali. 

Rozdiel farby granulácií bol tie� 
najvýraznejší do druhého d� a. Pri pou�ití AKC 
boli granulácie u 16 pacientov bledé, u 4 
� ervené a pri pou�ití ŠLP boli � ervené 18 a 
bledé u 2 pacientov. 

Bolestivos�  hodnotili pacienti.65% 
pacientov hodnotilo bolestivos�  po pou�ití AKC 
ako slabú,pri� om �iaden ako slinú a pri pou�ití 
ŠLP 55% pacientov hodnotilo bolestivos�  ako 
strednú, 20% ako silnú a 25%  ako slabú. 
Okolie rany bolo u všetkých pacientov k� udné, 
z tohoto dôvovdu sme ster na kultiváciu 
neodoberali. 

Najvýraznejší rozdiel v epitelizácii 
odberovej plochy sa prejavil do 7 d� a, kedy bola 

priemerná epitelizácia plochy po pou�ití AKC 
77,7% a pri pou�ití ŠLP 56,6%. Do 2 a 14 d� a 
sa výraznejší rozdiel nepozoroval.  
 
Diskusia 

Z výsledkov klinickej štúdie vyplýva, �e 
alogénne kultivované keratinocyty majú 
významný vplyv na po� iato� nú rýchlos�  
epitelizácie, kedy svojim priaznivým vplyvom 
na vlastné keratinocyty z ko�ných adnexov, 
urých� ujú uzatvorenie otvorenej rany 
spôsobenej odberom dermoepidermálnych 
autotransplantátov. Zhojenie tejto rany 
umo�� uje jej skoršie opätové pou�itie na odber 
autotransplantátov potrebných na definitívne 
prekrytie hlbokých popálenín. Zní�enie 
bolestivosti po pou�ití AKC prispieva ku 
zvýšeniu komfortu pacienta. V ostatných 
sledovaných parametroch mali AKC podobný 
a� rovnaký ú� inok ako štandardné krytie. 

Kultivácia keratinocytov je nesmierne 
náro� ná metóda. Kladie vysoké po�iadavky na 
vybavenie laboratória a manuálne zru� nosti 
pracovníkov zabezpe� ujúcich kultiváciu, z � oho 
vyplýva aj pomerne vysoká cena takéhoto 
epitélia. Neocenite� ným prínosom je však ich 
schopnos�  enormnej expanzie, kedy mo�no z 
malej ko�nej biopsie vykultivova�  pri 
optimálnych podmienkach niek� kotisíc cm2 

epitélia. V sú� asnosti, kedy existuje ve� ké 
mno�stvo rôznych druhov krytia pou�ívaných 
pri ošetrovaní rôznych druhov rán, je 
jedine� ným prínosom pou�ívania alogénneho 
epitélia jeho schopnos�  stimulácie hojenia 
prosterdníctvom vylu� ovania rastových 
faktorov, mediatorov intercelulárneho matrixu a 
interleukínov. 

Aj ke�  sa rozdiel v rýchlosti epitelizácie 
z dlhodobého h� adiska nepreukázal, pou�itie 
AKC sa zdá by�  výhodné z h� adiska zabránenia 
prenikaniu infekcie, zní�enia bolestivosti a tým 
zvýšenia komfortu pacienta a vytvárania 
vhodného prostredia pre zhojenie rany.

  
 
Zoznam pou�itej literatúry 

1.  Kamolz, LP, Kitzinger HP, Andel H, Frey M: The surgical treatment of acute burns.  European Surgery. 
2006; 38(6): 417-423 



 

 �� �

2.  Magliacani G. a spol.: The surgical treatment of burns: Skin substitues. Annals of the MBC. 1990; 3 
(9):145-160 
3.  Hanafy A, Hemieda M, Badran HA, Frey M: Cultured allogenic keratinocyte grafts in treatment of burns: 
Preliminary Report. Egypt. J. Plast. Surg. 2002; 26 (2): 161-165 
4.  Dvoránková  B, Broz L, Pafcuga L, Kapounková Z, Konigová R: The role of skin bank in the treatment of 
severely burnt patients. Acta Chirugie Plasticae. 2004; 46 (2): 51-5  
5.  Dhennin C. : Skin substitues and skin culture. La revue du praticien. 2002; 15(12): 2249-52.  
6. Nagase T., Kumagai N: Treatment of burns by grafting of cultured epithelium. Nippon Geka Gakkai 
Zasshi. 2005; 106(12): 750-4 
7. Nanchahal J, Dover R, Otto WR: Allogeneic skin substitues applied to burns patients. Burns. 2002; 28(5): 
254-7 
8. Smirnov SV, Vasiliev AV, Paramonov BA, Loginov L, Kiseliov LV, Danilova TI, Tereskikh VV: Seven-
year experience in the treatment of burn patients with allogenic cultured keratinocytes. Annals of Burns and 
Fire Disaster, 1999;12(4): 212-217 
9. Rheinwald J.G., Green H: Serial cultivation of strains of human epidermal keratinocytes. The formation of 
keratinizing colonies from singel cells. Cell. 1975; 6(3): 331-43 
 



 

 �� �

A+B7)�$
 %',�! '5
 "�9�1()'?
 ,!���)�%'5
 #703.%'5
 $!�' ���9

,-(#$;�
 #
� !&)��
 .1�#�!-2(0
 (9+!�:%!-
 �
�#()'%+!-

,
7)#�'+',
$'��)+�,
+9��
�


RNDr. Jana Kalninová  

(normálna a patologická fyziológia) 
 
Spoluautori: Ing. Jana Kostolanská, PhD.¹,  MUDr.  Michal Sapák, PhD.² 
 
Školite� : Doc. PharmDr. Vladimír Jakuš, CSc.³ 

¹1. DK LF UK a DFNsP, ²Imunologický ústav LF UK, ³Ústav lekárskej chémie, biochémie a klinickej 
biochémie LF UK 
 
Úvod 

Diabetes mellitus typu 1 sa spravidla vyskytuje 
v detskom alebo adolescentnom veku. Za 
mo�nú prí� inu jeho vzniku sa pova�uje to, �e sa 
tvorba inzulínu zni�uje alebo sa úplne zastavuje 
v dôsledku deštrukcie  beta-buniek pod 
vplyvom autoimunitného procesu. Je známych 
viacej faktorov prispievajúcich k rozvoju 
diabetu a jeho neskorších vaskulárnych 
komplikácií.  Zvýšený záujem je venovaný 
zápalovému základu týchto procesov. Zvýšenie 
hladiny zápalových cytokínov mô�e poukazova�  
na aktiváciu  odpovede zápalovej imunitnej 
sústavy.Výskum úlohy zápalového procesu 
v rozvoji diabetu a jeho komplikácií  mô�e 
prispie�  k pochopeniu mechanizmu nástupu 
a progredovania tejto choroby.  Hlbšie 
pochopenie vplyvu zápalu na diabetes prispeje 
k zavedeniu nových prístupov k lie� be popri 
pou�ívaných v sú� asnosti nefarmakologických 
a farmakologických postupoch. Významným 
faktorom, ktorý prispieva k rozvoju chronických 
komplikácií diabetu je glykácia, konkrétne 
tvorba neskorých produktov glykácie s-
AGEs.S rozvojom mikro- a makrovaskulárnych 
komplikácií u pacientov s DM typu 1 
(konkrétne retinopatie, albuminúrie 
a kardiovaskulárnej choroby srdca) je spojená aj 
sVCAM-1 (1,2). Cie� om práce bolo meranie s-
AGEs, solubilnej adhéznej molekuly sVCAM-1 
v sére a sérových zápalových cytokínov IL-6 
a TNF-� . 
 

Metodika 

Pri stanovení IL-6, TNF-�  a sVCAM-1 
študovaná skupina pozostávala zo 64 pacientov 
s diabetes mellitus typu 1 a ako kontroly bolo 
pou�itých 16 zdravých detí. Pri stanovení s-
AGEs študovaná skupina pozostávala zo 69 
pacientov s diabetes mellitus typu 1 a ako 
kontroly bolo pou�itých 30 zdravých detí. 
Trvanie diabetu u pacientov bolo minimálne 5 
rokov, vek pacientov bol 15,6 (13,3;17,3) roka. 
Vzorky boli získané z Detského 
diabetologického centra I. pediatrickej kliniky 
Univerzitnej nemocnice LF UK v Bratislave.  

S-AGEs  boli stanovené 
spektrofluorimetrickou analýzou pomocou 
analyzátora Perkin-Elmer LS-3 (USA) zo séra 
pacientov a zdravých kontrol. Hodnoty IL-6, 
TNF-�  a sVCAM-1 boli stanovené xMAP 
technológiou na prístroji Luminex 100 IS 
(USA) zo séra pacientov a zdravých kontrol. 
Sérum pou�ité na stanovenie bolo uchovávané 
pri teplote -20°C. 
 
Výsledky 

Porovnanie parametrov 
U pacientov s DM1 boli s-AGEs signifikantne 
vyššie ako u kontrol (68,6±10,7 vs. 60,2±14,0 
A.U., p<0,05) (Obr. 1, Tab. 1). Hodnoty 
sVCAM-1 boli taktie� signifikantne vyššie 
u pacientov s DM1 v porovnaní s kontrolami 
(17,4±3,8 ng/ml vs. 12,8±3,9 ng/ml; p<0,05) 
(Obr. 2, Tab. 1). Hodnoty IL-6 (Obr. 3, Tab. 2) 
boli u pacientov s DM1 vyššie ako u kontrol, 
avšak rozdiely neboli štatisticky signifikantné. 
IL-6 nadobúdali podobné hodnoty, u DM1 sa 
pohybujú v širšom rozpätí. TNF-�  (Obr. 4, Tab. 
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2) boli u pacientov s DM1 vyššie, rozdiel nie je 
signifikantný. 
 
Korelácie a vz� ahy medzi parametrami 
U pacientov s DM1 sme nenašli �iadne 
štatisticky signifikantné lineárne korelácie 

medzi sledovanými parametrami. Nezistili sme 
ani nelineárne signifikantné vz� ahy. U zdravých 

kontrol sme našli vz� ah medzi s-AGEs a TNF-�  
(R=-0,427), ktorý však nie je štatisticky 
signifikantný (p>0,05). 
 
 

Štatistické spracovanie súborov 
Výsledky sú vyjadrené ako medián (1. kvartil; 
3. kvartil). V prípade, ak aspo�  jeden zo 
súborov nebol s normálnou distribúciou dát, 
sme na porovnanie pou�ili neparametrický 
Mann-Whitneyov test. Normalitu distribúcie dát 

sme zis� ovali pomocou Shapiro-Wilkovho testu. 
Korelácie a vz� ahy medzi parametrami sme 

zis� ovali pomocou Pearsonovho korela� ného 
koeficientu r, resp. neparametrickým 
Spearmanovým testom (R), zis� ovali sme tie� 
nelineárne vz� ahy medzi parametrami. Na 
štatistické spracovanie sme pou�ili Excel 2003, 

 
Tab. 2: Hodnoty zápalových cytokínov u pacientov (DM1) a zdravých kontrol (CTRL) 

vek (r.) Trvanie diabetu (r.) s-AGEs (A.U.) sVCAM-1 (ng/ml)  

DM1 CTRL DM1 CTRL DM1 CTRL DM1 CTRL  
15,6(13,3; 17,3) 8,4(5,2; 11,6) 7,9(5,8; 11,6) - 68,6±10,7 60,2±14,0 17,4±3,8 12,8±3,9  
         

 

 

 
 
Obr. 1: Porovnanie hodnôt s-AGEs diabetických 
pacientov a zdravej kontrolnej skupiny.  

  
Obr. 2: Porovnanie hodnôt sVCAM-1 diabetických 
pacientov a zdravej kontrolnej skupiny. 

 
Tab.1: Klinické a biochemické �[ ontrol�[ r pacientov (DM1) a zdravých�[ kontrol (CTRL). 

IL-6*10-3 (pg/ml) TNF-�  (pg/ml)  

DM1 CTRL DM1 CTRL  
84,4(64,3; 105,5) 64,3(64,3; 105,5) 7,21(6,64; 7,54) 6,54(7,33; 7,73)  
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Origin 8 a BioSTAT 2009. Štatistická 
signifikancia bola definovaná ako p<0,05. 
 
Diskusia 

V našej práci nebol signifikantný rozdiel 
v hodnotách IL-6 a TNF-�  u diabetikov 
v porovnaní so zdravou kontrolou. Naše 
merania zápalových cytokínov sa zhodujú s 
výsledkami Wedrychowicz a spol. (3), ktorí 
nezistili štatisticky signifikantne rozdiely 
v hladine IL-6 u diabetických detí v porovnaní 
so skupinou zdravých detí. Podobne Haller 
a Schatz (4) nezistili signifikantné rozdiely 
v hodnotách sérových koncentrácii TNF-�  
diabetických a zdravých detí. Chatz a spol. (5) 
zistili, �e doba trvania diabetu  súvisí s TNF-�  
a celkovou hladinou zápalových markerov.  

Azza s spol. (6) zistili zvýšenú hladinu 
TNF-�  a IL-6  u detí s DM1.   

Úrove�  cytokínov  u  pacientov s dobou 
trvania choroby viac ako jeden rok bola 
porovnate� ná  s kratšou dobou  trvania diabetu 
(do jedného roku). Tieto výsledky potvrdzujú aj 
Blandino a spol. (7). V súlade so štúdiou (8)  
sme zistili signifikantne vyššie hladiny s-AGEs 
v skupine všetkých diabetických pacientov 
v porovnaní s kontrolami. S-AGEs nekorelujú 
s vekom ani s trvaním ochorenia, � o 
korešponduje s výsledkami štúdií  (9, 10). Naše 
výsledky poukazujú na úlohu s-AGEs ako 
perspektívneho biomarkera vývinu neskorších 
diabetických komplikácií. Táto problematika si 
vy�aduje dlhodobý výskum s vä� ším súborom 
pacientov, vhodná by bola prospektívna stúdia. 
V našej štúdii sVCAM-1 vykazuje signifikantne 
vyššie hodnoty u diabetických pacientov ako aj  
lineárnu koreláciu  s vekom.  Vz� ah však lepšie 
vystihuje nelineárna rovnica. 
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Obr. 3: Porovnanie hodnôt IL-6 diabetických 
pacientov a zdravej kontrolnej skupiny 

  
Obr. 4: Porovnanie hodnôt TNF-�  diabetických 
pacientov a zdravej kontrol nej skupiny 
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Úvod 

Diabetes mellitus predstavuje významný 
sociálno-ekonomický problém. Pod� a WHO trpí 
na diabetes mellitus v sú� asnosti 284,6 miliónov 
� udí vo veku od 20 do 79 rokov s predpokladom 
nárastu do roku 2030 o 54 %. Ukazuje sa, �e 
hyperglykémiou indukovaná neenzýmová 
glykácia a oxida� ný stres mô�e ma�  významnú 
úlohu v patogenéze mikro- 
a makrovaskulárnych komplikácií diabetu. 

Chronická hyperglykémia poskytuje 
substráty pre extracelulárnu (HbA1c, 
fruktózamín) ako i intracelulárnu glykáciu. 
Hyperglykémiou indukovaný oxida� ný stres 
akceleruje tvorbu neskorých produktov glykácie 
(AGEs). Proteíny modifikované AGEs 
podliehajú proteolytickej degradácii za tvorby 
cirkulujúcich vo� ných AGE aduktov via�úcich 
sa na AGE receptory. Dochádza k akumulácií 
cirkulujúcich AGEs v plazme a v tkanivách 
diabetických pacientov. V sú� asnosti sa 
intenzívne študuje, ktoré AGE  štruktúry by 
mohli poslú�i�  ako skorý diagnostický 
biomarker rozvoja diabetických komplikácií. 
V našej práci sme sa zamerali na meranie 
sérových fluorescen� ných AGEs a markerov 
oxida� ného stresu - sérových lipoperoxidov. 
 
Materiál a metódy  

Krv a krvné séra/plazmy boli získané od 
pacientov, ktorí pravidelne navštevovali 
diabetologickú ambulanciu II. internej kliniky 
vo Fakultnej nemocnici s poliklinikou 
v Bratislave. Pacienti (n=129) vo veku 37-85 
rokov s d��kou trvania diabetu 1-35 rokov boli 
rozdelení pod� a glykemickej kompenzácie na 
zle kompenzovaných (ZK) a dobre 

kompenzovaných (DK). DK boli diabetickí 
pacienti, ktorých priemerná hodnota 
glykovaného hemoglobínu za posledné 2 roky 
nepresiahla 6 % (n=67). Ostatní diabetickí 
pacienti (ZK) boli zaradení do skupiny 
s nedostato� ne kompenzovanou glykémiou 
(n=62). Zdravú kontrolnú skupinu tvorili 
nediabetickí pacienti (n=30).  

Z klinických parametrov sme stanovili 
vek, trvanie diabetu, výšku, hmotnos� , BMI a 
obvod pása u všetkých diabetických pacientov. 
 
Biochemické parametre: 
HbA1c a lipidový profil boli stanovené 
v laboratóriu OKB FNsP  v Bratislave.  
HbA1c bol stanovený na princípe 
iónomeni� ovej HPLC metódy (DiaSTAT, Bio-
RAD, USA). Hodnoty HbA1c sa kalibrovali 
pod� a normy Svetovej federácie klinickej 
chémie a laboratórnej medicíny (IFCC). 
Lipidový profil (celkový cholesterol, HDL, 
LDL a TG) bol stanovený enzymatickou 
metódou.  

AGEs a lipoperoxidy (LP) boli 
stanovené v laboratóriu ÚLCHBKB 
v Bratislave.  
LP boli stanovené spektrofotometricky pri 
vlnovej d��ke 365 nm (1) a AGEs 
spektrofluorimetricky (exc.345 nm/em. 455 
nm), na prístroji Perkin Elmer LS 45.  
Štatistické vyhodnotenie vz� ahu medzi 
jednotlivými klinickými a biochemickými 
parametrami boli urobené pomocou programu 
StatsDirect. Získané výsledky reprezentujú 
priemer±SD. 
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Výsledky 

Zistili sme signifikantne zvýšené hladiny 
HbA1c (p� 0,001) a LP (p� 0,001) u všetkých 
diabetikov (6,02±1,49% resp. 52,07±24,81 
nmol/ml), u ZK diabetikov (7,29±0,99% resp. 
54,89±27,82 nmol/ml) ako i DK diabetikov 
(4,83±0,64% resp. 49,48±21,54 nmol/ml) v 
porovnaní so zdravou kontrolnou skupinou 
(3,51±0,37% resp. 28,35±7,03 nmol/ml). 
Signifikantne  zvýšené hladiny HbA1c sa našli 
aj u ZK diabetikov v porovnaní s DK diabetikmi 
(p� 0,001). � alej sme zistili signifikantne 
zvýšené hladiny AGEs (p� 0,05) u všetkých 
diabetikov (129,51±40,09 AU/g proteínov), u 
ZK diabetikov (138,15±43,61 AU/g proteínov) 
ako i DK diabetikov (121,51±34,99 AU/g 
proteínov) v porovnaní so zdravou kontrolnou 
skupinou (94,47±20,82 AU/g proteínov)(Obr.1). 
Pozorovali sme signifikantne zvýšené hladiny 

TG a LDL (p� 0,001) u ZK pacientov a 
signifikantne zvýšené hladiny TG (p� 0,001) 
u DK pacientov v porovnaní so zdravou 
kontrolnou skupinou. Medzi ZK a DK 
pacientmi nebol štatisticky významný rozdiel v 
hladinách parametrov lipidového profilu a LP. 
 
Korelácie 
Bez oh� adu na glykemickú kompenzáciu sme 
v súbore všetkých diabetikov pozorovali 
signifikantné korelácie HbA1c s glykémiou 
nala� no (r=0,47, p�  0,01), s glykémiou 
postprandiálne (r=0,31, p�  0,01), s TG (r=0,21, 
p�  0,05), s AST (r=-0,22, p�  0,05)(negatívna 
korelácia). � alej sme pozorovali signifikantnú 
koreláciu AGEs s LP u DK pacientov (r=0,27, 
p= 0,0239) a signifikantnú koreláciu TG s LP 
u všetkých diabetických pacientov (r=0,31, 
p=0,0003)(Obr.2).
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Obr. 1: Porovnanie fluorescen� ných AGEs u všetkých diabetických pacientov (n=129 ) 
a zdravej kontrolnej skupiny (n=10) . 

Obr. 2: Korelácia TG (mmol/ml) s LP (nmol/ml) u všetkých diabetických pacientov 
(n=129). 
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Diskusia  

V našej práci, podobne ako v prácach (2, 3, 4) 
sme pozorovali signifikantne zvýšené hladiny 
cirkulujúcich AGEs v plazme u všetkých 
diabetických pacientov bez oh� adu na 
glykemickú kompenzáciu v porovnaní so 
zdravou kontrolnou skupinou. Tieto výsledky 
poukazujú na zvýšený glyka� ný stres. Parametre 
lipidového profilu- TG boli signifikantne 
zvýšené v oboch diabetických skupinách, LDL 
u ZK pacientov, � o je v zhode s výsledkami 
práce (5). Medzi ZK a DK pacientmi nebol 
štatisticky významný rozdiel v hladinách 
parametrov lipidového profilu (cholesterolu, 
HDL, LDL, TG). Pozorovali sme zvýšené 
hladiny LP u všetkých diabetických pacientov v 
porovnaní s kontrolnou skupinou. Podobné 

výsledky sa pozorovali v štúdii peroxidácie 
lipidov u nedostato� ne kompenzovaných 
diabetických pacientov (6). Signifikantne 
zvýšené hladiny cirkulujúcich LP v plazme u 
všetkých diabetických pacientov bez oh� adu na 
glykemickú kompenzáciu v porovnaní so 
zdravou kontrolou poukazujú na zvýšený 
oxida� ný stres. Zvýšené hodnoty markerov 
oxida� ného a glyka� ného stresu u týchto 
diabetikov zrejme poukazujú na nedostato� nú 
terapiu, ktorá vedie k akumulácii týchto 
produktov v tkanivách s následným rozvojom 
chronických diabetických komplikácií. Preto 
normalizácia týchto hodnôt vhodne zvolenou 
farmakologickou a nefarmakologickou terapiou 
by mala vies�  aspo�  k oddialeniu rozvoja 
diabetických komplikácií. 

 

Dotované grantom VEGA 1/0375/09. 
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Úvod 

Kontrola krvného tlaku sa u chronicky 
hemodialyzovaných (HD) pacientov radí 
k najvyšším prioritám. Nedostato� ná lie� ba 
artériovej hypertenzie významne prispieva 
k zvýšeniu kardiovaskulárnej chorobnosti 
a úmrtnosti. Krvný tlak sa po� as HD meria 
ka�dú hodinu, ale mnohé štúdie potvrdili 
prognosticky vä� ší význam hodnôt zmeraných 
mimo HD zariadenia.  
 
Cie�  
Našim cie� om bolo monitorova�  krvný tlak 
po� as HD a nasledujúcich 24 hodín metódou 
ambulantného monitorovania (ABPM). Skúmali 
sme aj vz� ah medzi zmenami krvného tlaku 
a mno�stvom vody odstránenej z tela po� as HD 
a medzidialyza� nými prírastkami hmotnosti. 
 
Pacienti a metódy 

Prezentovaný súbor predstavuje 50 pacientov 
(mu�i/�eny 33/17; priemerný vek 58±11 rokov), 
ktorí boli zaradení viac ako 3 mesiace do 
chronického HD programu. Po� as 4-hodinovej 
HD sa meral systolický tlak (TS) a diastolický 
tlak (TD) ka�dú hodinu (H0-H4). Po skon� ení 
HD bol nalo�ený tlakový monitor Spacelab 
90217 a meranie bolo cez de�   ka�dých 40 
minút a v noci (23:00-06:00 h) ka�dých 20 
minút. Hodnoty TS a TD zmerané ABMP 
v medzidialyza� nom období boli rozdelené do 
ôsmich trojhodinových intervalov (A1-8).  

Pacienti boli rozdelení do dvoch skupín 
pod� a priemernej hodnoty stredného 
arteriálneho tlaku (MAP) vypo� ítanej na 
za� iatku, a po prvej hodine HD lie� by:                                 

skupina A (n=25), MAP <  100 mmHg; skupina 
B (n=25), MAP 
 100 mmHg. 

Merali sme ultrafiltráciu (UF) pri HD a 
medzidialyza� né hmotnostné prírastky pred HD 
(VP1) a po skon� ení ABPM (VP2). Na  
štatistickú analýzu boli pou�ité testy Mann-
Whitney a Wilcoxon-Wilcox. 
 
Výsledky 

V skupine A bol vstupný TS 130 (125-138; 
medián; 1.-3. kvartil) mmHg a vstupný TD 75 
(70-76) mmHg. V skupine B bol vstupný TS 
150 (145-158) mmHg a vstupný TD 80 (80-88) 
mmHg. Po� as HD sme zistili významnú 
koreláciu len medzi TS a UF v skupine A 
(p=0,04), kým nevýznamné korelácie boli 
v skupine A medzi TD a UF (p=0,1) a v skupine 
B medzi TS a UF (p=0,5) a medzi TD a UF 
(p=0,3).  Hodnoty UF sa v rámci skupín 
významne nelíšili: skupina A 3000 (2500-4300) 
ml,  skupina B 3700 (2500-4200) ml. Parciálnu 
koreláciu medzi TS, TD, UF, VP1, VP2 sme 
nezistili. Na konci HD (H4) boli TS a TD: 
skupina A 125 (120-130) mmHg, 75 (60-80) 
mmHg ; skupina B 150 (140-160) mmHg, 80 
(80-90) mmHg. V druhej trojhodinovej perióde 
(A2) boli TS a TD: skupina A 120 (102-128) 
mmHg, 72 (60-84) mmHg; v skupine B 143 
(127-170) mmHg, 81 (72-85) mmHg. V ôsmej 
trojhodinovej perióde (A8) boli TS a TD: 
skupina A 125 (105-138) mmHg, 75 (65-84) 
mmHg; skupina B  140 (133-154) mmHg, 79 
(76-85) mmHg. Významnú zmenu TS sme 
zaznamenali len v skupine A (A2 vs.A8 p= 
0,03). Po� as noci sme v porovnaní s koncom 
HD zaznamenali v skupine A pokles TS (A4 
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p=0,02; A5 p=0,02) ale nie pokles TD. 
V skupine B klesol TS v porovnaní s koncom 
HD iba v druhej spánkovej perióde (A5 
p=0,009), kým TD sa významne zní�il v oboch 
spánkových periódach (A4 p=0,0002; A5 p= 
0,0001). Medzi jednotlivými skupinami sa 
rozdiel TS udr�al v celom priebehu (p=0,001). 

Vývoj TD medzi skupinami sa líšil. 
Rozdielne hodnoty boli zaznamenané iba do 
tretej trojhodiny snímania (A3 p=0,003). 
 
Diskusia 

Pravidelne HD pacienti vykazujú vysokú 
chorobnos�  a úmrtnos�  na kardiovaskulárne 
choroby. Nedostato� ne lie� ená artériová 
hypertenzia, ako jeden z mnohých rizikových 
faktorov, sa vyskytuje a� u 80 %  pravidelne 
HD pacientov (1). Získa�  presné hodnoty 
krvného tlaku v tejto vzorke pacientov je 
vzh� adom na zlo�itos�  problematiky náro� né. 
Agarwal a spol. vo svojej metaanalýze 
poukazujú na to, �e hodnoty krvného tlaku 
namerané po� as HD  nie sú spo� ahlivé na odhad 
zmien krvného tlaku v období medzi dvoma  po 
sebe nasledujúcimi HD, � ím mô�e � ahko dôjs�  

k vá�nym terapeutickým chybám (2). ABMP 
poskytuje � aleko presnejšie prognostické 
informácie (3). Prvým cie� om našej práce bolo 
získa�  � o najpresnejšie hodnoty krvného tlaku 
po� as HD metódou ABMP ako validného 
ukazovate� a zmien krvného tlaku pred, po� as i v 
medzidialyza� nom období. Vplyv 
medzidialyza� ného hmotnostného prírastku na 
krvný tlak sme rovnako ako Savage a spol. (4) 
síce ani v jednej zo skupín nepotvrdili, no 
kontrola prísunu tekutín a soli, obzvláš�  
u anurických pacientov, je základný krok 
v nefarmakologickej lie� be artériovej 
hypertenzie (5). Zvýšené kardiovaskulárne 
riziko je v tejto populácii � asto dávané do 
súvisu s chýbaním fyziologického poklesu 
krvného tlaku po� as noci (non-dipper), ba 
dokonca výskytom no� nej hypertenzie (reverse 
dipper) (6). Tento fenomén sme však ani 
v jednej zo skupín nezaznamenali. Zaujímavý je 
nález, �e TD sa zní�il  po� as noci v skupine B, 
no potom sa u� od hodnôt TD v skupine 
A neodlišoval. Tento jav je mo�né vysvetli�  
redistribúciou tekutín smerom do 
extravaskulárneho priestoru v priebehu 24hodín 

Legenda:  
1h – hodnoty krvného tlaku po prvej hodine HD 
4h – hodnoty krvného tlaku po štvrtej hodine na záver HD 
 

Graf: Zmeny krvného tlaku po� as hemodialýzy (HD) a v nasledujúcich 3-hodinových 
intervaloch (A1-A8). Hodnoty vyjadrené v mediánoch. 
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po HD (7). Na základe snímania ABMP sme 
zintenzívnili lie� bu 16 pacientom (32%). 
Výzvou pre dlhodobú kontrolu AH  je domáce 

monitorovanie TK a v prípade potreby kontrola 
pomocou ABMP (8). 

Práca bola podporená grantom Univerzity Komenského pre mladých vedeckých pracovníkov � .UK/46/2008. 
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Úvod 

Experimentálne, klinické a epidemiologické 
štúdie dokázali, �e chronický zápal zvyšuje 
riziko vzniku rakoviny a tie� urých� uje 
progresiu nádorov (1). Po� as zápalového 
procesu dochádza k produkcii špecifického 
spektra cytokínov a prostaglandínov 
v stromálnych bunkách. Prostaglandíny sú 
primárnymi mediátormi zápalového procesu a 
jedným z k� u� ových enzýmov, ktoré katalyzujú 
biosyntézu týchto molekúl je enzým 
cyclooxygenáza 2 (COX-2) (2). Práve COX-2 je 
výrazne nadexprimovaná po� as procesov, medzi 
ktoré patrí okrem zápalu aj vznik a progresia 
nádorov (3). Existuje ve� a literárnych údajov 
o tom, ako prozápalové mediátory produkované 
stromálnymi bunkami ovplyv� ujú správanie 
nádorových buniek, ale údaje o tom � i aj 
nádorové bunky sú schopné spätne ovplyvni�  
samotný zápal prebiehajúci v stróme nie sú 
známe. 

Pri koncipovaní tejto štúdie sme 
vychádzali z našich predchádzajúcich 
výsledkov, ktoré ukázali �e mezenchymálne 
fibroblasty aktivované procesom nemózy sú 
schopné ovplyvni�  rastové a diferencia� né 
charakteristiky leukemických buniek (4). Tieto 
procesy sme sledovali po� as kokultivácie, kedy 
dochádza k vzájomnej interakcii a recipro� nej 
komunikácii medzi leukemickými bunkami 
a aktivovanými fibroblastami práve pomocou 
nemózy.  

Nemóza predstavuje komplexný proces 
aktivácie a následnej bunkovej smrti � udských 
fibroblastov, ktorý je spúš� aný vzájomným 
homotypickým kontaktom medzi fibroblastami. 
Takto aktivované fibroblasty sú 
charakterizované nielen masívnou indukciu 
COX-2 expresie a následnej syntézy 

prostaglandínov ale aj produkciou � a� ších 
cytokínov asociovaných so zápalom (IL-1, IL-6, 
IL-8), bunkovým rastom (HGF, amfiregulin, 
FGF7) a diferenciáciou (IL-11, LIF and GM-
CSF) (5).  

Aj v tejto štúdii sme ako experimentálny 
model zápalového procesu pou�ili 
mezenchymálne fibroblasty aktivované 
procesom nemózy. V experimentoch sme sa 
zamerali práve na schopnos�  leukemických 
buniek ovplyvni�  zápalový proces prebiehajúci 
vo fibroblastových sferoidoch. Konkrétnym 
cie� om mojej práce bolo analyzova�  schopnos�  
leukemických buniek modulova�  expresiu 
COX-2, ktorá je charakteristickým znakom 
prebiehajúceho zápalového procesu. 
 
Metodika 

Kultivácia buniek a príprava sferoidov 
Kultúry � udských ko�ných fibroblastov MUF 
1/7 ako aj leukemických bunkových línií THP-
1, KG-1, U937, HL60, Jurkat boli kultivované 
v 10% médiu RPMI 1640 pri +37°C s 5% 
obsahom CO2. Pre kokultiva� né experimenty 
a prípravu sferoidov boli  pou�ité 96-jamkové 
platni� ky, ktoré boli opracované 0,8% agarózou, 
aby sa zabránilo adherencii buniek. Na tieto 
platni� ky boli najprv nanesené leukemické 
bunky a následne k nim bola pridaná 
jednobunková suspenzia mezenchymálnych 
fibroblastov (104 buniek/ml) a bunky boli 
kokultivované po dobu 72 hodín. Po tejto dobe 
boli sferoidy oddelené od leukemických buniek 
a expresia COX-2 sledovaná pomocou 
immunoblotingu.  
 
PAGE a immunobloting 
Bunky boli premyté PBS a lyzované priamo vo 
vzorkovom tlmivom roztoku pre PAGE, ktorý 
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obsahoval zmes proteáz. Lyzát sme inkubovali 
pri +95°C po dobu 5 minút a následne 
centrifugovali. Takto spracované vzorky boli 
nanesené na hustotný gradientový gél (gradient 
polyakrylamidu 5-15%) a separované pri 20mA 
a 50V po� as 8 hodín. Separované proteínové 
vzorky boli prenesené na nitrocelulózovú 
membránu, ktorú sme inkubovali s primárnymi 
protilátkami vo� i COX-2 a následne so 
sekundárnymi protilátkami zna� nými alkalickou 
fosfatázou. Proteíny boli vizualizované 
pomocou špecifického substrátu. 
 
Výsledky 

Analyzované leukemické bunkové línie: KG-1, 
THP-1, U937, HL-60, Jurkat boli kokultivované 
s mezenchymálnymi fibroblastami MUF 7/1, 
u ktorých sa po� as vytvárania sferoidov 
indukuje expresia COX-2 (obr. � . 1). 
Prítomnos� ou leukemických buniek pri indukcii 
tejto expresie doká�eme monitorova�  ich 
schopnos�  modulova�  COX-2 expresiu. 
Efektivitu leukemických buniek modulova�  
expresiu COX-2 po� as kokultivácie sme 
kvantitatívne porovnávali pomocou hodnoty 
IC50 (mno�stvo leukemických buniek ktoré je 
schopné zní�i�  expresiu COX-2 na 50% pri 
porovnaní s neovplyvnenou kontrolou).  Všetky   

 

 

doteraz  analyzované leukemické bunky boli 
schopné do ur� itej miery inhibova�  expresiu 
COX-2, ale jednotlivé línie sa navzájom 
výrazne líšili v intenzite tejto inhibície (obr. � . 
2). Monocytárne leukemické bunkové línie 

(U937, THP-1) a promyelocytická bunková 
línia (HL60) vykazovali najvyššiu schopnos�  
inhibova�  COX-2, kým T bunková leukemická 
línia (Jurkat) vykazovala najmenšiu schopnos�  
ovplyvni�  COX-2 expresiu. V porovnaní s U937 
bunkovou líniou majú Jurkat bunky 5,5 krát 
menšiu schopnos�  inhibova�  COX-2. Výsledky 
sú zhrnuté v Tab. � .1. 

S cie� om zisti� , � i sa na downregulácii 
COX-2 zú� ast� ujú solubilné molekuly 
produkované leukemickými bunkami, boli 
sferoidy kultivované v kondicionovanom médiu 
z jednotlivých leukemických línií. Po 72 
hodinovej kultivácii v kondicionovanom médiu 
sme nepozorovali signifikantné zmeny 
v expresii COX-2 u sferoidov. 

 
Diskusia 

Výsledky našich experimentov jednozna� ne 
ukázali, �e � udské leukemické bunky sú 
schopné modulova�  expresiu COX-2. 
Downreguláciu expresie COX-2 vo sferoidoch 
sme pozorovali po kokultivácii so všetkými 
analyzovanými leukemickými bunkovými 
líniami. Jednotlivé línie sa však výrazne líšili 
v miere s akou boli schopné inhibova�  expresiu 
COX-2.  

Získané výsledky tie� dokazujú, �e 
schopnos�  modulova�  zápalový proces zavisí na 
type bunkovej línie. Predpokladáme, �e 
pozorované rozdiely v schopnosti modulova�  
expresiu COX-2 súvisia so špecifickými 
funkciami, ktoré vykonávajú korešpondujúce 
zdravé bunky (napr. monocyty) v organizme 
po� as zápalu. Navzájom sa tie� líšili aj bunkové 
línie toho istého typu (U937 a THP-1), � o mô�e 
súvisie�  s rôznou mierou dediferenciácie a straty 
špecifických funkcií, ktoré nastali u týchto 
buniek po� as leukemogenézy. 

Experimenty analyzujúce úlohu 
solubilných molekúl produkovaných 
leukemickými bunkami pri modulácii COX-2 
expresie ukázali, �e kondicionované médium 
z leukemických línií nemalo signifikantný vplyv 
na expresiu COX-2. Tieto výsledky nazna� ujú, 
�e  na moduláciu COX-2 expresie je potrebný 
kontakt medzi stromálnymi a leukemickými 
bunkami a �e solubilné mediátory produkované 
leukemickými bunkami tento efekt 
nevyvolávajú. Na modulácii COX-2 expresie sa 
teda pravdepodobne zú� ast� ujú molekuly 

Obr. 1: Kokultivácia leukemických buniek so 
sferoidom po 72 hodinách. Obrázok z fázového 
kontrastného mikroskopu, kde centrálna denzná 
štruktúra predstavuje sferoid z 
mezenchymálnych buniek, ktorý je obklopený 
leukemickými bunkami. 
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a receptory prítomné na povrchu leukemických 
buniek a aktivovaných fibroblastov. 

V nasledujúcich experimentoch by sme 
chceli rozšíri�  analyzovaný súbor leukemických 
buniek o � alšie T bunkové a monocytárne 
leukemické línie ako aj B bunkové leukemické 

línie a erytroleukémie. Predbe�né výsledky 
získané pri analýze vzoriek od pacientov 

s rôznymi typmi leukémií týmto metodickým 
prístupom nazna� ujú, �e zistený fenomém 
modulacie expresie COX-2 má relevantnos�  in 
vivo.
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Tab.1: Hodnoty IC50 pre analyzované leukemické bunkové línie. * Jednotlivé hodnoty 
IC50 predstavujú priemer z troch nezávislých experimentov. 

  
 

 

Obr. 2: Porovnanie úrovne expresie COX-2 vo sferoidoch po ich kokultivácii 
s leukemickými bunkovými líniami po� as 72 hod. pomocou immunoblotingu. 
Kontrola predstavuje MUF sferoidy bez ovplyvnenia. 
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Úvod 

Hematopoetické prekurzorové bunky tvoria 
v kostnej dreni rôznorodú populáciu buniek 
odlišných tried na rôznom stupni vývoja. 
Prekurzorové CD34+ bunky sú jednou 
z populácií hematopoetických prekurzorových 
buniek. Diferencujú v kostnej dreni na 
granulocyty a monocyty (1).  

Normálny proces vyzrievania 
prekurzorových buniek je sprevádzaný zmenou 
expresie ur� itých povrchových antigénov. 
Metódou prietokovej cytometrie je mo�né 
monitorova�  tieto zmeny, a tak odlíši�  rôzne 
stupne bunkovej diferenciácie a príslušnos�  
buniek k jednotlivým bunkovým triedam (2).  

Poznatky o expresii znakov normálneho 
hematopoetického vývoja nám napomáhajú 

identifikova�  abnormálne vzory 
hematopoetických diferenciácií u rôznych typov 
leukémií a lymfómov (3).  

Materiál a metódy  

Na imunofenotypovú analýzu CD34+ 
prekurzorových buniek sa pou�ili vzorky 
regenerujúcej kostnej drene (KD) odobraté 29 
pacientom v kompletnej remisii po ukon� ení 
chemoterapie. Bunky KD sa inkubovali 
s fluorescen� ne zna� enými monoklonálnymi 
protilátkami uvedenými v tabu� ke 1. Nazna� ené 
bunky sa merali na prietokovom cytometri 
BDfacsCantoII a hodnotené boli v programe 
BDfacsDiva. Jednotlivé populácie leukocytov 
a patologické bunky sa vyzna� ili („gate-ovali“) 
na bodových grafoch („dot-plot“) pod� a znaku 
CD45.

Tab. 1: Protilátky (Beckman Coulter, * BD Bioscience, # Myltenyi Biotec) pou�ité pri 
imunofenotypizácií prekurzorových CD34+ buniek a erytroidných prekurzorov. 

Fluorescen� né  
zna� enie 

Protilátky pou�ité  
na analýzu vývojových CD34+ buniek a erytroidných prekurzorov 

FITC CD34, CD123*, HLA-DR, CD38, CD10, CD36, CD11b, CD16, CD2, 
CD42b, CD61 

PE CD34, CD13, CD33, CD133#, CD117, CD71, CD235a, CD15, CD4, CD7, 
CD56, CD41, 

PC5 CD34, CD45 
PerCP Cy5.5 CD105* 

PE-Cy7 CD34* 
APC CD117 

APC-Cy7 CD45* 
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Výsledky 

V po� iato� ných analýzach sme prekurzorové 
CD34+ bunky gate-ovali na špecifických 
znakoch myeloidných prekurzorov - na znaku 
CD34+ alebo znaku CD117 vo� i zvýšenej 
granularite (SSC). Týmto prístupom analýzy 
CD34+ prekurzorových buniek sme odhalili 3 
rôzne subpopulácie buniek.  

Najpo� etnejšiu subpopuláciu buniek 
tvorili dvojito pozitívne bunky v expresii 
znakov CD34 a CD117 (CD34+CD117+ 
bunky); menšie percento tvorili bunky, ktoré 
exprimovali znak CD34 a neexprimovali CD117 
(CD34+CD117- bunky) a naopak, bunky ktoré 
neexprimovali znak CD34 a exprimovali CD117 
(CD34-CD117+ bunky) (obrázok 1). 

 
Imunofenotypová analýza CD34-CD117+ buniek 
Dodato� nou imunofenotypovou analýzou 
CD34-CD117+ buniek sme zistili, �e tieto 
bunky neexprimujú myeloidné a myeloidné 
prekurzorové znaky (CD13-, CD33-, CD133-, 
CD123-, CD10-, CD11b-, CD15-), neexprimujú 
ani T-lymfoidné znaky (CD2-, CD3-, CD5-, 
CD7-), B-lymfoidné a B-prekurzorové znaky 
(CD19-, CD20-, CD10-) a znaky 
megakaryocytové (CD41-, CD42b-, CD61-).  
Analýza odhalila, �e tieto bunky, podobne ako 
erytroidná dr� , exprimujú na svojom povrchu 
znaky CD36 a CD71. Na rozdiel od erytroidnej 
drte, exprimujú iba � iasto� ne špecifický znak 
erytrocytov CD235a (glykoforín A) a silno 
exprimujú znaky CD117 a CD105 (CD105 je 
špecifický znak erytroidných prekurzorov); stále 
si zachovávajú, i ke�  slabú, expresiu znaku 
CD45 a granularitu a ve� kos�  majú podobnú 
ako vývojové CD34+ bunky (obrázok 2).

 
 

 

 

 

Obr. 1: 3 rôzne subpopulácie buniek: CD34+CD117+ bunky (modrá farba), CD34-
CD117+ bunky (� ervená farba) a CD34-CD117+ bunky (zelená farba) získané gate-
ovaním CD34+ buniek na protilátke CD34 vo� i zvýšenej granularite (SSC) alebo znaku 
CD117 vo� i SSC. 
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Imunofenotypová analýza CD34+ CD117- buniek 
Imunofenotypovou analýzou CD34+CD117- 
buniek sme zistili, �e ani tieto bunky 
neexprimujú na svojom povrchu myeloidné 
prekurzorové znaky (CD13-, CD33-, CD133-), 
ale exprimujú znak CD10, � o je znak najmenej 
zrelých prekurzorov B-lymfocytov 
(hematogónov I. štádia). Populácia týchto 
buniek má vyššiu granularitu a tak zachádza 
v bodových analýzach do prekurzorových 
CD34+ buniek (obrázok 3). 

Imunofenotypová analýza � istých CD34+ CD117+ 
buniek 
� isté CD34+ prekurzorové bunky sme získali 
gate-ovaním dvojito pozitívnych buniek pre 
znaky CD34+CD117+. Tieto bunky exprimujú 
na svojom povrchu znaky CD13, CD33, CD133, 
HLA-DR, CD38 a neexprimujú zrelšie znaky 
granulocytov a monocytov, ako sú znaky CD4-, 
CD14-, CD15-, CD16-, � i v literatúre uvádzané 
znaky kme� ových buniek CD123- a CD105- 
(Obrázok 2). 

 

 
 

Obr. 2: Fenotypová analýza � istých prekurzorových CD34+CD117+ buniek (modrá 
farba), erytroidných prekurzorov CD34-CD117+ (� ervená farba) a erytroidnej drte (�ltá 
farba). Prekurzorové CD34+CD117+ bunky exprimujú na svojom povrchu znaky CD13, 
CD33, CD133; erytroidné prekurzory exprimujú znaky CD36, CD71, CD105 a � iasto� ne 
CD235a (glykoforín A).  
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Diskusia 

Prekurzorové CD34+ bunky z 
imunofenotypového h� adiska tvoria v 
regenerujúcej kostnej dreni jednu homogénnu 
populáciu buniek exprimujúcich znaky CD13, 
CD33, CD133, CD117, CD38, HLA-DR. 
Doteraz sa nám nepodarilo odlíši�  ich � alšie 
imunofenotypové vývojové štádia. 

Poznatky o expresii a intenzite expresie 
CD znakov na povrchu CD34+ prekurzorových 
buniek sa vyu�ívajú v diagnostike a pri 
kontrolných vyšetreniach vzoriek akútnych 
myeloidných leukémií (AML). Leukemické 
bunky AML majú � asto zhodný fenotyp ako 
prekurzorové CD34+ bunky. V� aka tomu, �e 
vieme presne zadefinova�  imunofenotyp CD34+ 
buniek, sme schopní ich odlíši�  od 
patologických buniek. Vo vzácnych prípadoch 
sa v kostnej dreni mô�u nachádza�  prekurzorové 
CD34+ bunky ešte v koexistencii s 

patologickými bunkami, hlavne v ranom štádiu 
vývoja ochorenia alebo ako minimálna 
zvyšková choroba (MRD). 

V regenerujúcej kostnej dreni sme 
schopní zachyti�  aj prítomnos�  erytroidných 
prekurzorových buniek CD117+CD34-. 
Erytroidné prekurzorové bunky exprimujú na 
svojom povrchu znaky CD36, CD71, CD105, 
� iasto� ne znak CD235a, so zní�enou intenzitou 
ešte exprimujú znak CD45 a ve� kos�  a 
granularitu majú zhodnú s prekurzorovými 
CD34+ bunkami. Tieto bunky sa objavujú v KD 
ihne�  so za� ínajúcou regeneráciou po ukon� ení 
terapie. V tomto štádiu regenerácie KD sme 
zatia�  zaznamenali ich najvyšší výskyt –  0,6% a 
ich po� et � asom klesá. Poznatky o expresii 
špecifických CD znakov erytroidných 
prekurzorov vyu�ívame v diagnostike 
erytroleukémie AML-M6. 

 

Obr. 3: Imunofenotypová analýza CD34+CD117- buniek, ktoré neexprimujú znaky 
myeloidných prekurzorov (CD13-, CD33-, CD133-) ale exprimujú znak B-lymfoidných 
prekurzorov CD10. 
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Úvod 

APC (adenomatous polyposis coli) gén je 
tumorsupresorový gén, lokalizovaný na dlhom 
ramienku 5. chromozómu (5q21). Je � lenom 
Wnt signálnej cesty a má k� ú� ovú úlohu v 
procese udr�ania rovnováhy medzi proliferáciou 
a diferenciáciou po� as embryonálneho a 
postnatálneho �ivota (1). APC proteín kódovaný 
APC génom sa podie� a na progresii bunkového 
cyklu, chromozomálnej stabilite a na procese 
apoptózy (2). Beta-katenín je protoonkogén 
predominantne viazaný na E-kadherín. APC/� -
katenínová signálna cesta hrá centrálnu úlohu 
v kolorektálnej karcinogenéze, takmer vo 
všetkých prípadoch rakoviny hrubého � reva sa 
zis� uje dysregulácia � -katenínovej signálnej 
cesty. Ide bu�  o inaktiva� né mutácie APC 
proteínu alebo aktiva� né mutácie proteínu � -
katenín (3). APC proteín spolu s Axin, CK1 
(kaseín kináza1) a GSK3�  (serín/treonín kináza) 
vytvárajú komplex, ktorý napomáha fosforylácii 
� -katenínu, � o vedie k jeho degradácii (4).  
Mutácia alebo strata APC génu vedie 
k nemo�nosti fosforylácie � -katenínu a k jeho 
stabilizácii, � -katenín sa hromadí v cytoplazme 
bunky a prechádza do jadra. V jadre aktivuje 
kaskádu dejov, vedúcich k tumorigenéze. 
Mutácie v APC géne sú zodpovedné za vznik 
familiárnej adenomatóznej polypózy (FAP) 
� reva, a taktie� za ve� a sporadických 
kolorektálnych karcinómov, karcinómov 
�alúdka a pa�eráka (5). Familiárna 
adenomatózna polypóza je autozomálne 
dominantne dedi� ná choroba, ktorá sa prejavuje 

prítomnos� ou po� etných adenomatóznych 
polypov hrubého � reva, preva�ne v 
rektosigmoidálnej oblasti. Ide o prekancerózu, 
ktorá u vä� šiny pacientov vedie k vzniku 
kolorektálneho karcinómu do 40 rokov veku. 
Rôzne myšacie modely predstavujú výborný in 
vivo systém na výskum chorôb u � udí a 
sledovanie ú� inku lie� by (6). Myšacie modely 
FAP boli vyvinuté bu�  chemickou 
mutagenézou APC génu (min myš), alebo 
homológnou rekombináciou embryonálnych 
kme� ových buniek (APC1638, APC716). 
APCmin (multiple intestinal neoplasia) myšací 
model s bodovou mutáciou v APC géne bol 
prvým modelom � udskej familiárnej 
adenomatóznej polypózy (7). V porovnaní 
s APCmin myšacím modelom, APC1638N 
mutanti pre�ívajú dlhšie. Pod� a literárnych 
údajov APC1638N myši, ktoré sú heterozygotne 
pre mutáciu v APC géne typicky vyvinú tri a� 
pä�  spontánnych intestinálnych tumorov (8). 
 
Cie�  práce 

Cie� om práce bolo zisti�  úlohu APC génu/APC 
proteínu v prevencii kolorektálneho karcinómu 
na APC+/APC1638N myšacom modeli. 
 
Materiál a metódy 

Pou�ili sme APC+/APC1638N myšací model s 
mutáciou v APC géne indukovanou vlo�ením 
neomycínovej expresnej kazety do kodónu 1638 
v protismere transkripcie APC. Mutácie vedú k 
tvorbe nestabilného 182 kDa proteínu. Do nášho 
pokusu bolo zahrnutých 19 myší, z toho 10 bolo 
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transgénnych APC+/APC1638N. 19 myšiek 
bolo rozdelených do dvoch skupín. Kontrolnú 
skupinu tvorilo 6 myšiek, z nich 4 boli 
transgénne a 2 zdravé bez mutácie v APC géne. 
Experimentálnu skupinu tvorilo 13 myšiek, 6 
bolo transgénnych a 7 bez mutácie v APC géne. 
Myšky v experimentálnej skupine dostávali per 
os baktérie DE3plys6 s naklonovaným a 
exprimovaným APC génom 2 x tý�denne v 
mno�stve 0,5 ml rozsuspendované v mlieku v 
trvaní 41 tý�d� ov. Išlo o nepatogénny kme�  
Escherichia coli. Po usmrtení myšiek sme 
vybrali za�ívací trakt od �alúdka po rektum, 
nastrihli sme ho po celej d��ke a sledovali sme 
vo� ným okom a pod lupou vidite� né polypózne 
útvary. Odobraté tkanivá boli následne fixované 
v 10% formalíne a zaliate do parafínu. 
V štandardne histologicky spracovaných 
vzorkách celého tráviaceho traktu sme hodnotili 
prítomnos�  polypóznych zmien s následným 
porovnaním makroskopického a 
mikroskopického nálezu. Na potvrdenie 
protektívnej úlohy APC proteínu v stene � reva 
na vznik polypov plánujeme v � alšom kroku 
vyšetri�  vzorky � reva s polypmi a vzorky � reva 
s normálnou sliznicou imunohistochemicky na 
prítomnos�  alebo absenciu APC proteínu 
s pou�itím králi� ej polyklonálnej protilátky proti 
APC.    
 
Výsledky 

Ukázalo sa, �e nie všetky útvary makroskopicky 
hodnotené ako polypy boli skuto� né polypózne 
výrastky � revnej sliznice, pravdepodobne išlo 
o riasy sliznice. Pri mikroskopickom vyšetrení 
celej d��ky � riev mali všetky 4 transgénne 
myšky z kontrolnej skupiny polypy v tenkom 
� reve, jedna naviac aj v �alúdku. Zdravé myšky 
bez mutácie v APC géne boli bez nálezu 
polypov. V kontrolnej skupine sme nenašli 
polypy v hrubom � reve. V experimentálnej 
skupine pri mikroskopickom vyšetrení 6 
transgénnych myšiek boli 4 (66,6%) bez nálezu. 

U dvoch myšiek sa nachádzali polypy, u jednej 
boli 3 polypy v tenkom � reve, u druhej bolo 
viac ako 10 polypov v tenkom � reve a dva 
polypy v hrubom � reve. U 7 myšiek 
v experimentálnej skupine bez mutácie v APC 
géne sme nenašli �iadne polypy v za�ívacom 
trakte. Polypy boli histomorfologicky rôzne - 
tubulárne, tubulovilózne, vilózne, s alebo bez 
atypií.  
 
Diskusia 

FAP je prekancerózny stav vyús� ujúci vo 
vä� šine prípadov do vzniku kolorektálneho 
karcinómu (9). Genetickým podkladom tohto 
stavu je inaktiva� ná mutácia v APC géne. 
“Reaktivácia“ APC génu by mohla 
predstavova�  potenciány terapeutický zásah vo 
vzniku a progresii FAP, zatia�  o tom nie sú 
�iadne dostupné literárne údaje. V našej práci 
sme pou�ili APC+/APC1638N myšací model 
uvádzaný aj v iných prácach (6), u ktorého sme 
podávali nepatogénne � revné baktérie s 
naklonovaným a exprimovaným APC génom. 
Tento model sa ukazuje by�  vhodným modelom 
FAP v prípade heterozygotnych zvierat, 
u ktorých sme zaznamenali vznik polypov v 
za�ívacom trakte, najmä v tenkom � reve. 
Z literárnych údajov je známe, �e vä� šina 
polypov v myšacích modeloch sa nachádza 
v tenkom � reve a len malé mno�stvo polypov je 
v hrubom � reve, � o zodpovedá aj nálezu u nami 
pou�itého zvieracieho modelu. Je to fenotypicky 
odlišné od familiárnej adenomatóznej polypózy 
u � udí, kde je postihnuté výlu� ne hrubé � revo. 
Podávanie nepatogénnych � revných baktérií 
s naklonovaným a exprimovaným 
nemutovaným APC génom transgénnym 
myškám s mutáciou v APC géne má 
jednozna� ný protektívny vplyv na vznik 
polypov v sliznici za�ívacieho traktu. To 
potvrdzuje vysoký po� et (66,6%) takto 
lie� ených zvierat bez nálezu polypov. 
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Úvod 

Nádory štítnej �� azy sú záva�né endokrinné 
choroby postihujúce významnú � as�  populácie. 
Naj� astejšie ide o nádory z folikulárnych 
buniek, avšak medzi malígne typy patrí aj 
medulárny karcinóm, vychádzajúci 
z parafolikulárnych buniek, � asto s prítomnými 
metastázami v lymfatických uzlinách, p� úcach, 
kostiach a pe� eni (1). Stretávame sa s jeho 
sporadickou, ale i dedi� nou formou, kedy je 
sú� as� ou syndrómu mnohopo� etnej endokrinnej 
neoplázie (2A, 2B), prípadne familiárny výskyt 
samotného medulárneho karcinómu. Za vznik je 
zodpovedný RET onkogén, kódujúci receptor 
s aktivitou tyrozínovej kinázy, v ktorom 
nachádzame zárodo� né mutácie v rôznych 
oblastiach (2).    

Jednou zo základných vlastností 
nádorových buniek je nekontrolovaný rast a 
teda � astejší prechod bunkovým cyklom. Tento 
prechod je kontrolovaný viacerými molekulami, 
jednou z nich, konkrétne pri prechode buniek 
z G1 do S fázy, resp. z G2 do M fázy, je cyklín 
D1. Tento sa nachádza v neaktívnej forme 
v cytoplazme, kde sa via�e s cyklín-
dependentnými kinázami, prechádza do jadra 
a tu umo�� uje prechod buniek bukovým cyklom 
(3). Pri viacerých typoch nádorov je pozorovaná 
zvýšená expresia cyklínu D1, � o mô�e by�  
prí� inou � astejšieho delenia a proliferácie 
nádorových buniek. Expresia cyklínu D1 je 
ovplyv� ovaná viacerými signálnymi dráhami, 
jednou z nich je aj mitogénom aktivovaná 
proteínová kináza/ extracelulárnym signálom 
regulovaná kináza (MAPK/Erk)- signálna dráha 
(4). Prvý stupe�  mô�e by�  aktivovaný rôznymi 
rastovými faktormi, prípadne väzbou signálu na 
receptor s aktivitou tyrozínovej kinázy 
v bunkovej membráne. Signálna dráha 

pozostáva z viacerých stup� ov, z ktorého ka�dý 
svojim ú� inkom aktivuje stupe�  nasledujúci. Pri 
aktivácii posledného stup� a, vytvorením 
komplexu MEK/Erk je v jadre ovplyv� ovaná 
transkripcia génov zodpovedných za produkciu 
rôznych molekúl, medzi nimi aj cyklín D1. 
Aktívna MAPK/Erk signálna dráha mô�e 
ovplyv� ova�  aj produkciu molekuly HIF1�  
a ten následne iniciuje produkciu VEGF, 
hlavného angiogénneho rastového faktora. 
Prítomnos�  týchto markerov je � asto spájaná 
s agresívnejším správaním nádorov a skorším 
nástupom metastázovania.  

Cie� om prezentovanej práce bolo overi�  
expresiu cyklínu D1 v medulárnych 
karcinómoch štítnej �� azy a popri tom sa 
pokúsi�  o mo�ný dôkaz vplyvu MAPK/Erk 
signálnej dráhy na jeho aktiváciu a tie� na 
produkciu HIF1�  a následne VEGF v týchto 
nádoroch.  
 
Metodika 

Pou�itý bol súbor 13 archívnych bioptických 
vzoriek medulárneho karcinómu štítnej �� azy. 
Hodnotená bola pozitivita na markery cyklín 
D1, HIF1�  a VEGF v nádorových bunkách. 
Aktivácia dráhy MAPK/Erk bola hodnotená na 
základe pozitivity markerov p-MEK1/2 a p- 
p42/44 MAPK (Erk1/2). Expresia proteínov 
bola detegovaná prostredníctvom 
imunohistochemického vyšetrenia pou�itím 
komer� ne dostupných protilátok proti cyclin D1 
(Novocastra, USA), HIF1�  (NeoMarkers, 
USA), VEGF (Santa Cruz, USA), p- MEK1/2, 
p- p44/42 MAPK (Erk1/2) (Cell Signaling, 
USA). Reakcia bola vizualizovaná 
prostredníctvom univerzálneho peroxidázového 
polyméru Histofine (anti-mouse, anti-rabbit) 
s pou�itím diaminobenzidínu (DAKO, Dánsko), 
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ako substrátu pre reakciu. Vyhodnotená bola 
semikvantitatívne vo svetelnom mikroskope 
(Axioskop 40). Rozlišovaná bola prítomnos�  
jadrovej a cytoplazmovej pozitivity proteínov, 
prípadne negativita.  
 
Výsledky 

V medulárnych karcinómoch sme aktiváciu 
MAPK/Erk signálnej dráhy pozorovali celkovo 
v 10 prípadoch (71,5%), avšak jadrovú 

pozitivitu potrebnú na ovplyvnenie produkcie 
cyklínu D1 iba v 4 prípadoch (28,5%). Sú� asnú 
pozitivitu na markery- p- MEK1/2, p- p42/44 
MAPK a cyklín D1 sme pozorovali v 4 
prípadoch (28,5%). Pozitivitu na markery 
MAPK/Erk signálnej dráhy a HIF1�  vykazovali 
opä�  iba 4 prípady (28,5%), sú� asnú pozitivitu 
aj na VEGF sme pozorovali v 2 prípadoch 
(14%).
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MEK (cytoplazma), Erk negatívne 4 (28,5%) 
MEK (cytoplazma), Erk (cytoplazma) 6 (43%) 
MEK (cytoplazma), Erk (jadrá) 4 (28,5%) 
MEK (cytoplazma), Erk (jadrá), cyklínD1 (jadrá) 4 (28,5%) 

MEK (cytoplazma), Erk (jadrá), HIF1�  (jadrá) 4 (28,5%) 

MEK (cytoplazma), Erk (jadrá), HIF1�  (jadrá), VEGF (cytoplazma) 2 (14%) 

MEK (cytoplazma), Erk (cytoplazma), cyklínD1 (jadrá) 6 (43%) 
 

Obr. 1.: Znázornenie expresie sledovaných markerov (hnedá farba) v tkanive 
medulárneho karcinómu štítnej �� azy.   

p- MEK ½ (cytoplazmová 
pozitivita) HIF1�  (jadrová pozitivita) 

Cyklín D1 (jadrová 
pozitivita) 

p- p42/44 MAPK (Erk ½) 
(jadrová pozitivita) VEGF (cytoplazmová 

pozitivita) 
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Diskusia 

Medulárny karcinóm tvorí iba 5- 10% všetkých 
malignít štítnej �� azy, ale pri jeho neskorom 
odhalení patrí medzi agresívne a rýchlo sa 
šíriace nádory (1). Doposia�  jediným  
spo� ahlivým lie� ebným postupom je totálna 
tyreoidektómia. Chemoterapia, prípadne 
rádioterapia plní skôr udr�iavaciu lie� bu pri 
metastázach vo vzdialenejších oblastiach. V  
rôznych nádoroch (ezofagus, p� úca) sa 
molekula cyklín D1 ukazuje vyu�ite� ná v lie� be 
(5), výsledky z tkaniva štítnej �� azy sú nejasné, 
zvláš�  v prípadoch medulárneho karcinómu (6). 
V našej predchádzajúcej štúdii sme preukázali 
jeho prítomnos�  vo všetkých sledovaných 
prípadoch medulárneho karcinómu (7) a overili 
jeho expresiu v súvislosti s aktiváciou NF� B 
signálnej dráhy. MAPK/Erk signálna dráha je 
nadmerne aktivovaná asi v 30% malignít u � udí 
(8) a zameranie sa na jej jednotlivé sú� asti sa 
zdá by�  s� ubným v protinádorovej terapii (9). 
Viaceré práce opisujú aktiváciu tejto dráhy 
v papilárnych karcinómoch štítnej �� azy, jej 
aktivácia v karcinómoch z parafolikulárnych 
buniek nie je preukázaná (10). Predkladané 
výsledky aktivácie cyklínu D1 pomocou 
MAPK/Erk dráhy (3/13), sa zhodujú s našou 
predošlou štúdiou, ktorá bola zameraná na 
aktiváciu cyklínu D1 pomocou dráhy NF� B.  

Z h� adiska skoršieho nástupu šírenia 
nádoru je dôle�itá tie� prítomnos�  molekúl 

HIF1�  a následne aktivovanej molekuly VEGF. 
Je známe, �e rýchlo rastúce nádory a ich 
metastázy vy� erpajú zásoby kyslíka, � ím 
dochádza k navodeniu podmienok hypoxie, 
ktorá podnecuje � alšie procesy umo�� ujúce 
obnovu prísunu kyslíka a �ivín do nádorového 
tkaniva, ako napríklad tvorbu novej cievnej siete 
(11). Zaujímavá je 100% prítomnos�  faktora 
HIF1�  v medulárnych karcinómoch, avšak opä�  
iba v nízkom po� te prípadov (4/13) je molekula 
aktivovaná pomocou MAPK/Erk dráhy. Z tohto 
h� adiska sa molekula HIF1�  ukazuje by�  
dôle�itou pre objasnenie patogenézy 
medulárneho karcinómu. Jej prítomnos�  vo 
všetkých prípadoch by však mohla ma�  
súvislos�  s morfológiou nádoru, konkrétne s 
prítomnos� ou oblastí hypoxie v dôsledku 
rýchleho vývoja nádoru. RET onkogén, receptor 
tyrozínovej kinázy, sa podie� a na vzniku 
medulárneho karcinómu. Jeho ú� as�  na aktivácii 
MAPK/Erk signálnej dráhy, a teda aktivácii 
HIF1�  a následne VEGF zodpovedného za 
proces angiogenézy a sprostredkovanie šírenia 
nádoru, je nepravdepodobná.  

Výsledky prezentovanej štúdie odha� ujú 
molekuly cyklín D1 a HIF1�  ako dôle�ité 
v progresii medulárneho karcinómu. Po overení 
spôsobu ich aktivácie � alšími signálnymi 
dráhami a na po� etnejšom súbore pacientov, by 
mohli by�  vyu�ite1né v lie� be metastázujúceho 
medulárneho karcinómu štítnej �� azy.

 

Táto práca vznikla v� aka podpore v rámci OP Výskum a vývoj pre projekt:  Dobudovanie centra 
excelentnosti pre náhle cievne mozgové príhody na Lekárskej fakulte UK v Bratislave (ITMS: 26240120023), 
spolufinancovaný zo zdrojov Európskeho fondu regionálneho rozvoja. 
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Úvod 

Laserová skenovacia cytometria (LSC) je 
relatívne novou technológiou, ktorá spája v sebe 
niektoré vlastnosti prietokovej cytometrie, 
digitálnej mikroskopie a obrazovej analýzy. 
Princíp analýzy je zalo�ený na kvalitatívnom 
a kvantitatívnom vyhodnotení rozptylu svetla 
laserového lú� a a laserom excitovanej 
fluorescencie emitovanej z fluorochrómami 
zafarbených buniek, ktoré sú fixované na 
mikroskopické podlo�né sklo(1). Ako jedna 
z nových metód v histopatologickej diagnostike 
nádorových chorôb, ponúka viaceré mo�nosti 
pou�itia pri skúmaní biologických vlastností 
nádorových buniek a objektívnej kvantifikácii 
bunkových subpopulácii(2). Cytometrickou 
analýzou obsahu DNA v bunkovej populácii 
pomocou LSC je mo�né stanovi�  obsah DNA, 
na základe fluorescencie farbiva 
stechiometricky viazaného na jadrovú DNA. 
Obsah DNA sa vyjadruje ako DNA index, ktorý 
udáva pomer medzi obsahom DNA 
v analyzovanej populácii buniek a obsahom 
DNA v kontrolnej diploidnej populácii buniek 
(3). 

Cie� om práce bolo porovna�  metodické 
postupy spracovania bioptického materiálu, 
navrhnú�  a overi�  metodický postup na 
spracovanie formalínom fixovaného tkaniva 
zaliateho do parafínu vhodný na analýzu 
archívneho materiálu a porovna�  výsledky 
stanovenia obsahu DNA a frakcie S fázy 
získané analýzou monocelulárnej suspenzie 
z nefixovaného a formalínom fixovaného 
tkaniva. 
 

Materiál a metódy 

Na cytometrickú analýzu sme pou�ili 10 
parafínových blo� kov s tkanivom z ovárií a 58 
vzoriek tkaniva z biopsií od 29 pacientok s 
karcinómom prsníka. Suspenziu buniek z 
nefixovaného tkaniva sme pripravili 
mechanickou dezintegráciou pomocou � epele 
�iletky. Z formalínom fixovaného tkaniva ovárií 
zaliateho do parafínu sme monocelulárnu 
suspenziu pripravili enzýmovou dezintegráciou 
(1% pepsín) odparafínovaných 50� m hrubých 
rezov a porovnávali sme dva metodické postupy 
bez zahrievania a so zahrievaním tkanivového 
rezu v citrátovom tlmivom roztoku (60min., 
37°C). Formalínom fixované a do parafínu 
zaliate tkanivo prsníka sme dezintegrovali 0,1% 
pepsínom. Suspenziu buniek sme fixovali na 
podlo�né sklo pomocou cytocentrifúgy. Na 
farbenie jadier sme pou�ili propídium jodid (PI) 
a cytoplazmu sme farbili monoklonálnou 
protilátkou proti cytokeratínom 8, 18 a 19 
konjugovanú s FITC. Na testovanie 
významnosti odlišnosti spracovania 
nefixovaného a formalínom fixovaného do 
parafínu zaliateho materiálu sme pou�ili párový 
t-test a korela� nú analýzu. Za štatisticky 
významné sme pova�ovali p<0,05. 
 
Výsledky 

Kvalita suspenzie buniek z formalínom 
fixovaného tkaniva z ovárií bola vyššia pri 
metóde bez zahrievania rezu vzh� adom na 
vyššiu vý� a�nos�  buniek, lepšie zachovanú 
morfologickú štruktúru jadier a farbite� nos�  
propídium jodidom. Mno�stvo deštruovaných 
buniek a bunkových zhlukov (DBA) bolo vyššie 
pri metóde bez zahrievania. Prítomnos�  frakcie 
cytokeratín pozitívnych buniek (CK+) sme 
nezaznamenali ani v jednom prípade. Kvalita 
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histogramov vzh� adom na varia� ný koeficient 
(CV) vrcholov zodpovedajúcich G0/G1 fáze 
bola vyššia pri metóde bez zahrievania a tie� 
DNA indexy a frakcia S fázy sa presnejšie  
a lepšie hodnotili (Tab. 1). Kvalita 
monocelulárnej suspenzie pripravenej 
z peropera� ných biopsií prsníka bola vyššia pri 
metóde spracovania z nefixovaného tkaniva. 
Bunky v suspenzii mali v�dy jadrá obklopené 

cytoplazmou a boli lepšie farbite� né. Bunková 
suspenzia pri metóde spracovania 
z nefixovaného tkaniva obsahovala menšie 
mno�stvo deštruovaných buniek a bunkových 
zhlukov. Frakcia CK+ buniek bola významne 
vyššia v suspenzii buniek pripravenej 
z nefixovaného materiálu.  

Kvalita histogramov pod� a CV vrcholov 
zodpovedajúcich G0/G1 fáze bola signifikantne 
vyššia v suspenzii buniek získanej 
z nefixovaného materiálu. Stanovenie obsahu 
DNA na základe hodnôt DNA indexov 

získaných obidvoma metodickými postupmi sa 
významne neodlišuje (p>0,05). 

V analyzovanom materiále sme získali 
dobrú koreláciu medzi hodnotami DNA indexov 
(r = 0,970). Tie� hodnoty S fázy získané 
analýzou nefixovaného a formalínom 
fixovaného tkaniva dosahujú signifikantnú 
koreláciu (r = 0,553). (Tab. 2). 

 

Diskusia 

Pri dezintegrácii nefixovaného materiálu sa 
uprednost� uje metóda mechanickej 
dezintegrácie pred enzymatickou digesciou, aby 
sa minimalizovala mo�nos�  modifikácie 
povrchu buniek a epitopov antigénov 
potrebných pre naviazanie fluorescen� ne 
ozna� ených protilátok (4). V našej práci sme 
tie� pou�ili na prípravu vzorky nefixovaného 
tkaniva mechanickú dezintegráciu a získali sme 
bunkovú suspenziu s dostato� ným mno�stvom 
cytoplazmy okolo jadier. 

  1% pepsín zahrievanie + 1% pepsín 
 Priemerný po� et izolovaných 

buniek/ml 
87,66×103 ± 33,12×103 57,02×103 ± 31,77×103 

 Mno�stvo deštruovaných buniek 
a bunkových agregátov (DBA) 

viac menej 

 Morfologická štruktúra jadier lepšie zachovaná horšie zachovaná 
 Farbite� nos�  jadier lepšie zachovaná horšie zachovaná 
 Varia� ný koeficient (CV) 10,8 % ± 3,3 % 12,2 % ± 3,6 % 
 DNA indexy presnejšie hodnoty 

všetky reprezentatívne 
hodnoty viac kolísali 
5 nereprezentatívnych 

 Frakcia S fázy presnejšie hodnoty menej presné hodnoty 
    

 
Tab.1: Kvalita monocelulárnej suspenzie z formalínom fixovaného tkaniva z ovárií. 

 
Tab.2: Kvalita monocelulárnej suspenzie z biopsií prsníka. 

nefixovaný material formalínom fixovaný 
materiál 

  

priemer ± SD Min – Max priemer ± SD Min - Max 
párový 
t-test 
(P) 

korelácia 
(r) 

DBA (%) 10,64±5,99 3,5-30,9 15,55±5,94 3,6-27,7 0,005 
p<0,05 

r = 0,055 

CK+ (%) 62,29±25,62 7,3-98,0 7,47±9,66 0,6-39,1 0,0001 
p<0,01 

r = 0,186 

CV (%) 7,14±1,53 4,2-10,5 7,94±1,79 4,2-10,5 0,04 
p<0,05 

r = 0,019 
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Mechanická dezintegrácia formalínom 
fixovaného tkaniva zaliateho do parafínu je 
málo pou�ívaným spôsobom prípravy bunkovej 
suspenzie. � astejší spôsob prípravy je pomocou 
enzýmovej digescie najmä pepsínom a 
trypsínom. V našej práci sme pri príprave 
bunkovej suspenzie testovali rôzne koncentrácie 
pepsínu (1%, 0,75%, 0,5%, 0,25%, 0,15%, 
0,1%) a najvhodnejšie boli 1% pre tkanivo 
ovária a 0,1% pre tkanivo prsníka, kedy sme 
získali dostato� né mno�stvo izolovaných 
a nepoškodených jadier so zbytkami 
cytoplazmy. 

Fixácia tkaniva vo formalíne spôsobuje 
zhoršenú farbite� nos�  jadier propídium jodidom 
a zni�uje kvalitu histogramov, � o je mo�né 
zlepši�  revitalizáciou tkaniva v citrátovom 
roztoku (5, 6). V našom experimente sme týmto 
postupom nedosiahli zlepšenie farbite� nosti 
jadier. Metóda bez zahrievania sa v našich 
podmienkach ukázala ako vhodnejšia, lebo 
umo�� ovala aj lepšiu morfologickú analýzu 
izolovaných buniek. 

Suspenzia buniek pripravená 
z parafínových blo� kov obsahuje zna� né 

mno�stvo deštruovaných buniek a bunkových 
zhlukov a vyššie hodnoty CV oproti suspenzii 
získanej z nefixovaného bioptického materiálu 
(5, 6). Pripravi�  suspenziu buniek z fixovaného 
tkaniva s dostato� ným mno�stvo jadier so 
zbytkami cytoplazmy je pod� a našich skúseností 
problematické. Napriek tomu, �e sme pou�ili 
metodický postup pod� a Leersa et al. (7), 
nedosiahli sme také mno�stvo CK+ buniek ako 
uvádza autor. 

Výsledky analýzy obsahu DNA vo 
vzorkách nefixovaného a formalínom 
fixovaného materiálu dosahujú dobrú koreláciu. 
V analyzovanom materiále sme  podobne ako 
viacerí autori (7, 8, 9) dosiahli vysokú hodnotu 
korela� ného koeficientu medzi hodnotami DNA 
indexov, tak�e obidva metodické postupy je 
mo�né spo� ahlivo pou�i�  na analýzu obsahu 
DNA. Taktie� hodnoty S fázy dosahujú 
významnú koreláciu, ale korela� ný koeficient je 
ni�ší (7, 8, 9), preto je frakcia S fázy lepšie 
hodnotite� ná v nefixovanom tkanive vzh� adom 
na ni�šie hodnoty CV a menšie mno�stvo DBA.
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Úvod  

Frekvencia výskytu vrodenej hluchoty je 
pribli�ne 1:1000 novonarodených detí. Asi 50 % 
prípadov vzniká na genetickom podklade (1). 
V sú� asnosti sú známe mutácie desiatok génov 
podmie� ujúcich senzorineurálnu hluchotu (2), 
pri� om odhady po� tu génov podie� ajúcich sa na 
poruchách sluchu dosahujú rádovo 150-200 
génov (3).  Dedi� ne podmienená porucha sluchu 
sa mô�e prejavi�  aj neskôr po� as �ivota 
u prvotne po� ujúcich jedincov, naj� astejšie ako 
progredujúca porucha sluchu. Vä� šina prípadov 
prelingválneho sluchového postihnutia patrí k 
senzorineurálnemu typu porúch sluchu. Tie 
tvoria etiopatogeneticky rôznorodú skupinu 
ochorení vnútorného ucha a sluchovej nervovej 
dráhy. Mo�nosti ich klinickej molekulárno-
genetickej diagnostiky na Slovensku boli 
doteraz výrazne limitované (dostupné je len 
vyšetrenie génu pre konexín 26).  

V Európskej populácii sú naj� astejšou 
genetickou prí� inou nesyndrómovej hluchoty 
mutácie génu GJB2 kódujúcom konexín 26 
(Cx26). Mutácie génu GJB2 sa dedia preva�ne 
autozómovo recesívne. Fenotyp 
senzorineurálnej poruchy sluchu súvisí s typom 
mutácie a zah�� a naj� astejšie vrodenú poruchu 
sluchu a� hluchotu, zriedkavejšie postupne 
progredujúcu, prípadne rekurentnú náhlu 
poruchu sluchu (4, 5). Vzácne sa mutácie génu 
pre konexín 26 via�u aj so syndrómovou 
poruchou sluchu v asociácii s ko�nými 
ochoreniami (KID – Keratitis –ichthyosis - 
deafness syndróm, palmoplantárna 
keratodermia) (6). Hluchota mô�e by�  
spôsobená aj defektami génov kódujúcich 

� alšie typy konexínov (Cx30, Cx31, Cx32, 
Cx43), ktorých výskyt je zriedkavejší, 
výnimkou mutácie del(GJB6-D13S1830) génu 
GJB6 pre konexín 30. Neraz však figurujú pri 
hluchote nejasnej etiológie alebo vo forme 
zlo�ených heterozygotov u jedincov s jedinou 
postihnutou alelou génu pre konexín 26, ktorou 
pri recesívnej dedi� nosti nemo�no vysvetli�  
prí� inu sluchového postihnutia (7).   
 
Materiál a metódy 

Súbor vyšetrovaných tvorilo 60 pacientov (vek: 
1-51 rokov, M:� = 30:30)  I. ORL kliniky 
LFUK a �iakov jednej z bratislavských 
internátnych škôl pre sluchovo 
hendikepovaných.  V tomto súbore bolo 
zahrnutých aj 13 u�ivate� ov kochleárneho 
implantátu. Na základe predchádzajúcich 
zobrazovacích vyšetrení bol u 2 pacientov 
zdokumentovaný výskyt  vývinovej anomálie 
vnútorného ucha (rozšírenie vestibulárneho 
aqueduktu, úzke vnútorné zvukovody). Inklúzne 
kritériá zah�� ali obojstrannú senzorineurálnu 
poruchu sluchu, vek diagnostikovania poruchy 
sluchu do 60 rokov, absencia záva�ných 
viacpo� etných vývinových chýb a/alebo 
mentálnej retardácie � a�šieho stup� a a súhlas 
s genetickým vyšetrením potvrdený podpisom 
pacienta alebo jeho zákonného zástupcu na 
tla� ive informovaného súhlasu. S pacientom, 
ktorý sp�� al uvedené kritériá, bol vyplnený 
dotazník zameraný na bli�šiu charakteizáciu 
poruchu sluchu, sprievodné symptómy a 
rodinnú anamnézu. Následne bola odobratá 
vzorka venóznej krvi na molekulárno genetické 
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vyšetrenie do špeciálnej odberovej skúmavky 
(PAXgene, Švaj� iarsko). 

Analýza DNA bola vykonaná 
v laboratóriu DIABGENE, Ústavu 
experimentálnej endokrinológie SAV. Na 
preskríning DNA bola vybraná metóda MLPA 
(Multiplex Ligation-dependent Probe 
Amplification), schopná zachyti�   naj� astejšie 
dele� né mutácie. Pou�itý bol komer� ne 
dostupný MLPA kit (SALSA MLPA KIT P163-
C1, MRC-Holland), obsahujúci 49 MLPA prób. 
Tie zah�� ajú próby pre všetky exóny génov 
GJB2 (konexín 26) a GJB6 (konexín 30) a 4 
próby pre naj� astejšie mutácie génu GJB3 
(konexín 31). � alej sú prítomné próby pre 
vybrané mutácie génov POU3F4 (porucha 
sluchu viazaná na chromozóm X) a WFS1 
(Wolframov syndróm). Údaje ziskané DNA 
analýzou boli vyhodnotené softvérom 
GeneMarker (SoftGenetics, USA).  
  
Výsledky 

U 60 pacientov indikovaných na genetické 
vyšetrenie pre obojstrannú senzorineurálnu 
poruchu sluchu bol vykonaný preskríning 
vybraných konexínových génov (GJB2, GJB3, 
GJB6) metódou MLPA. Mutácia v génoch 
kódujúcich molekuly konexínov bola dokázaná 
u 30 probandov (50 %). Ka�dý z týchto 
pacientov niesol mutáciu génu GJB2, ktorá 
postihovala aspo�  jednu alelu. U jedného 
probanda bola zistená mutácia génu GJB6 
(zlo�ený heterozygot s mutáciou 35delG génu 
GJB2). Vo vyšetrovanom súbore nebola 
preukázaná �iadna mutácia génu GJB3.   

Zistené spektrum mutácií zah�� alo: 
35delG, ivs1+1G>A, 167delT, 313del14 v géne 
GJB2 a mutáciu delD13S1830 v géne GJB6. 
Najfrekventovanejšia delécia 35delG bola 
zachytená u 23 pacientov, u 16 z nich (26,7 %) 
v homozygotnom stave. Zlo�ená heterozygozita 
bola potvrdená u 6 probandov (10 %), vrátane 
jedného prípadu digenickej väzby s 
mutáciou génu GJB6. Presnú etiológiu poruchy 
sluchu tak bolo mo�né stanovi�  u 22 
vyšetrených osôb (36,7 %). Bialelické 
postihnutie sa podarilo dokáza�  aj u  30,7 % 
u�ívate� ov kochleárneho implantátu. U 
pacientov s potvrdenou kongenitálnou 
anomáliou vnútorného ucha nebola metódou 
MLPA zistená �iadna mutácia.  

 
Diskusia 

Výskyt patogénnych, recesívne dedi� ných 
mutácií konexínových génov sa potvrdil u 
polovice vyšetrovaných subjektov. Sved� í to o 
vysokej frekvencii nosi� stva mutácií génu GJB2 
v populácii, ktorú udávajú aj iní autori (8). 
Prevalencia porúch sluchu podmienených 
mutáciami konexínových génov na úrovni 36,7 
%. Doterajšie odhady pripisujú konexínovým 
mutáciám pribli�ne 20 %-ný podiel na 
prípadoch hluchoty v detskom veku. Zistený 
rozdiel mo�no vysvetli�  rôznou po� etnos� ou 
súborov, šírkou nastavenia inklúznych kritérií a 
etnicko-geografickými rozdielmi, ktoré sú � asto 
markantné (9). Vysoký podiel mutácie 35deG 
bol o� akávaný, k� �e v kaukazoidnej populácii 
je najfrekventovanejšou práve táto mutácia, 
nesúca  zhruba 50 %-ný podiel na 
všetkých mutáciách génu GJB2 (10). V rómskej 
populácii dominuje mutácia W24X (9). Táto 
mutácia nebola u vyšetrených pacientov 
analyzovaná. Digenicky viazaná dedi� nos�  
senzorineurálnej poruchy sluchu (GJB2xGJB6) 
patrí medzi zriedkavé formy, hoci v literatúre 
bola u� opakovane dokumentovaná (7). Všetky 
mutácie zaznamenané v prezentovanom súbore 
u� boli v minulosti popísané ako patogénne 
mutácie s recesívnym typom dedi� nosti. 

Negatívny výsledok vyšetrenia u 
pacienta nevylu� uje mo�nos�  poruchy sluchu na 
báze iných  mutácií génov pre študované 
konexíny. Dôvodom je selektivita pou�itej 
metódy MLPA, ktorou je mo�né vyšetri�  len 
naj� astejšie sa vyskytujúce mutácie (delécie) vo 
vyšetrovaných génoch. Vzorky DNA od 
pacientov, ktorým nebola uvedeným vyšetrením 
zistená �iadna mutácia alebo bol prítomný nález 
jedinej mutovanej alely, budú podrobené DNA 
analýze pomocou sekvenovania celých génov. 
Ak ani táto metóda nepomô�e odhali�  prí� inu 
poruchy sluchu, bude DNA týchto pacientov 
ulo�ená do zriadenej DNA banky na neskoršie 
pou�iti, kedy na základne najnovších vedeckých 
poznatkov sa budú pri vyšetrova�  � alšíe gény, 
podie� ajúce sa na vzniku senzorineurálnej 
poruchy sluchu. Výsledky mo�no v sú� asnosti 
priamo aplikova�  do klinickej praxe na úrovni 
genetického poradenstva. V budúcnosti sa 
predpokladá mo�nos�  predikcie výsledku 
kochleárnej implantácie na báze podrobných 
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znalostí vz� ahov medzi genotypom a fenotypom 
poruchy sluchu a zavedenia skríningového 
vyšetrenia rizikových skupín na zabezpe� enie 

v� asnej etiologickej diagnostiky a sluchovej 
rehabilitácie.
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Introduction 
Sialic acids occupy the terminal position on the 
oligosacvharide chains of glycoconjugates 
situated on the outer cell membranes. They 
serve a diverse variety of functions referring to 
almost all types of recognition phenomena and 
adhesion mechanisms (1). The knowledge about 
glycoproteome in skeletal muscle is limited and 
most of the information come from detailed 
studies on aberrant glycosylation in some 
inherited muscle diseases (2). This work 
describes for the first time the intracellular 
changes in sialylation of skeletal muscle fiber 
during the process of its transformation into a 
nurse cell after occupation by the parasitic 
nematode Trichinella spiralis. 
 
Material and Methods 

Sample preparations 
BALB/C mice, 3 males in each group, were 
inoculated with 500 infective Trichinella 
spiralis larvae (code ISS03). The mice were 
sacrificed at defined time points (0, 10, 14, 16 
and 45 days post infection (d.p.i.)). Skeletal 
muscle samples were frozen or fixed in 
modified methacarn fixative for 48 hours and 
routinely processed in paraffin. Parallel sections 
were stained with haematoxylin and eosin for 
routine histological evaluation.  
 
Immuno- and lectin histochemistry 
Muscle tissue sections from all intervals were 
stained with three lectins specific for sialic acid 
– TML (Calbiochem), MAL and SNA (Vector) 
and two rabbit polyclonal antibodies to � -2,3-

sialyltransferases II and IV (ST3Gal – II, IV) 
(Aviva Systems). Sugar specificity of lectins 
was confirmed by neuraminidase pretreatment 
of sections (Sigma).  
 
Biochemical analyses 
The level of glycoprotein-bound sialic acid was 
determined in homogenized muscle tissue 
samples by color acidic ninhydrin reaction and 
the absorbance was measured at 470 nm. Sialic 
acid was expressed in terms of nmol N-
acetylneuraminic acid/mg protein. Total 
sialyltransferase activity was measured by 
incorporation of CMP-N-[14C]-acetylneuraminic 
acid (Amersham) on acceptor asialofetuin 
(Sigma). Radioactivity was counted in liquid-
scintillation spectrometer. Sialyltransferase 
activity was expressed in terms of counts-per-
minute (cpm)/mg protein. 
 
Proteomic study 
Precipitated and enriched cytoplasmic muscle 
protein fraction (0 and 16 d.p.i.) was separated 
on 5% gel by SDS-PAGE and western-blots 
were stained with SNA. Protein bands from 
infected muscle samples, which were more 
reactive to SNA unlikely to their counterparts 
from control samples, were submitted to 
MALDI-TOF for identification by peptide mass 
fingerprinting. The spectra of the peptide 
sequences were analyzed using the Mascot 
engine through databases NCBInr, MSDB and 
SwissRrot.  
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Results 

Detection of sialylated glycoproteins 
At day 10 p.i. all three lectins showed 
membrane and focal sarcoplasmic reactivity in 
occupied fibres, the staining was increasing 
during the transformation of the fibre (Fig. 1) 
and persisted also in the nurse cell. The 
sarcoplasm of non-affected muscle fibres did 
not react with the lectins.  The level of bound 
sialic acids was increased from 18.2 nmol/mg 
protein in control samples up to 52 nmol/mg 
protein in infected samples. 
 
Siayltransferase activity  
Immunohistochemistry showed weak 
constitutive expression of ST3Gal-II and ST3-

Gal-IV in non-occupied muscle fibres. ST3-Gal-
II did not change in occupied fibres; ST3Gal-IV 
staining was increased at days 10 and 14 p.i. but 
was lost in nurse cell. The rates of incorporation 
of isotope-labelled sialic acid were enhanced at 
days 10 and 16 p.i.  
 
Peptide mass fingerprinting 
The SNA lectin blots showed at least four 
protein bands with approximate molecular 
weight between 126 and 159kDa, which were 
more reactive to SNA compared to their 
counterparts from the control samples (Fig. 2). 
Results from peptide mass fingerprinting did not 
provide sufficient information about the protein 
part of the reactive glycoconjugates. 

 

 

 
 

  
  
 
 

Fig. 1: Lectin histochemistry with TML (A), MAL (B) and SNA (C) in mouse striated 
muscle at day 14 p.i. with T. spiralis. The lectins were reactive to muscle fibres (arrow), 
occupied by Trichinella (arrowhead). The adjacent non-affected tissue remained negative 
(stars). Immuno-PxD, DAB, x20. 

Fig. 2: SDS-PAGE (A) and SNA lectin affino-blot (B) of control (C) and infected with T. 
spiralis (S) mouse muscle samples, 16 d.p.i. The arrows indicate protein bands which 
were analyzed by peptide mass fingerprinting. 
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Discussion 

Our work presents for the first time that 
occupation of the striated muscle fibre by the 
parasitic nematode T. spiralis is associated with 
local intracellular increase of sialylated 
glycoproteins, even though we could not 
identify the protein carriers of this 
oligosaccharide modification. The sialylated 
glycoproteins in the muscle fibres are situated 
on the outer cell membrane (2) and their 
intracellular accumulation in the affected fibres 
is an intriguing feature of this phenomenon. 

After invasion by Trichinella, the 
occupied cytoplasm of the muscle cell gradually 
dies by apoptosis. Satellite cells are activated, 
proliferate and differentiate into cytoplasm of 
the newly-formed nurse cell that persists for 
years (3). The invaded portion of sarcoplasm 
looses its contractility (4), which could lead to 
an increased expression of proteins responsible 
for cellular integrity. Alpha-dystroglycan is one 
of the well studied skeletal muscle proteins. 
This 156 kDa sialoglycoprotein provides 
mechanical link between dystrophin and laminin 
2 (2). Dystrophic myofibres with a dystroglycan 
post-translational processing defect showed 
expression of normally processed dystroglycan 

from the satellite cells after regeneration (2). 
Therefore, � -dystroglycan seemed to be a 
suitable candidate representing the detected 
sialylated glycoprotein in the affected portion of 
sarcoplasm.  

Recent pioneer studies indicated that the 
processes of gene expression and cell 
differentiation are associated with increased 
biosythesis of sialylated glycoconjugates and 
are actually a result of it; however the 
mechanism of their regulatory function is still 
not known (5, 6, 7). An overexpression of 
uridine diphospho-N-acetylglucosamine 2-
epimerase/N-acetylmannosamine kinase, which 
is the key enzyme of the sialic acids 
biosynthesis was recently reported in muscle 
injury and regeneration (8, 9). We also detected 
increased activation of sialyltranserases 
accompanied by accumulation of different types 
of sialylated glycoproteins as indicated by the 
three lectins. Thus, it is evident that skeletal 
muscle injury induced by Trichinella activates 
biosynthesis of different glycoproteins bearing 
sialic acids, which are not present in the normal 
muscle cell. However, the protein identity, 
function and the biological significance of these 
sialoglycoproteins remain to be elucidated.
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Úvod 

Esenciálna hypertenzia je determinovaná 
alteráciami funkcie a štruktúry srdca a ciev. 
Stále viac vystupuje do popredia skuto� nos� , �e 
hladina krvného tlaku je modifikovaná aj 
zmenou centrálnych regula� ných mechanizmov. 
Patologická modifikácia vzájomných interakcií 
cirkula� ného a centrálneho nervového systému 
(CNS) mô�e by�  dôle�itým determinantom 
vzniku a udr�iavania hypertenzie ako u zvierat, 
tak aj v humánnej medicíne. 

Pri rozli� ných typoch experimentálnej 
hypertenzie potkanov bola detegovaná 
biochemická a štrukturálna prestavba nielen 
v srdci, aorte a periférnych orgánoch, ale aj vo 
viacerých mozgových štruktúrach, 
charakterizovaná napríklad zmenami v 
koncentrácii DNA a RNA a zvýšením 
fibrotického potenciálu vo viacerých oblastiach 
mozgu (1). Domnievame sa, �e uvedené 
štrukturálne zmeny CNS by sa mohli 
premietnu�  aj do behaviorálnych prejavov 
potkanov s indukovanou hypertenziou. Je 
mo�né vyslovi�  predpoklad, �e odlišná 
etiopatogenéza experimentálnej hypertenzie sa 
odrazí v rozdielnych typoch 
neurohormonálnych aktivácií spojených 
� astokrát s rôznymi psychologickými typmi 
správania pri akútnom a chronickom testovaní. 

Cie� om práce bolo detegova�  alterácie v 
behaviorálnych prejavoch potkanov s 
experimentálnou hypertenziou indukovanou 
kontinuálnym osvetlením v priebehu 6 tý�d� ov. 
Trvalé osvetlenie zni�uje hladinu melatonínu, 
ktorý má okrem antihypertenzívneho pôsobenia 
aj ú� inky, ktoré by mohli pôsobi�  protektívne 
nielen proti vzniku hypertenzie, ale aj chráni�  

orgány pred poškodením. Okrem toho má 
melatonín aj centrálne a periférne podmienený 
sympatolytický ú� inok, podporuje kvalitu 
spánku a v zna� nej miere podporuje zachovanie 
normálnych cirkadiánnych rytmov (2). Zdá sa 
preto, �e svetlom indukovaná hypertenzia 
s predpokladaným melatonínovým deficitom by 
sa mohla premietnu�  do psychomotorickej 
alterácie hypertenzných potkanov a naopak, 
chronické podávanie melatonínu by mohlo tieto 
zmeny v chovaní normalizova�  alebo zmierni� .  
 
Metodika 

12-tý�d� ové samce potkanov kme� a Wistar sme 
rozdelili do šiestich skupín po 10: kontroly (K), 
lie� ené melatonínom (10mg/kg/de� ) (K+M) a 
kaptoprilom (100 mg/kg/de� ) (K+C), 24 
hodinové kontinuálne osvetlenie (24), 
lie� ené melatonínom (10mg/kg/de� ) (24+M) 
a kaptoprilom (100 mg/kg/de� ) (24+C). 
Potkanom sme v pravidelných intervaloch 
merali systolický tlak krvi (STK) 
pletyzmograficky na chvoste.  
 
Behaviorálne testy 
V animálnej medicíne existujú viaceré 
psychologické postupy, ktorými je mo�né ur� i�  
rozli� né typy psychomotorických prejavov 
experimentálnych zvierat. Metodikou open-field 
sme sledovali horizontálnu aktivitu, ktorá je 
parametrom odrá�ajúcim lokomo� nú aktivitu 
jedincov a vertikálnu aktivitu, ktorá 
charakterizuje explora� né správanie. Mo�no 
predpoklada� , �e terapeutickou modifikáciou 
psychologických prejavov týchto zvierat by sa 
mohlo ovplyvni�  neurohormonálne pozadie 
cirkula� ných alterácií potkanov s hypertenziou, 

	.��&�#�������������� ��#�������#�&�/0�1� �
���#�� � ������������ ����$��� �  
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� o by kone� ne viedlo k zmierneniu záva�nosti a 
dôsledkov hypertenzie.  

Po� as šiestich tý�d� ov sme uskuto� nili 7 
meraní; prvé meranie slú�ilo na adaptáciu 
zvierat, ke�  neboli vystavené �iadnym 
lie� ebným vplyvom. � alších 6 meraní bolo 
realizovaných na konci jednotlivých tý�d� ov 
po� as pokusu. Preto�e u� po� as adapta� ného 
obdobia vykazovali randomizované skupiny 
zvierat odlišnosti v psychomotorickej aktivite, 
túto zmenu sme vyjadrili percentuálne 
v porovnaní s aktivitou jednotlivých 
randomizovaných skupín v adapta� nom období, 
ktorá sa pova�ovala pre konkrétne skupiny ako 
základ (100 %).  

Cie� om bolo 1. detekova�   variácie 
v behaviorálnych prejavoch po� as 7 meraní 
(pred za� atím mene�ovania a na konci ka�dého 
tý�d � a pokusu) a 2. porovna�  priemery hodnôt 
variácií v behaviorálnych prejavoch v 6-
tý�d � ovom � asovom priereze medzi 
jednotlivými vyšetrovanými skupinami 
potkanov. 
 
Štatistická analýza 
Výsledky sme vyjadrili ako priemer ± 
štandardná chyba priemeru (SEM). Rozdiely 
boli signifikantné, ak P<0,05. Na štatistické 

hodnotenie boli pou�ité ANOVA a Bonferroni 
test. 
 
Výsledky 

Po� as 6 tý�d� och sa STK v kontrolnej skupine 
nemenil. Podávanie melatonínu kontrolám tlak 
nezmenilo, ale aplikácia kaptoprilu kontrolnej 
skupine významne redukovala STK u� od 2. 
tý�d � a pokusu. Aplikácia kontinuálneho 
osvetlenia signifikantne zvyšovala STK od 3. 
tý�d � a pokusu. Podávanie melatonínu aj 
kaptoprilu potkanom s hypertenziou 
signifikantne redukovalo STK (Obr. 1). 

Kontinuálne osvetlenie po� as pokusu 
významne nezmenilo variabilitu horizontálnej 
ani vertikálnej aktivity potkanov v porovnaní 
s kontrolnou. Melatonín podávaný kontrolným 
zvieratám spôsobil evidentné zní�enie 
horizontálnej aj vertikálnej aktivity v � asovom 
priereze 6 tý�d� ov. Naopak, podávanie 
kaptoprilu kontrolnej skupine horizontálnu aj 
vertikálnu aktivitu pozorovate� ne zvýšilo. 
Aplikácia melatonínu alebo kaptoprilu 
potkanom so svetlom indukovanou 
hypertenziou len mierne zvýšila horizontálnu aj 
vertikálnu aktivitu potkanov (Obr. 1, 2). 

 

 

 
 
 
 

Obr. 1 Efekt kontinuálneho osvetlenia, lie� by kaptoprilom a melatonínom na systolický 
tlak krvi po� as lie� by. *P<0.05 vs. K, #P<0.05 vs. 24. 
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Obr. 2: Vplyv kontinuálneho osvetlenia, lie� by kaptoprilom a melatonínom na horizontálna aktivitu. 
*P<0.05 vs. K, #P<0.05 vs. 24. 
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Obr. 3: Vplyv kontinuálneho osvetlenia, lie� by kaptoprilom a melatonínom na vertikálnu aktivitu. 
*P<0.05 vs. K, #P<0.05 vs. 24. 
 
 
Diskusia 

Preto�e pravidelné striedanie svetla a tmy 
predstavuje k� ú� ový faktor v modulácii 
cirkadiánnych rytmov cicavcov, narušenie 
striedania cyklických periód mô�e ma�  plejádu 
ú� inkov na fyziologické reakcie zvierat a ich 
chovanie. Podobne, modifikácie zmien 
psychiky, ktoré sú potenciálne pozorovate� né 
pri kontinuálnom osvetlení exprimentálych 
zvierat majú svoju paralelu aj v humánnej 
medicíne (trvalé osvetlenie na jednotkách 
intenzívnej starostlivosti, no� ná zmennos� , 
at� .).  

Expozícia zvierat 24-hodinovému 
nieko� ko tý�d� ov trvajúcemu osvetleniu vedie 

k modulácii viacerých fyziologických prejavov, 
medzi inými k progresívnemu zvýšeniu STK 
(3). Na etiopatogenéze vzniku hypertenzie sa 
� asto krát podie� ajú vrodené alebo získané 
psycho-behaviorálne alterácie rozli� nými 
stresovými faktormi. Medzi najdôle�itejšie 
prejavy neurohormorálnej alterácie patrí 
modifikácia systému renín-angiotenzín 
a sekrécie melatonínu. Chronická aplikácia 
inhibítorov angiotenzín konvertujúceho enzýmu 
(ACE) alebo melatonínu pozitívne ovplyvnila 
priebeh patologických zmien pri rôznych 
chorobách kardiovaskulárneho systému, 
napríklad pri infarkte myokardu (4, 5). 
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V tomto experimente aplikácia kontinuálneho 
osvetlenia vyvolala hypertenziu a aplikácia 
ACE-inhibítora kaptoprilu aj melatonínu vzniku 
hypertenzie � iasto� ne zabránila.  

Zatia�  � o stav po infarkte je v literatúre 
sprevádzaný anxióznymi prejavmi (6), 
kontinuálne osvetlenie so vznikom sprievodnej 
hypertenzie bolo sprevádzané normálnou 
hladinou lokomócie a explorácie, � o nesved� í 
o anxióznej modulácii v chovaní. Aplikácia 
melatonínu alebo kaptoprilu mala odlišný efekt 
u kontrolných a hypertenzných zvierat. Zní�enie 
horizontálnej aj vertikálnej aktivity pri aplikácii 
melatonínu kontrolným zvieratám súviselo 
pravdepodobne so sedatívnym ú� inkom 
melatonínu (7). Naproti tomu kaptopril 
u kontrolných zvierat horizontálnu aj vertikálnu 
aktivitu zvyšoval, � o je v súlade s literárnymi 
údajmi anxiogénneho ú� inku angiotenzínu II (8) 
a anxiolytického ú� inku ACE-inhibície (6). Pri 
svetlom indukovanej hypertenzii melatonín aj 
kaptopril mierne zvyšovali horizontálnu 

aktivitu, � o by mohlo nasved� ova�  
protektívnemu anxiolytickému ú� inku týchto 
látok pri svetlom indukovanej hypertenzii. 
 
Záver 

1. Kontinuálnym osvetlením indukovaná 
hypertenzia nemenila lokomo� né ani 
exploratívne chovanie potkanov.  

 
2. Pri kontrolných potkanoch melatonín 

horizontálnu aj vertikálnu aktivitu zni�oval, 
zatia�  � o kaptopril oba typy aktivity 
zvyšoval.  

 
 
3. Na modeli svetlom indukovanej hypertenzie 

melatonín aj kaptopril mierne zvyšovali 
pohybovú aktivitu potkanov, � o by mohlo 
sved� i�  o potenciálne anxiolytickom 
pôsobení oboch testovaných liekov pri 
tomto type hypertenzie.

 

Práca bola podporená VEGA 1/0187/09, GUK/357/2010. 
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Úvod 

Diabetes mellitus 2. typu (DM 2) je naj� astejšou 
formou diabetického syndrómu. Tento typ je 
charakterizovaný inzulínovou rezistenciou, 
relatívnym deficitom inzulínu a chýbaním 
tendencie k vzniku ketoacidózy. V Európe tvorí 
80-90 % z celkového po� tu diabetikov. 
V dôsledku vazodilatácie sa do zápalového 
lo�iska dostavajú imunoglobulíny, zlo�ky 
komplementu, proteíny akútnej fázy, CRP, 
fibrinogén a � alšie, ktoré sa zú� astnia v procese 
likvidácie infekcie. Hypotoxia, podobne ako 
endotoxín, vedie k poškodeniu a aktivácii 
cievneho endotelu, endotelové bunky za� ínajú 
tvori�  zápalové cytokíny TNF-� , IL-6 (1-3). 
V patogenéze DM hrá spolu so zápalom 
významnú úlohu glykácia, glykooxidácia 
a oxida� ný stres. Z produktov glykácie sú 
významné glykovaný hemoglobín (HbA1c) 
a neskoré produkty glykácie (AGEs). AGEs 
predstavujú glyka� né adukty s rôznou 
štruktúrou, ktoré mô�u by�  imunogénne, 
fluorescen� né a nefluorescen� né. AGEs majú 
význam pri patogenéze rôznych ochorení ako 
diabetes mellitus, Alzheimerova choroba, 
ateroskleróza ako i pri V našej práci sme 
stanovili hladiny zápalového cytokínu IL-6 
a AGEs v sére diabetických pacientov.  
 
Materiál a metódy 

Krv a krvné séra/plazmy boli získané od 
pacientov, ktorí pravidelne navštevovali 
diabetologickú ambulanciu II. internej kliniky 
vo fakultnej nemocnici s poliklinikou 
v Bratislave. Pacienti (n=48) vo veku od 47-85 
rokov s d��kou trvania diabetu 1-35 rokov boli 
rozdelení pod� a glykemickej kompenzácie na 
zle kompenzovaných (ZK) a dobre 

kompenzovaných (DK). Do skupiny DK sme 
zaradili pacientov, ktorých priemerná hodnota 
glykovaného hemoglobínu za posledné 2 roky 
nepresiahla  6 % (n=24). ZK diabetickí pacienti 
Ostatní pacienti (ZK) boli zaradení do skupiny 
s nedostato� ne kompenzovanou glykémiou 
(n=24). Zdravú kontrolnú skupinu tvorili 
nediabetickí pacienti (n=12). Z klinických 
parametrov sme stanovovali vek, trvanie 
diabetu, výšku, hmotnos� , BMI, obvod pása 
u všetkých diabetických pacientov.Na 
stanovenie IL-6 v sére sme pou�ili Fluorokine® 
MAP kit firmy R&D Systems, Inc. Stanovenie 
sa uskuto� nilo na prístroji Luminex® 100™ 
firmy Luminex Corporation. Získané výsledky 
reprezentujú priemer  ±  SD pre normálne 
distribuované parametre, ktoré sme 
vyhodnocovali pomocou Studentovho t-testu. 
Pri štatistickom spracovaní jednotlivých 
klinických a biochemických parametrov sme 
pou�ili program StatsDirect. 
 
Výsledky 

Pozorovali sme signifikantne zvýšené hladiny 
IL-6 (p� 0,05) u všetkých diabetikov (1,90 pg/ml 
± 0,60 pg/ml), ZK diabetikov (1,75 pg/ml ± 0,62 
pg/ml) a DK diabetikov (2,06 pg/ml ± 0,54 
pg/ml) v porovnaní so zdravou kontrolnou 
skupinou (1,36 pg/ml ± 0,40 pg/ml) (Obr. 1, 
Tab. 1).  

Našli sme tie� štatisticky signifikantne 
zvýšené hodnoty s-AGEs v sérach diabetických 
pacientov. Korelácie: Nepozorovali sme �iadnu 
signifikantnú koreláciu u všetkých pacientov 
medzi IL-6 s AGEs (p=0,79, r=0,05), IL-6 s 
HbA1c (p=0,57, r=0,12) a IL-6 s d��kou trvania 
diabetu (p=0,19, r=-0,27). 
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všetci diabetickí 

pacienti 
ZK diabetickí 

pacienti 
DK diabetickí 

pacienti 
kontrolná 
skupina 

vek 65,54 ± 8,44 65,04 ± 8,73 66,04 ± 8,3 65,20 ± 7,9 
d��ka 
trvania 13,75 ± 8,76 14,13 ± 7,87 13,38 ± 9,72 - 
AGE 142,35 ± 39  148,58 ± 41,88 136,13 ± 35,7 94,47±20,82  
IL-6 1,93 ± 0,62  1,80 ± 0,65 2,05 ± 0,56 1,36 ± 0,40 
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Diskusia 

V našej práci sme zistili signifikantne zvýšené 
hladiny IL-6 u všetkých diabetických pacientov, 
zvýšené hodnoty IL-6 v sére u ZK a DK 
diabetických pacientov a signifikantné korelácie 
IL-6 s LP. Práve inzulínová rezistencia je 
spojená so zápalom, ktorý podporuje rozvoj 
komplikácií, ako je DM 2. typu a ateroskleróza. 
IL-6 zohráva úlohu pri metabolizme lipidov 
a výdaju energie, a teda mô�e vies�  k obezite 
(4). Zvýšené hladiny IL-6 sa vyskytujú u 
pacientov s ischemickou chorobou srdca 
(ICHS). Patria medzi rizikové faktory 

u pacientov s DM 2. typu (5). Prozápalové 
cirkulujúce monocyty vykazujú známky 
zvýšeného zápalu u obéznych � udí, a teda sú 
zdrojom produkcie prozápalových cytokínov. 
Zlá kontrola inzulínu súvisí s rozvojom 
inzulínovej rezistencie a vyvoláva tvorbu IL-6. 
V práci sme nezistili �iadnu koreláciu medzi 
AGEs naproti tomu v práci (6) bola zistená 
štatistická významnos�  medzi esRAGE a IL-6 
(p=0,03). Plazmové esRAGE a IL-6 hrajú 
významnú úlohu v modulácií zápalu. V � alšej 
štúdii sa chceme zamera�  na stanovenie IL-1 
a TNF� , IL-6 a IL-8 v sére. 

Práca je finan� ne podporená grantom 1/0375/09. 
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