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OTVORENIE KONFERENCIE
VE KA POSLUCHARE NTU

8:30 Otvorenie konferencie

8:40 Uvodné prednasky

50. konferencia SVO - aldi vyznamny medznik na Lekarskej fakulte UK v
Bratislave
doc. MUDr. Marian Bernadi , CSc. , mim. prof.

SVO ako Sanca
doc. MUDr. Beata Mladosieviova, CSc.

SVO - mali kos glebo dokonalos?
prof. MUDr. Viera Stvrtinova, CSc.

Odovzdanie oceneni pri prile itosti 50. fakulbej konferencie SVO

PROGRAM
VE KA POSLUCHARE NTU

50. fakultna konferencia SVO — predklinické a teoreticka sekcia

1. Morfoldgia colitis ulcerosa vo vz ahu k inervacii a imunitnym bariéram
Veronika Labajova
Skolitelia: prof. MUDr. Jan Jakubovsky, DrSc., MUPetronela Busikova
Ustav patologickej anatémie LF UK a UNB, CytopaBratislava

2. Vz ah eleza a glykokonjugatov v globus pallidus udského mozgu
Lenka Maru$ akova
Skolite : RNDr. Martin Kopani, PhD.
Ustav patologickej anatomie LF UK a UNB

3. Onkoprotein c-erbb-2 v udskom fyziologickom a nadorovo zmenenom endometriu
Nika GaSparovi ova
Skolite : MUDr. Michal Palkovi, PhD.
Ustav patologickej anatomie LF UK a UNB

4. Apoptoza v tymusoch deti s roznymi vrodenymi vyvineymi chybami srdca
Lenka Vrbova, Michal Lapides
Skolite : RNDr. lvan Varga, PhD.
Ustav histolégie a embryoldgie LF UK



10:45

5.

6.

7.

8.

50. fakultna konferencia SVO — predklinické a teoreticka sekcia

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 Mediciner@enius University

Atorvastatin and high-fat diet induced tissue changs in experimental animals
Branislav Zagrapan

Tutor: MUDr. Pavol Janega, PhD.

Ustav patologickej anatomie LFUK a UNB

The role of macrophages and progenitor cells in tuor growth
Olia El-Hassoun

Skolite : prof. MUDr. Ivan Hulin DrSc.

Ustav patologickej fyziolégie LFUK

Vplyv Standardizovanych extraktov lie ivych rastlin na kmene Staphylococcus aureus
izolované z ko nych infekcii

Esther Popluharova

Skolite ka: RNDr. Livia Slobodnikovéa, CSc.

Mikrobiologicky Ustav LF UK a UNB

50. fakultna konferencia SVO - klinicka sekcia

9.

10.

Stadium odozvy kardiovaskularneho systému na celolev( kryoterapiu

Stefan Lukéa

Skolitelia: RNDr. Eva Kréové, PhD., MUDr. Lenka Forytkovéa, CSc.

Ustav lekarskej fyziky, biofyziky, informatiky aleamediciny LF UK, Biofyzikalni Gstav LF
MU Brno, R

Efekt pésobenia ustnych vod na redukciu bakterialngflory v dutine dstnej a na
zubnych kefkach

Roman Andil

Skolitelia: prof. MUDr. Daniela Kotulova, PhD., MUDBohuslav Novék, PhD.
Mikrobiologicky ustav LFUK a UNB, Klinika stomatofiie a maxilofacialnej chirurgie
LFUK a OUSA

11.U inok Ustnych véd na oralne oportiinne patogény in o

Zuzana Borecka, Roman Andil

Skolitelia: prof. MUDr. Daniela Kotulova, PhD., MUDGabriela Pavleova
Mikrobiologicky ustav LFUK a UNB, Klinika stomatddlie a maxilofacialnej chirurgie
LFUK a OUSA

12.Pneumokokové infekcie v detskom veku

Marek Plesko
Skolite ka: doc. MUDr. Helena Hupkova, PhD.
Mikrobiologicky Ustav LF UK a UNB



50. fakultna konferencia SVO - klinicka sekcia

13:10

13.

14.

Prinos vySetrenia pomocou DaTSCAN SPECT v diferen&inej diagnostike
Parkinsonovej choroby

Zuzana KosSutzka

Skolite : doc. MUDr. Peter Valkovi PhD.

II. Neurologicka klinika LFUK a UNB

Myoidné bunky v tymusoch deti s vrodenymi chybamisica
O ga GonSakova

Skolite : RNDr. lvan Varga, PhD.

Ustav histolégie a embryoldgie LF UK

15.Vz ah aktivity paraoxonazy 1 v zavislosti od dna polyrmrfizmu jej génu k rejek nym

epizédam u pacientov po transplantacii srdca

Pavel Sykora

Skolitelia: doc. RNDr. Vanda Repiské, PhD., dog. lhuka Hal ak, CSc.

Ustav lekarskej bioldgie, genetiky a klinickej géke LF UK a UNB, Ustav lekarskej
chémie, biochémie a klinickej biochémie LFUK

16.

17.

18.

19.

50. fakultna konferencia SVO — sekcia vyubovych pomdcok

Spinal cord, it's topographical relations and it'sclinical application

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

Tutors: MUDr. Hisham EI Falougy, PhD., MUDr. Pe8almeciovéa, PhD.

Department of Anatomy, Faculty of Medicine Comerlilrsversity

Brachial plexus, its topographical relations andts clinical applications
Eleftherios Georgakopoulos, Evangelos Giannakos, khael Gerakidis
Tutors: MUDr. Petra Selmeciova, PhD., MUDr. Hish&hFalougy, PhD.
Department of Anatomy, Faculty of Medicine Comerlilrsversity

Topografical relations of the sacral plexus

Vazaios Christos, Spyridon Virlas

Tutors: MUDr. Hisham El Falougy, PhD. , MUDr. PeSalmeciové, PhD.
Department of Anatomy, Faculty of Medicine Comerlilrsversity

Topographical and anatomical applications of cana$i pudendalis

Xilas Christos, Gordillo Resina Luis Manuel

Tutors: MUDr. Hisham EI Falougy, PhD., MUDr. Ret6elmeciova, PhD.,
doc. MUDr. EliSka Kubikova, PhD.

Department of Anatomy, Faculty of Medicine Comerlilrsversity

20.Priprava interaktivneho anatomického atlasu

Miriama Naglova, Michal Kraj ovi
Skolite ka: doc. MUDr. EliSka Kubikova, PhD.
Anatomicky Ustav LFUK
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9:30 VI. vedecka konferencia doktorandov LF UK — kinicka sekcia

21.Asociacia medzi  degradanymi  produktmi  purinovych  nukleotidov v
cerebrospinalnom likvore a hladinami niektorych lipofilnych vitaminov v plazme u
pacientov so skler6zou multiplex
Mgr. ubomir Kura ka
Skolite : prof. MUDr. Peter Turani, PhD.

Ustav lekarskej chémie, biochémie a klinickej biécie LF UK

22.Antikoncepcia a potraty na slovensku v rokoch 1997 2008
MUDr. Zuzana Kosibova
Skolite : doc. MUDr. Miroslav Korbe, CSc.
I. gynekologicko - pérodnicka klinika LF UK a UNB

23.Analyza solubilnej molekuly trem-1 v tekutine z branchoalveolarnej lava e pacientov s
p ucnou formou sarkoiddzy a inymi intersticialnymi pneumopatiami
MUDr. Magda Suchankova
Skolite ka: doc. MUDr. Méria Bucova CSc.
Imunologicky Ustav LF UK

24.Uloha AKT signaliza nej drahy v progresii plazmocytomu
MUDr. Andrea Janegova
Skolitelia: prof.MUDr. Pavel Babal, CSc., MUDr. Réanega, PhD.
Ustav patologickej anatomie LFUK a UNB

VI. vedeckéa konferencia doktorandov LF UK — knicka sekcia

25.Kultivované alogénne keratinocyty v terapii ran vzroknutych po odbere
dermoepidermalnych autotransplantatov (kompletizaca suboru)
MUDr. Dominika Kevicka
Skolite : doc. MUDr. Jan Koller, PhD.
Klinika popéalenin a RekonStrukej chirurgie UNB

26.Studium neskorej glykéacie, solubilnej adhéznej molauly svcam-1 a profilu zapalovych
cytokinov u pacientov s diabetes mellitus typu 1
RNDr. Jana Kalninova
Skolitelia: MUDr. Michal Sapak, PhD., doc. PharmBtadimir Jakus, CSc.
|. DK LF UK a DFNsP, Imunologicky Ustav LF UK, Ustdekarskej chémie, biochémie a
klinickej biochémie LF UK

27.Glykécia, lipidovy profil a oxida ny stres u pacientov s diabetes mellitus 2. typu
Mgr. Erika Sandorova
Skolite : doc. PharmDr. Vladimir Jakus, CSc.
Ustav lekarskej chémie, biochémie a klinickej biécie LF UK



28. Zmeny krvného tlaku u chronicky hemodialyzovanychpacientov
MUDr. Katarina Bobock&
Skolite : prof. MUDr. Peter Poruch, CSc.
IV. Intern& klinika LFUK a UNB

VI. vedecka konferencia doktorandov LF UK — pedklinicka a teoreticka sekcia

29. udské leukemické bunky su schopné vyrazne modulova zapalovy proces
prebiehajuci v mezenchymalnych fibroblastoch
RNDr. Katarina Egyldova
Skolite : RNDr. Jozef Bizik DrSc.
Ustav experimentalnej onkologie SAV

30.1dentifikacia prekurzorovych cd34+ buniek v regeneujicej kostnej dreni pomocou
metody prietokovej cytometrie a vyuitie ziskanych poznatkov v diagnostike
hematopoetickych malignit
Mgr. Michaela Fajtova
Skolite ka: MUDr. O ga Babusikova, DrSc.
Ustav experimentalnej onkologie SAV

31.Ma APC protein protektivny U inok na vznik karcinomu hrubého reva?
MUDr. Zuzana ierna
Skolitelia: prof.MUDr. Pavel Babal, CSc., MUDr. Réanega, PhD.
Ustav patologickej anatomie LFUK a UNB

32.Vplyv mapk/erk signélnej drahy na progresiu medulameho karcindbmu Stitnej azy
Mgr. Lucia Feketeova
Skolite : prof. MUDr. Pavel Babal, CSc.
Ustav patologickej anatémie LFUK a UNB

VI. vedecka konferencia doktorandov LF UK — pedklinicka a teoreticka sekcia

33.Priprava bioptického materialu pre stanovenie obsalh DNA laserovou skenovacou
cytometriou
RNDr. Miroslava Vallova
Skolite : prof. MUDr. Stefan Galbavy, DrSc.
Ustav laboratérnych vysetrovacich metod Vysokejhgkmiravotnictva a socialnej prace
sv.Al bety a Onkologického Ustavu sv. Al bety, Bislava

34.Vyskyt vybranych mutacii konexinovych génov u pacigov s obojstrannou
senzorineuralnou poruchou sluchu
MUDr. RNDr. Lukas Varga
Skolitelia: prof. MUDr. Milan Profant, CSc., Mgr.dbiela Gasperikova, CSc.
l. ORL klinika LF UK, UNB a SZU; Laboratérium DIABENE, Ustav experimentalnej
endokrinoldgie SAV, Bratislava



35.0ccupation of striated muscle cell by trichinella piralis is associated with increased
intracellular sialylation
Mgr. Rositsa Milcheva
Tutor: prof. MUDr. Pavel Babal, CSc.
Ustav patologickej anatémie LFUK a UNB

36.Farmakologické ovplyvnenie behavioralnych prejavovu potkanov s hypertenziou
indukovanou kontinualnym osvetlenim
Mgr. Silvia Aziriova
Skolite : prof. MUDr. Fedor Simko, CSc.
Ustav patologickej fyzioldgie LFUK

ZAVER KONFERENCIE
VE KA POSLUCHARE NTU

15:30 Prezentacie hosti

37.Zapalové cytokiny a diabetes mellitus 2. typu
Mgr. Miroslava Glejtkova
Jeseniova lekarska fakulta, Univerzita Komenskéheartin
Skolite : doc. PharmDr. Vladimir Jaku$, CSc.
Ustav lekarskej chémie, biochémie a klinickej biécie LF UK

38.Elektrofyziologické korelaty behavioralnych zmien p podani prirodnych polyfenolov
UrSula Melicherova
Fakultat fir Psychologie, Universitat Wien
Skolite : MUDr. Fedor Jagla, CSc.
Ustav normalnej a patologickej fyziologie, SAV

Vyhlasenie vysledkov






lenovia hodnotiacej komisie — Predklinick& a teoieka sekcia

doc. MUDr. Adriana Liptakova, PhD.
RNDr. Ladislav Guller, CSc.
RNDr. Silvia LakatoSova, PhD.

Vi azné prace sekcie

1. Branislav Zagrapan

Atorvastatin and high-fat diet induced tissue changs in experimental animals
2. Olia El-Hassoun

The role of macrophages and progenitor cells in tuor growth
3. Lenka Vrbova, Michal Lapides

Apoptoza v tymusoch deti s réznymi vrodenymi vyvineymi chybami srdca
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Veronika Labajova

(vSeobecné lekérstvo, 3.rik)

Skolite : prof. MUDr. Jan Jakubovsky, DrSc.! Pomocny $kolite : MUDr. Petronela Busikov&

'Univerzita Komenského Bratislava, Lekarska fakultstav patologickej anatémie
“Cytopatos Bratislava

Uvod vySetrenia riev od 11 postihnutych. Vzorky
sme fixovali 10% roztokom tlmeného
formalinu, odvodnili a zaliali do parafinu.
Z parafinovych blokov sme urobili
mikrotdmom histologické rezy cca B hrubé.
Tie sme farbili vdy shematoxylinom
a eozinom. Vykonali sme PAS-reakciu z rezov
natradvenych i nenatravenych amylazou. Na
dokaz zlo iek cievneho systému

nadsho aj svetového zdravotnictva. Vdatabé?(l,\ikr.o,drku'éd? sme upqtrebjli polyklon,ové
U.S. National Library of Medicine Nationalprotllatky proti antihemofilickému globulinu,

Institutes of Health PUBMED.GOV je na mtoasociovanému s von Willebrandovym faktorom,
ému  zaiatkom roku 2011 .viac ako 80002 protilatky proti somatostatinu. Dosiahnuté
informacii. Znich asi 25% sa zaober ysledky sme qukumentovali mikroskopom
morfologickym obrazom. Skoro tri Stvrtiny IKON Eclipse 80i, s kamerou NIKON DS-

znich sa zaoberda patogenézou zapalovy - Pri dphkaze ant\l/r\llgellrngflllcgehp g]!OEtU linu,
chordb riev. Ich podstata zostava do znej asociovaneno s von vvilebrandovym faktorom,

. : . . - sme pouili mySie monoklonové protilatky
miery nejasna. Vé&u pozornos vzbudzuju (kon F8/86 od firmy DakoCytomation

medzibunkové vzahy a s nimi slvisiace tesné amark Glostr Ktoré sm likovali n
junkcie (1). Druhou skupinou zaujmu je sta enma Os! up), ore sme aplikovall ha
rezy zhotovené z parafinovych bkov, ktoré

krvnej  cirkulacie v postihnutej  sliznici. me natravili proteina Protilatku sme riedili
Napodiv, tomuto problému databazg '€ natravill proteinazou. Frotiiatku sme riedll

PUBMED.GOV venuje iba 31 informaych v pomere 1:50 a inkubovali 30 min za izbovej

prameov. Tento fakt n&s vedie k pokus eplgt}/. Vdruhej vrstve sme pou i krale
ozrejmi si skutkovy stav na vlastnom materiélli.pmt'l"’?tk,y proti mysim, znane schren_oyou
eroxiddzou (DakoCytomation EnVision+

Dvoma najvyznamnejSimi chorobami v skupin ystem-HRP Labelled Polymer Anti-Mouse

IBD (Inflammatory Bowel Diseases) su . i
Crohnova choroba a u spominandolitis Eg@ﬁ%hovwsn?migﬁt?rﬂp prstrirl];tkam?()kgrz(;)t\i/ah
ulcerosa Ich Klinicke prejavy st v mnohych somatostatinu  (Polyclonal  Rabbit  Anti-

\S/;/?:crl?SjZmes ?)Zléniih r(()zz)l%éer?i;e.to sa  knim Somatostatin, Im_munoge_n:Synthetic cyclin _(1-
14) somatostatin conjugated to bovine
thyroglobuline A0566), v riedeni 1:300 na rezy
zhotovené  z parafinovych  bkov  bez
Na morfologické vySetrenia sme ziskali vzorkyredchadzajuceho natravenia. Na detekciu
tkaniv. z oboch chordb pas bioptickeého protilatok sme  pouili  chromogénovy

Anatomické a funkné vz ahy réznych bariér
maju pri zapalovych chorobachieva napadny
vz ah k mikrocirkulacii revnej steny. V sérii
prac chceme radom opisgednotlivé Struktary,
ktoré sa podieju na bariérovych funkciach
reva.

Colitis ulcerosa patri k zapalovym
chorobam riev. Tie sU nastojvym problémom

Material a metédy



substratovy  systém s diaminobenzidinom lamina propria mucosaeklkov a medzi

(DAB+CHROMOGEN, Dako Liquid DAB+ kryptami su v apexe klkov husto nakopené
Substrate Chromogen System K3468) aledmunky, ktoré reaguju s anti-FVIII (obr. 2).
DakoCytomation  EnVision+  System-HRPVenuly s vysokym endotelom nie su ani v

Labelled Polymer Anti-Rabbit K4002. lo iskach lymfoidného tkaniva.
V hematoxylinom a eozinom farbenych
Vysledky rezoch je vidno vSeobecne zname morfologické

Bioptické vzorky tkaniva neobsahuju hlbéieObrazy colitis ulcerosa alebo Crohnovel

asti lamina propria mucosadobr. 1). Obas choroby. Protilatky proti somatostatinu reaguju

zaberaju aj uitt as submukoézy podamina so stromou  klkov (obr_. 3), _t_)ez @ty na
muscularis mucosaeV Crohnovej chorobe su th”_(l)yuk (;horobu ) C?.I't's ulce:josa
okrem lo isk chronického zapalového inﬁltréltuS protilatkami - reaguju _ valhou pozdne
rézne veké loiska fibrozy vlamina propria Iame]y, miestami prerusovane Vo whu ku
mucosaeV morfologickom obraze chronickych krvnym cievam.
zapalov reva, bez ohadu na vzorky ziskané
bu zcolitis ulcerosa i z Crohnovej choroby,
je vidno markantné prejavy aktivityrevnej Anti-FVIIl protildtky reaguju s endotelom,
mikrocirkulacie. Mimoriadne intenzivnu reakcius megakaryocytmi a megakaryoblastmi, tie so
pozorujeme \Vamina muscularis mucosae subendotelovou matrix steny ciev. Faktor VIII
okrem vlakien, ktoré vybiehaju do priestorov.  umo uje lipnutie dosStiek na poSkodeny
medzi liazky, su pritomné lo iskovo pozitivne endotel (3). V naSich vzorkéach tieto protilatky
reakcie tenkostennych ciev avém,drobnych reaguju s endotelom ciev, a sjeho eSte
Utvarov podobnych krvnych kapilaram. Nalez jaediferencovanymi prekurzormi vo vrchole
zrejmy, najma ak pou ijeme na histochemickiklkov sliznice. Pritomnos tychto buniek by
analyzu protildtky proti faktoru VIII (anti- mohla ma suvislos s angiogenézou, ktora je
FVII). Mimo hojnejSej siete mikrociev zvySena v zapalovych chorobaatev (4).

Diskusia

Obr. 1 Prehadny obrazok prakticky celej bioptickePbr. 2 Protilatky proti FVIII reaguju pozitivne

vzorky tkaniva od pacientacslitis ulcerosa Okrem s endotelom mikrocirkulacieamina propria mucosae

vrstvy liaok fibréza lamina propria mucosaeaj s endotelom vén v submukdze. Vo vrchole kikov

a lo isko lymfoidného tkaniva. HE, 40x. reaguju bli Sie nediferencované bunky. V drobnych
artériach v submukéze je reakcia slabo pozitivna.
Lymfové cievy negat. 400x.



krdli ie protilatky proti somatostatinu (5) sa
vyznauje  vysokou citlivosou. Preto
umo uje detegova aj niSie hladiny
somatostatinu (6). Tak vznika otazka, do akej
miery je reakcia protilatok Specificka.
Pozitivna farebna reakcia vSak vznika tie
v hemoproteinoch, o sna  privodzuje
intenzivne zafarbenie lamina muscularis
mucosaea hladkych svalovych vlékien v stene
ciev. Do uavahy treba bra monos
neSpecifickej reakcie mandzy a peroxidazy,
pou itej ako marker protilatok (7). Napriek
tomu, e vzah mikrocirkulacie a Struktar
Obr. 3 Protilatky proti somatostatinu reagujbsahujicich ~ somatostatin  je  zrejmy,

slamina muscularis mucosae so stenami nenachadzame v tomto smere iadne
drobnych ciev vsubmukdéze, aj s cievaninforméacie oich vzajomnych vahoch. Preto
v strome klkov. 100x. musime pripust, e vnaSom pripade sa
nejedna o Specifickl reakciu.
Protilatky proti somatostatinu maja Lymfatické cievy protilatky proti FVIII
v normalnych tkanivdch vah k bunkdm neznazoruju. RieSenim zobrazenia
Langerhansovych ostrogkov, za lymfatickych ciev mé e by pou itie protilatok

patologickych okolnosti k nadorom pankreasyproti podoplaninu, ktoré Specificky dokazuju iba
medularnym  karcindmom  Stitnej azy, ich endotel (8,9). To by prispelo k lepSiemu
nadorom tymusu a k malobunkovympochopeniu krvnej a lymfovej mikrocirkuléacie
karcinémom plc. Detekny systém pou ivajlci v patogenéze IBD, Specialuelitis ulcerosa
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Lenka MaruS akova

(v8eobecné lekérstvo, 4. rak)

Skolite : RNDr. Martin Kopéani, PhD.

Ustav patologickej anatémie LFUK

Uvod ide ouUelné hromadenie sa s naslednym
pVyu itim alebo len o spdatku bezvyznamné
miestne  ukladanie s neskor§im  mo nym

mozgovom tkanive je elezo potrebné prpegatlvnym dopadom. ~Charakter  reakcie

myelinizovani, pri syntéze neurotrasmiterov, Jgozgoveho tkaniva na depozity eleza nie je

pri  bunkovom deleni v priebehu vyvinuJ sny.
mozgovych Struktdr (1). ZvySené mno stvo . .
eleza v mozgu suvisi s niektor;'/milvl"’lterlal a metody
neurodegeneraymi procesmi, medzi ktoré Postmortem sme odobrali 18 vzoriek zmle
patri Alzheimerova, Parkinsonova gpallidus bez pritomnych abnormit metabolizmu
Huntingtonova choroba,sclerosis multiplex eleza a klinickych prejavov
amyotroficka lateralna skler6za a druhé chorolneurodegeneraych  zmien. Vzorky sme
(2). Ukladanie Fe je zname aj pri chybarfixovali 24 hodin 10% formaldehydom, zaliali
spomenutych patologickych stavov alebdo parafinovych blkov, narezali mikrotbmom
abnormit jeho metabolizmu. Prednostn@a S5mm hrubé rezy a vystreli na podlo né sklo.
postihuje isté asti udského mozgu, osobitneHistologické rezy sme farbili hematoxilinom
bazalne ganglia. Pri narodeni loiska eleza eozinom. Vykonali sme Perlsovu reakciu (pH
v mozgu nie su. S vekom ich mno stvo pribtdd,0) na detekciu Fe(lll), s alciAnovou modrou
(3). Dovod tejto, s vekom postupujicefpH 2,5) na zistenie pritomnosti kyslych
akumulacie, nie je objasneny. Nie je znamie, glykokonjugatov a PAS reakciu (Perjod Acid
Schiff reaction) pre dbkaz neutralnych

Pritomnos eleza je podstatna v mnohyc
déle itych  procesoch v  organizme.

: -i, 8 ¢ : glykokonjugétov. Vzorky sme vyhodnotili
" b T e svetelnym mikroskopom Eclipse E50i (Nikon,
: " : Japan).
’ ¥
| 5 o " | Vysledky
¢ ok W, 1 ; Perlsovou reakciou sme zistili tmavomodro
< ® -, 7 Lz - 7 .
N £ - o zafarbené zrnité loiska eleza okolo buniek
v 3 il S 0 ; glie av perivaskularnom priestore (obr. 1).
. i -i* L% Miestami je vidno slabSiu difuznu reakciu.
. A Farbenim s alcianovomodrou (obr. 2) a po
& " . urobeni PAS reakcie vidno nakopenia kyslych
B ] a neutralnych glykokonjugatov. Ich
Obr. 1 lovek, mozog, globus pallidus. Astrocytyk)ka“'ZfJVj'J\r_‘Ie zvasa korespondovalo
bunky s vekym ovalnym jadrom (3ipky), S lokalizaciou Fe. V pomere ku
oligodendrocyty mensie ovalne jadra (trojuholniky)kyslym glykokonjugatom a Fe(lll) je

bunky  mikroglie s precenymi  jadrami neutralnych glykokonjugatov menej.
(hviezdi ka). Modro sfarbené utvary odpovedaju

pritomnosti Fe(lll). Perlsova reakcia na Fe sveteln

mikroskop, vekos iary =50 pm.



Obr. 2 udsky mozog, globus pallidus. Modrosfarbené utvagpovedaju pritomnosti kyslych
glykokonjugatov perivaskularne @vo) a okolo gliovych buniek (vpravo). AlciAnovadna, iara v obr.
=50 pum.

Diskusia Apotransferin sa so svojim receptorom vracia
spa na lumenovu stranu kapilary (6). Nie je
presne urené, im je spdsobené nizke pH na
ablumenovej strane kapilar. Myslime si, e
rave nami detekované perivaskularne ulo ené
yslé glykokonjugaty by mohli aspo iasto ne

Nase vysledky poukazuji na wei zaujimavy

mo ny vz ah medzi vyskytom depozitov Fe(lll)
a glykokonjugatmi. elezo sa v krvi transportuje
vo forme Fe(lll), naviazané na plazmatick

glykoprotein transferin, aby sa cirkulaciod”: . . i
dostalo k cieovym bunkam. Cieové bunky zhiova | pH na ablqmenoyej strane kaplllar.
maju membranovy transferinovy receptor\./ literature - vSak niet ani zmienky o ich

Bunkova membrana sa po vytvoreni komplexﬁozorovani a0 tejto mo nej regutaej funkeil.
ligandu a receptoru vchlipuje do vnuatra bunie /0 vysokom veku mo e dochadz poruche

Vytvori sa endozom. Vom je nizke pH (asi pH regulacie pH, 0 mo e,Vi.?S K nakopenju elega
5,5), zabezpené protonovymi pumpami. Toa_nadmernej_akumulacu egko_kopJugatov,E)Ilzko
spbsobi uvolnenie eleza z vazby na tranfen’n%'cvrl', elezo je bre pgnky to>§|cke, obz_vlayo

4, 5). Domnievame sa, e aj kysIéVySS'Ch koncentraciach. Doévodom je hlavne

— ~ . . ik vonych kyslikovych radikalov (7).
glykokonjugéaty mo u lokalne zni ovapH a tak vzni A T N
uvo ni  elezo ztransferinu do mozgovéhoprefijkladame’ € glylfokonju,gaty, mou

hrani tkanivo pred poSkodenim tym, e

tkaniva. Moss et al. (6) opisuju vstup eleza d . L
Struktar mozgu endotelom kapilar v mozgu\.lyworla S0 elezqm k_omplexy (8) av lo |ska_ch
sa mO u hromadi na ich povrchu a ich obali

Nastouju hypotézu, e komplex Fe-transferin-

receptor, ukotveny v membrane endozomu J{f‘kto mou glykokonjugaty predstavova

mechanizmom  transcytézy  dostava narove ochrannu reakciu organizmu na rast

ablimenovu stranu endotelu. Tam sankiom pritomnosti eleza.
nizkeho pH Fe od transferinu oddeli.
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Uvod
Karcinom endometria (CaE) je naptejSi Material a metody

zhubny nador pohlavnej suastavy ien. Nag: . i« . P
Slovensku za poslednych 30 rokov ebro ne aBloptlcke vzorky endometria (z archivu Ustavu

: , . . atologickej anatomie Lekéarskej fakulty UK v
Z|$tenych pripadov vzras_tol tal_<mer 0 o ratislave, r. 1993-2009) z maternic ien
pri OEBCaE Igar::lorone _postllhnecasél 709 1en a hospitalizovanych na gynekologicko-
asi 1/3 z nich zomrie [1]. CaE ma roznes qnickveh Klinikach Lekarskej fakulty UK
histologické podtypy (endometrioidny, serézn

svetlobunkovy a iné) [2] s odlisnou patogenézay, Bratislave)  ziskane  kyretaou alebo
5 ; sterektomiou (pre metroragiu). Vo formaline
pre dva zakladné typy CaE, ,typ |‘% (p giu)

. fixované, do  parafinu  zaliate abenou

(endometnmdny) (vzn|!<a__ pr'.histologickou technikou spracované vzorky
hyperestrogenizme, v hyperplazii endometri aniva, roztriedené svetelnym mikroskopom
ma menej agresivny fenotyp) a ,typ I (ne-S normélnym proliferanym (PE 3x) ’
endometrioidny) (bez hyperestrogenizm sekrenym (SE, 2x) endometriom ((;d ien vo
v atrofii endometria, ma agresivny fenotyp eku  25-45 r) endometrioidnym  (EC)
[2.3]. .grading® G1 (5x) a G3 (5x) (31-61 r.),

Onkoprotein c-erbB-2 (ErbB2, HER-
2/neu) [4], 185 kDa, je transmembranov
glykoprotein s vnatornou tyrozinovokindzovo
aktivitou [5], z rodiny receptorov pre faktory
rastu epidermy [6]. Aktivovanie c-erbB-2
dimerizéciou spu® vnutrobunkové signalne
cesty, ktoré su Ki ové pre rast, diferenciaciu
a pre itie buniek [6,7]. Uudi je zvySena

seroznym (SC, 3x) (39-86 r.) a svetlobunkovym
SvC, 4x) (60-86 r.) histologickym podtypom
aE [2,3] sme vysetrili imunohistochemicky na
pritomnos expresie c-erbB-2 v cytoplazmovej
membrane epitelovych buniek endometria.
Nepriamu metdédu s polymérom ozeaym
chrenovou peroxidazou (Px) as chromogénom
diaminobenzidinom (DAB) sme pouili na

aktivita ~ c-erbB-2 astejSie - vysledkom ;40 nenje produktu reakcie. Postup techniky
amplifikécle protoonkogénu [6]. l\Iadmemalmunohistochémie vychadzal z navodu

expresia c-erbB-2 vyugje do transformacie kpouitiu detekného kitu Dako REAM
bunky aje zdru ena Z rozmanitymi EnVision™

karcinomami udi (napr. s karcinomom mlieej 5 um hrubé rezy tkaniva sme

azy, via'jcca”r(uka 8[7]’ Jhrrl:beho reva arekta’.odparaﬁnovali a rehydratovali vo fyziologickom
p-uc, —aiudka [8]). ~S€No - Zvysena. Expresigy gy, obsahujucom fosfatovy pufor (PBS, pH
poukazuje na agresivnejsi fenatyp karcmomel’Z; 10 min.). Antigénnosrezov formalinom
[71. Stadi _ i ie hodnoti fixovaného tkaniva sme obnovili po ich
h u "3 Sl san;)\I/l a ia cie olarém predinkubovani v 0,1 mM citratovom pufri (pH
Vzan —medzi  moriologickym - vziadom g 5. 3 min.) teplom v mikrovinnej rare (700 W,
normalneho  endometria a CaE, amedéu6 °C; 3x5 min.). Rezy sme premyli 10 mM
Stup om expresie c-erbB-2. PBS (pH 7,2; 5 min.) a aktivitu endogénnej
peroxidazy blokovali 0,3% #D, (30 min.).



Nariedend primarnu polyklonova krali  slaba (u < 10% buniek), ,+" pravidelne slaba (u
protilatku proti c-erbB-2 v pomere 1:300 sme 10% buniek), ,++* stredne silna (u 10%
inkubovali srezmi tkaniva (60 min.). Pobuniek), ,+++" silna (u 10% buniek). Len
preplachnuti rezov PBS (3x5 min.) sme rezgeakciu cytoplazmovej membrany bunky sme
inkubovali so sekundarnou protikrddu povaovali za Specifickl. Rezy tkaniva
protilatkou fixovanou k polyméru s Px (30inkubované s pufrom namiesto primarnej
min.). Po preplachnuti rezov PBS (3x5 min.protilatky boli negativnou kontrolou.

sme lokalizaciu protilatky detegovali zmesou Pou ité postupy zodpovedali narodnym
DAB v H,0, (5 min.). Inkubécie prebiehali voa medzindrodnym etickym Standardom.

vihkej komorke pri izbovej teplote. Po premyti

rezov destilovanou vodou sme rezy (jadrd)ysledky

kontrastne dofarbili Mayerovym Vysledky hodnotenia  expresie  c-erbB-2

hekmatp xyllkr:om F(>2 tﬁ?,ﬁ(‘)’ prrl]kryl!k'e;.nteblalr.]ona*tvédza tablka 1. Expresia c-erbB-2 bola nizka
akrycim skiom. Frotiatky a chemikalie boll 0, pg (obr. 1) a SE, postupne mierne rastla so

firmy Dako, Glostrup, Denmark. . L .
. . . . stup om diferencidcie EC (typ | — menej
Reakcie protilatky (intenzitu) Smeagresivny) k SC (typ Il — agresivny), alej k

hodnotili  svetelnym mikroskopom (Nikon _ : L )
Eclipse E400, Tokyo, Japan) semikvantitatl'vn?sjgg n(;)j/\?ygéiaa(%frs “2/)” ), kde expresia c-erbB-2

v Skale: ,-“ nepritomnd, ,+/-“ nepravidelne
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Obr. 1-2 Nepravidelne slabd a iadna expresia c-erbB-2 v @ibr. 1). Detekcia c-erbB-2 v SvC
( ervenohnedo) (obr. 2). Polyklonova krédi protilatka proti c-erbB-2, polymér-Px, dofarbené
hematoxylinom, orig. zv&enie 400x (obr. 1), 350x (obr. 2).

Tab. 1 Reakcie protilatky proti c-erbB-2 cytoplazmovou membranou epitelov
buniek udského endometria.

Stav endometria Reakcja protlatky
proti c-erbB-2
Normalne proliferané endometrium +/-
Normalne sekrené endometrium +/-a -
Endometrioidny podtyp karcindmu endometria, G1 (dyp +
Endometrioidny podtyp karcindmu endometria, G3 (yp +a ++
Serdzny podtyp karcinomu endometria (typ Il) +a& +
Svetlobunkovy podtyp karcinbmu endometria (typ Il) ++a +++

Reakcia:- nepritomna;/- nepravidelne slab&; pravidelne slabét+ stredne silna, +
silna.



Diskusia amplifikacia c-erbB-2 mbé e identifikova

. oy Lo . agresivne podtypy CaE, zahjuc jeho invaziu
Vysledky Studie, ktora je ojedinelou svojhc krvnych a lymfatickych ciev a zIu bunkovu

druhu na Slovensku, ukazuju korelaciu expres P . . N S,
c-erbB-2 s histologickym stavom endometri iferenciaciu. Ich zistenia koreSponduju s

: LY : Simi vysledkami, ktoré poukézali vzostup
a histologickym podtypom aj typom CagasIMmi Vys . oL
endometria a zhoduju sa s inymi puinkovanyrrﬁXpres!e C'eékél‘zé \g(éaE’Spgm nasmgs'gl
Studiami hodnotiacimi vyznamnosohto znaku. expresiu v y Ot asVh, VooV ola
Za normalnych okolnosti sa HER-2/ne PS4 c:erbB-Z najvyraznejsia. HER-Z/n_e,u
v endometriu tvori v malom mno stve pas ako hlavny znak prognozy pri Cak opisujd

jeho menstruaného cyklu [9]. Tieto zistenia Hetzelet al.[11].

nasli podporu v naSich vysledkoch, ktoré bBSZUhrrILnEe moSr:Eo _kons'taktovaeeg.presm
ukazali nizku expresiu c-erbB-2 vPE sjef oo c Vv a Je nizka a vzajomne sa

minimalnym poklesom v SE. Rolitskst al. [9] asadne . neodllsu1e. Nadorove _zmeny
opisujii v 20 — 40% CaE amplifikaciu gén ndor_netrla sprevadza vzostup expresie c-e_rbB-
anadmernd  expresiu HER-2/neu  ajehg, PM OM Stupe expresie c-erbB-2 vEC je
vyznamnu suvislosso zni enou histologickou priamo  umerny !eho _svt,up h'StO.I()g'CkeJ
diferenciaciou tumoru, s agresivnym (najmglfgren0|a0|e. Najvyraznejsia expresia c-erbB-2
svetlobunkovym) typom buniek, so zvyseno a vzah k agresivnemu (najma SvC) fenotypu

h bkou invazie do myometria a s pokilgm . aE. Hodnotenie expresie c-erbB-AZ .v,CaE
klinickym  Stadiom  nadorovej choroby.ImunohIStOChemICky by mohol by dale ity

Czerwenkeet al.[10] hoci nezistili vzah medzi faktor vyuite ny v biomedicinskom vyskume

amplifikaciou, nadmernou expresiou c-erbB-fIko 3j Klinickej praxi.
apre ivanim ien s CaE, hovoria, e vysoka
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Uvod

Tymus je lymfoepitelovy organ s imunitnou a procese apoptézy. Tieto bunky su nasledne
endokrinnou funkciou, v ktorom vo vysokejfagocytované makrofagmi kéry a drene
miere prebieha diferenciacia a proliferacidAshton-Rickardt a Tonegais 1994). Pre ivaju
buniek. Normalny vyvin a funkcia tymusu sden tie lymfocyty, ktoré dokau rozliSi aj
nevyhnutné pre vytvorenie a udr anie imunity,vlastné” aj ,cudzie* antigény - pozitivha
loveka. Dozrievanie lymfocytov v tymuse jeselekcia. T- lymfocyty, rozliSujuce len ,vlastné*
spojené s komplikovanou vnutrobunkovowantigény zanikaju procesom apoptozy -
prestavbou genetického materialu a vytvaranimegativna selekcia (Dorko aVarga 2011).
medzibunkovych kontaktov pas selekcie, Zdrene sa zrelé, imunokompetentné T-
sprevadzanou mno enim, pre ivanim aj sou lymfocyty  distribuuji  do  sekundarnych
zu astnenych buniek (Schuurmann et al. 199Fmfatickych  organov  cestou  krvnych
Kendall 1991). V tymuse prebieha prisna lymfatickych ciev (Kato 1997).
riadeny proces mnoenia adozrievania V procese embryogenézy je vyvin
buddacich  T- lymfocytov. Selekcia T-tymusu v uzkom vzahu svyvinom srdca.
lymfocytov prebieha v niek&ych stupoch, V normogenéze oboch tychto  organov
pri om jej tlohou je odstranenie tych klonov Tzohravaju déle iti dlohu pluripotentné bunky,
lymfocytov, ktoré by mohli spustiimunitnd ktoré su neuroektodermového pévodu, tzv.
reakciu proti telu vlastnym Struktram. T-bunky neuranej listy (Kirby a Waldo 1990;
lymfocyty sa musia ,nau “ tolerova telu Varga etal. 2008; Varga et al. 2010; Varga et al.
vlastné Struktiry, o je vlastne v protiklade k 2011). Aj z tohto dévodu predpokladame, e sa
imunitnej odpovedi. Schopnosrozozna telu miera apoptdézy bude v jednotlivych tymusoch
vlastné antigény a cudzie antigény, nie je zavislosti na type vrodenej chyby srdca
geneticky zakddovand, ale ziskava sa v tymusmlliSna.
Va Sina vyvijajucich sa T- lymfocytov (a 95 a
97%) vSak nedokom svoj vyvin a zaniknd Sudbor a metody

Nas subor tvorilo 26 pacientov vo veku odgpolo na komora, koarktacia aorty, pulmonarna
niekokych tyd ov a do veku 2 rokov. atrézia, hypoplasticky pravokomorovy syndrém
Pacienti podstupili kardiochirurgickl operaciua trikuspidalna insuficiencia sme mali len po
pre vrodenu chybu srdca v Detskonjednejvzorke tkaniva tymusu (graf 1).
kardiocentre v Bratislave, pom sa vykonala aj Tkanivo sa po odobrati spracovalo
parcialna tymektomia (kvoli lepSiemu pristup$tandardnou  formalinovo -  parafinovou
operatéra k postihnutému organu). Najviametodou. Z parafinovych blkov s tkanivom
vzoriek tymusov sme mali od pacientowsme zhotovili 5m hrubé rezy, ktoré sme
s defektom  komorového septa  (VSD)prichytili na sylanizované podlo né skka. Po
transpoziciou vekych ciev (TGA), deparafinizicii rezov sa imunohistochemické
dvojvytokovou pravou komorou (DORYV), vySetrenia uskutaili v spolupraci s Ustavom
Fallotovou tetralégiou (TOF) a aortalnouhistologie a embryoldgie Jesseniovej lekarskej
stenézou (AS). Od pacientov s vrodenynfakulty UK v Martine. Na zobrazenie buniek
chybami ako defekt predsievého septa,



podliehajacich apoptéze sme pouili 3 réznéd/ysledky

monoklonove protilatky: Prelo ena morfologicka Studige jednym z

o . . , prvym pokusov odhali vplyv poruch vyvinu
protllatky protip53 Qrotelnu(ﬁrma Dako  grgca na mieru apoptozy a tym aj na dozrievanie
Cytomation, katalog. . M 7001) lymfocytov v tymuse. Nakko je vdak nas
prod'ukt. tu.mo_r-supresforloyeho genu TPS%ﬂbor relativne maly, zavery si nedovolime
ktory inhibuje replikaciu DNA aje zovieobechi
bielkovinou schopnou zastavibunkové Survivin, ako anti-apoptézovy protein,

delenie v prislusnom kontrolnom  bodg,y\ 4, 0val negativitu vo vaine tkaniv tymusu.
bunkoveho cyklu, ) Prekvapujico sme v3ak nasli relativne vysoku
protilatky proti BCL2 onkoproteinu  nzitivitu v Hassallovych telieskach v dvoch
(Dako, M0887) — ktory blokuje apoptozuy ipadoch defektu komorového septa (obr.
buniek, 1), v jednom pripade aortalnej valvalnej stendzy
protilatky protisurvivinu (Dako, M3624) 3y jednom pripade hypoplastického
— ktory je inhibitorom apoptozy, ma ayokomorového syndrému. Tato vysokd
doleitu  dlohu najma  vregulacii pozitivitu si nedoka eme vysvetli nakoko
bunkoveho  cyklu v embryonalnychpesivisi ani svekom diza aani s typom
bunkach. vrodenej chyby. Zaujimavym nalezom bol aj
. o .. vyskyt survivin-pozitivnych buniek
Vzniknuty imunokomplex sme zviditeili  podpuzdrovej oblasti kéry tymusu (obr. 2).
dlammoben2|d|’nom do _hneda. Jadra buniek S®edpokladame, e sa mé e jedna vstupujlce
2 minaty dofarbovali hematoxylinom  doprogenitorové bunky pochadzajice z kostnej
tmavomodra. Takto ziskané histologickgrene.
prgparéty sme pozorovali na svetelnom Onkorotein BCL-2, regulator apoptdzy,
mikroskope LEICA DM2500, mikrofotografie yykazoval najvy3siu pozitivitu v dreni tymusu
sme zhotovili pomocou (,jlgltélnej kamer.y(obr_ 3), ojedinele sa nachadzali BCL-2
LEICA DFC290HD. Preparaty sme hodnotilipozitivne aj v kére tymusov. Relativne najvy3si
semikvantitativne, prom hodnota 0 znamenayyskyt pozitivnych buniek sa nachadzal v okoli,
negativitu na dany marker ahodnota 3 Inaresp. v tesnej blizkosti Hassallovych teliesok
najvyssSiu mieru pozitivity na dany marker. (obr. 4). Najvyssiu pozitivitu sme zistili
v tymusoch pacientov s dvojvytokovou pravou
komorou a s transpoziciou \ych ciev (obr.
3).

Graf 1. Skupina pacientov s odobratym tymusom (skratkyetlené v texte).



Obr. 1 Survivin-pozitivne Hassallove teliesk®br. 2  Survivin-pozitivne bunky (S-PB)
vdreni tymusu 4-raného chlapca s defektonv podpuzdrovej oblasti kéry tymusu (orig. zv.
komorového septa (orig. zv. 400x). 400Kx).

Obr. 3 Vyrazne BCL2 pozitivha dretymusu Obr. 4 Detail obrovského Hassallovho telieska

2-mesaného chlapca s transpoziciou kygch z drene tymusu 9 rodiev a a s inkompletnym

ciev srdca (orig. zv. 100x). atrioventrikularnym kanalom. V jeho okoli
po etné BCL2-pozitivne lymfocyty (zv. 400Xx).

ill#lt

Graf 22 Miera expresie proteinu BCL2tymusoch deti rozdelenych do skupin @
typu vrodenej vyvinovej chyby srdca.

Protein p53, ako induktor apoptézy, sé#okalizované v podpuzdrovej oblasti kdry (obr.
znazoroval predovsetkym v jadrach5) tvorili aj povrchové oploStené bunky
retikuloepitelovych buniek. Tie boli Hassallovych teliesok drene (obr. 6).



Diskusia pozorovali najma v dreni. Khoury et al. (2009)
ozorovali vyraznu expresiu proteinu BCL-2 pri
rcinbmoch tymusu. My sme pozorovali
éelatl’vne vySSiu expresiu (aj keta nie je
porovnanie naSich vysledkov s tdajmi od inycﬁtat',St'Cky v;fznamna) ,tOhtO proteinu
A v pripadoch tymusov deti s transpoziciou
autorov znane narone. kych ciev srdca a s dvojvytokovou pravou
Antiapopt6ézovy protein survivin je ve kych clev, oIt pravou
mo né detekova Vv tkanivach poas komorou. Su to vrodené chyby, kto_re s
embryonalneho a fetalneho vyvinu, vo $ie embryonélne spbésobené naruSenou migraciou
| bt&uniek neurdlnej listy, ktoré su zaroveole ité

typov malignych nadorov, avsak relativne sia aj v normogenéze tymusu. Nase prvotné zistenia
je  exprimovany v normalnych tkanivach J V NOIMOgE y - b :
o odliSnej miere expresie proteinu BCL-2 si

dospelych jedincov (Adamkov et al. 2010). duiti este alsie visk Kioré potvrdii
Survivin je déle ity tak pri bunkovej smrti, ako Vyaduju este alsie vyskumy, kiore potvrdia
vyvréatia naSe prvotné pozorovania.

aj pri bunkovej proliferacii. Predpokladame, e Pozitivit tefn D53 i
survivin-pozitivne bunky, ktoré sme detekovali - ozIlvitu na protein pos sme pozorovall
na rozhrani vézivovych priehradiek a kory, sY periférnych astiach Hassallovych teliesok.

aktivne sa deliace progenitorové bunky _todpbnke z;gtgnlg,oplsuutjlkajl Dot_tto Iet gl.k()ZOﬁ?),
lymfocytov. Tato naSu hypotézu dokazuju aﬁ( ory keratinizujuce - retikuloepitelove bunky

Va Sina prac v databaze PubMed tykajucich
expresie markerov apoptdézy sa zaobera |
nadorovo zmenenymi tymusmi. Preto |

o B 2%

im0 24 €
£ & ‘6“
’J‘}/{ .

Obr. 5 Jadré retikuloepitelovych buniek Obr. 6 Jadra retikuloepitelovych buniek pozitivhe
pozitivne na protein p53 ulo ené v pod- na protein p53 ako sas Hassallovych teliesok
puzdrovej asti kéry tymusu mesaého drene tymusu ramého dieva a s Fallotovou

chlapca s dvojvytokovou komorou (zv.400x). tetralégiou (orig. zv. 400x).

vysledky Xinga et al. (2003). Na strane druhellassallovych teliesok prirovnavaju k bunkam

nedoka eme vysvetli preo vykazovali poko ky. Aj v poko ke sa pozitivita na p53

niektoré Hassallove telieska pozitivitu ngrotein vyskytuje len v bazalnej vrstve.

survivin. Tato pozitivita sa vyskytovala priPozitivita proteinu p53 sa vyraznejSie neliSila

réznych vrodenych chybach srdca. medzi jednotlivymi typmi vrodenych chyb.
Protein BCL-2 je tie antiapoptézovy

protein, ktorého vysokl expresiu sme
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Introduction

Development of maxilla and mandible, as welUsing special manual caliper specific distances
as teeth, is under control of genetic andf the teeth and bones of the heads were
environmental factors. Therefore, weaneasurement.  Following distances were
investigated the size of maxilla, mandible, ancheasured (1):

teeth in Wistar rats feed by standard pellet chowlL4: posterior edge of the condyle junction of

or by liquid nutrition. the mesial surface of the first molar with
alveolar bone
Materials and Methods - L5 posterior edge of the condyle - most

anterior extension of the maxillary bone

Three experimental groups were used: i
Between the incisors

- animals feed from weaning till the age of 15 L6 ter q f th dvl teri
days by standard pelleted chow (n=12; control) . ~~- posterior edge ot the condyle - posterior

- animals feed from weaning till the age of 155'?7(_)f thetmentall foramfen fth dvie - I
days by liquid nutrition (n=12; liquid nutrition | ~"" MOst SUperior surtace ot the condyle - line
juvenile) tangential to the inferior border of the mandible

- animals feed from weaning till the age of 90, LtlZ: agteirior tetith .'ef.‘gth Og maxilcla: tthe_
days by standard pelleted chow and than feed gy ance between the Incisive edges ot anterior

) . . _ oth and the margin of gingiva.
::gﬁ:g :Sttrzltﬁg): ;glufge age of 150 days (n 12;. L13: anterior teeth length of mandible: the

distance between the incisive edges of anterior

After the termination of experiment,tOOth and the margin of gingiva.

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

Tab. 1 Size of selected parbf mandible and maxilla. Each value is displagganean
SEM. Statistical significance compared to controbup: *-p<0.05; *** - p<0.005
Statistical significance between liquid nutritiorogps: + + + - p<0.005

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 100495 0,819+0,0100 1,251+0,0484

Liquid 1,987+0,0169| 2,577+0,0233| 2,142+0,0157| 1,106+0,0106] 0,805+0,0129 1,183+0,0172
nutrition | *** * *

juvenile
Liquid 1,885+0,0085| 2,472+0,0143| 2,039+0,0142| 1,189+0,0082| 0,928+0,0905| 1,258+0,0428
nutrition +++ +++ +++ +++

adult




Results rats, need better support. The height of
0rinandible, represented by L7, is not involving in
ANy role for its development at this stage, se it i
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
The teeth, maxilla and mandible of the rats aigper incisors. The anatomy of their teeth gives
growing in relation to animals nutritional habitghe formation the upper incisors to be external
(2-3). Standard feeding of rats, with solicbf mouth, when lower incisors, inside the
nutrition, makes the teeth grinding andnouth, when the rat is having the mouth closed.
trimming, provoking a faster rebirth of teeth (3)Therefore, the lower incisors have a minimum
but a smaller final length. Therefore, distancegtraction on their development, being caused
L12 and L13, representatives for length of uppeyy the touch of occlusion on the body of upper
and lower incisors respectively, belong tencisors. Of course, these values are much less,
normal rates. In addition, the development aqhan the forces needed for mastication of solid
the length of the mandible, being represented liyod. Anyway, it causes a minimum retraction
distances L4, L5 and L6, belong to normal ratgn final length of tooth, which is again bigger
of values, having the necessary space fefan the normal. Therefore, both upper and
attachment of masseter muscles (4, 5). The saf@er incisors are growing freely reaching a
is also valid for the height of mandible, in théinal length, bigger than those of control rats. In
area of ramus, being represented by distance lafidition, the length of mandible has been

Feeding the rats with liquids (liquidsignificantly reduced (7), as the incisors don't
nutrition) reduces demand on teeth, maxilla anteed any special support, and masseter muscles
mandible for mastication (6). Therefore, at agre smaller than those needed in solid nutrition
early stage of their development, when they a(sg).
still juveniles, teeth are growing normally (as In conclusion, we showed that reduced
being represented by L12 and L13). Howevemasticatory activity of rats fed from weaning by
the mandible is growing significantly faster thamquid nutrition significantly alters development
the normal, according to length (as beingf maxilla and mandible, and teeth of these
represented by L4, L5 and L6), because it hagimals. Our experimental data therefore clearly
no forces coming against to its development (thghowed that development of maxilla and
function of mastication), and as a second reasqfandible, as well as teeth, is significantly

because the teeth which are larger than thifluenced by the physical composition of food.
normal, for the specific developmental stage of

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

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

Discussion
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Introduction diet: without (HFD) and with 10 mg/kg/day
éHFDAlO) and 80 mg/kg/day (HFDAS8O)

Atorvastatin is one of the lipid-lowering agent ¢ tatin treat ¢ AL i i
called statins. They act 1) directly via inhibitioji orvastalin treatment. Alorvastalin was given

of HMG-CoA reductase and 2) indirectly b or 28 days dissolved in drinking water by oral

increasing the number of liver LDL r tors. tgavage. Animals on HFD were given chow
creasing the number of live ecepiors, containing 4% cholesterol and 10% pork lard

decrease plasma LDL-C concentration. : . .
Indications include primary prevention O?for 28 days prior to and during the atorvastatin

: : tment.
hypercholesterolaemia-related disorders such g .
atherosclerosis and secondary prevention of K AL ftr|1.e enq of ;geT exgeXan_IEent, the
myocardial infarction (MI) and cerebrovasculaf3Kers g. |\$r |nJ|ury J q '?hn hol -twelre q
accidents (CVA) in symptomatic athemsc'erosltgr}eﬁsclgr?delrtl:onfer?te\l/ig;ae?/gluatSdCinoIi?/Zretrigsﬁg
(1). gly
Statins  are - safe  (2) and Widelwomog'lgﬂgtﬁ\?.er and heart tissues were fixed in
prescrlbed drugs (3). Nevertheless, patients m%&% formalin, routinely processed in paraffin
experience adverse effects such as myalg d stained with hematoxylin and eosin (HE)
gastrointestinal disturbance, insomnia and ra i LOXy '
(1); in extreme cases, rhabdomyolysis ma 0 examine myocardium collagen content,
’ Y odified picrosirius red staining technique was
rarely (5/100 000 patle_nt/yea_r) oceur (2). _Mor sed (5) pThe slides were eva?luated 31 a light
frequent (4.2/1000 patients) is the elevation oS : q d using the | 9 ]
serum transaminases (4), fatal liver failure jglicroscope and. measured using the image

extremely rare (3). Even though the side effec?é)?wa}lre (NIStT’ USA). OTES per;:len:gge tk?f
are rare, they may be crucial in patients witgPtcally empty ~space ( ), reflecting the

other co-morbidities under the high-dose statiﬁteatos'S and dystrophic changes in liver was

treatment. measured in HE slices.
The aim of our study was to evaluate the, . . .
tatistical analysis

effect of atorvastatin therapy in the high-fat dievalues were expressed as meansstandard

animal experimental model. error of mean. Variance across groups was

Method analyzed by ANOVA or Kruskal-Wallis
ANOVA. Fisher Least Significant Differences

Male 12-week old Wistar rats were randomlyest was employed for comparisons between

divided into 6 groups (10 animals in each). §roups. Analyses were done using DATAPLOT

groups received the standard chow: contrgbftware (NIST, USA).

group (K) and group with 10mg/kg/day (KA10)

and 80 mg/kg/day (KA80) atorvastatin

administration. 3 groups received the high-fat



Results

HFD led to considerable periportalaminotransferase as another marker of liver
microvesicular steatosis, which significantlyjdamage was not found to be significantly
increased OES, when compared to controiscreased in any group.
(10.0A#0.15 vs 9.190.23, Tab. 1. The Picrosirius red staining of heart tissue
cholesterol and triglyceride content were highlghowed significant increase of collagen content
increased in HFD groups and only high dose ¢#f HFD animals with atorvastatin treatment
atorvastatin (HFDAS80) provided significant(Tab. 3. Heart samples in HFDA10 appeared to
reversal Tab. J. have on average #B.57% more collagen over
This correlates with the decrease of livecontrol (K, p<0.01); the increase in HFDA8O
steatosis in HFD animals treated witlwas 91+7.86% (vs. K,p<0.01). Nonetheless,
80mg/kg/day of atorvastatin, characterized by

Tab. I Liver histology. Mean % OES per fiellSEM [number of animals per grou
“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]
HFDABSO 9.87 + 0.20 [9]

decrease of OES, which is not significant whethe collagen content was lower in KA10 when
compared to controlgab. 1). compared to both K and KA80 (0£27.027 vs.

The mild hydropic and vacuolar0.44t0.031 (K) and 0.450.049 (KA80),
degeneration of hepatocytes was found in gk0.01).

animal groups. It was more prominent in KA10,
where it increased the OES (9tBl118 vs.
9.190.23, p<0.01). No changes were found in
KA80 group {Tab. ).

Tab. 2 Liver tissue fats mean conteatSEM [number of animals per group]p<0.01
versus K. p<0.01 versus HFD.

cholesterol triglycerides

group [mmol/kg tissue] [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]"
HFDASO 43.61 + 6.87 [10]"" 22.07+2.61[9]""

Serum alanine aminotransferase (ALTPiscussion
was significantly increased in KA10 (by 28.82 g ta) steatosis was observed in liver from

12.00%) and in all HFD groups — (HFD 2689 4| HFD groups. 80mg atorvastatin in HFD was
6.56%, HFDA10 by 26.09+ 8.85%; and j slight improvement over the animals without

HFDAS8O by 58.04+ 9.15%) when compared toor with low-dose atorvastatin treatment. Liver
controls (K). Nonetheless, serum aspartate



tissue cholesterol and triglyceride contersnimals. Although, these data are limited by our
corresponds with the histological changesample size, similar association between statins
Although both parameters are essentially halveshd collagen content was discussed in
in high-dose atorvastatin treated HFD animalgreviously published experiments (8, 9), which
cholesterol was still increased 7.8-times andhderlines its importance. We hypothesize that,
triglycerides 2.5-times compared to controlssimilar to other statins, atorvastatin inhibits the
This and similar published results (7) suggesixpression of matrix metalloproteinases (MMP)
that statin treatment alone without dietarynodifying the Racl and RhoA signaling. The
changes might not do enough to prevent organggested mechanism is that of inhibition of
injury resulting from diet-induced membrane targeting of the small GTPases
dyslipidaemia. through decreased prenylation both HMG-CoA
The mild hepatocyte degeneration waseductase-dependently and independently (8, 9).
found also in control animals with thePerhaps exogenous cholesterol might potentiate
atorvastatin administration, accompanied bthe HMG-CoA reductase-dependent mechanism
increased serum ALT. It is possible, that thiby its own inhibitory effect on this enzyme, thus
finding can be explained by known hepatotoxitowering MMP expression and increasing
effects of atorvastatin, described in other studidébrosis in some tissues. These mechanisms are
(4, 6). incompletely understood and beg further study.
Interesting is the increased collagen
content in hearts of atorvastatin treated HFD

Podporené Europskym fondom regionalneho rozvojamcr Operaného programu Vyskum a vyvoj pre
projekt “Vybudovanie Centra excelentnosti pre nabievne mozgové prihody na Lekarskej fakulte UK v
Bratislave (ITMS 26240120015),” spolufinancovan&dwmjov Eurépskeho fondu regionalneho rozvoja.
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Introduction fiborosarcoma cell line. Peritoneal lavage was

The explosive development of diagnostic anaerf?(rmedueyery \1veek on sacri ced ratst: for 4
research equipments facilitated a push towarde €S- sing laser scan cytometry, a

: e titative evaluation of the amount of BP6
molecular research, which was amplified by th@uan
great success of molecular markers in achievi cocells (VNT+), macrophages (CD68+) and

a certain level of understanding of thdrogenttor cells (CD34+) was performed.

mechanisms of tumorigenesis and growth (1). By plqttlng the v'alues.of the three cell
However, it also showed that caner is a ve pes count into & 3 dimensional graph where

complex process (2), and proved the dream o gcocell count is (X), macrophages count is (Y)

magical molecule that controls this proces§nd progenitor cell count IS (2) we _creat_ed a
obsolete. pyramid. Its volume constitutes an imaginary

Tumor growth is not an isolated IorOCess\{alue (V) that is directly dependent on each cell

it requires cooperation of the host cells. ThiQ’Ioe count. Using a mathematical model and the

cooperation takes place on a molecular, cellulatfrglt;ﬁiie\r:j[ ngndcatlr::ilaa:\ézra?ﬁe Var(r?gentaso?
tissue and systemic levels (3). The tuma ' )
y (3) cocells (X1) and then compared it to the

microenvironment provides a large substrate ol
hypotheses and interpretations of the role gfnount measured by cytometer (X).
individual cells in tumor-host cooperation.
Although the role of macrophages an(EeeSUItS
progenitor cells in the cancer process waghrough the 4 weeks of the experiment most
described by many authors (4), only fewats developed multiple solid tumor of different
demonstrated a diagnostic and prognost&zes in the peritoneal cavity. Tumors visible to
potential of their findings (5). the naked eye were observed starting from the
In this experiment, we attempted to fin2nd week. We observed the dynamic changes of
a quantitative relation between cells that athe measured parameters, illustrated in the graph
predicted to play a key role in the cancet.
process: macrophages, progenitor cells, and We demonstrated the values of V
oncocells themselves. Our aim is ta&cquired through the 4 weeks of experiment for
mathematically define the relation betweeeach rat in graph 2. Through a mathematical
these cell types and use it as a function tmuation using the values Y, Z, and aV we
guantify a cellular parameter (in this case; tumaalculated the value X1 (calculated oncocell
cell load) that we predict to have a perspectivaunt). Then compared it to X (oncocells

diagnostic and prognostic value. measured by cytometer) as demonstrated in
graph 3 and calculated the statistical
Materials and methods significance of the X and X1 data groups.

Fibrosarcoma growth was induced in Wistar rats
by intraperitoneal injection of (BP6-TU2) rat
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Graph 1 Dynamic changes in the amount of oncocells (VIMp)ogenitor cell
(CD34+) and macrophages (CD68+) in the peritonesity though the 4 weeks of f

experiment.
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Graph 3 Comparison between the amount of oncocells meddi{e and calculate
(X1) using our mathematical model in each rat dyseek 2 (a) and week 3 (b) of
experiment.

Discussion 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.

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 soli h llul h lculated th
tumors, simultaneously, the wastage of! N€ celiuiar pnase, we caiculated the average

oncocells that failed to adopt and grow value of V, then used it as a coefficient in a

2. Progenitor cell count boost in the Seco'na'lathematical equation to calculate the oncocell
' week might reflect the induction Ofcount with the assumption that we do not have
progenitor endothelial cell proliferationth's parameter. Then we evaluated the validity
and migraton to the  tumor of our equation by comparing the calculated

microenvironment. The gradual decreasgl) and measured (X) oncocell count.

in the 3? and 4" week as a result of cell In our hypothesis we predict that X
differentiation and loss of the CD34+and X1 belong to the same group, this means
marker that X will not significantly differ from X1. If

3. Macrophages count gradually increaseg®: W€ can deduce that our _mathemancal
probably as a chemotactic reaction t(r)'nqdel is valid and we can use it to calculate
proinflamatory cytokines, then reliable X1 values that directly correlate to
deqreqseq maybe because  of theﬁpe Val\l;\(/aeS gglﬁjlated the statistical significance

redistribution into the tumors. in the X and X1 groups of both weeks 2 and 3

using the P-value. We found that P-value was

If we interpret the range of V values in . :
individual rats throughout the experiment as ’%930 and 0.156 respectively. This supports our

reflection of the architecture of the tumo ypothesis that X and X1 belong to the same

microenvironment we can divide the process & cl).gp and therefore our mathematical model is
tumor growth into 3 phases: vaild.

1. Molecular phase in week one; where thgonclusmn
intercellular signaling cascade was puiVe created a mathematical model that links
into motion, but the cellular response i®ncocells, macrophages and progenitor cells and
not yet fully developed. proved its validity in calculating one of these
parameters given the other two are available.



A reliable interpretation of cellular diagnostic and prognostic role of the direct and
interactions in the cancer process offers iadirect measurement of oncocell load in a
prospective role of cells as oncomarkers, thegezen compartment.
in comparison with molecular oncomarkers A complex evaluation of tumorigenesis
have the advantage of being much morm@nd growth by giving adequate attention to the
comprehensible and therefore can bdifferent levels of tumor-host interactions is a
incorporated into the multilevel cascade of thetep towards redefining cancer staging, and
cancer. In our case, we predict a potentigtherefore therapeutic approach.
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Uvod tetracyklin (TET), chloramfenikol (CMP) a
mupirocin (MUP) diskovym difiznym testom

Bakteridlne infekcie koe su astymi L
ochoreniami v dermatologickej praxi. TvoriﬁpOda odpordani CLSI (1) a detegovala sa

pomerne  &irok(i  skupinu chordb. Medz vorba. niektorych' faktorov' virulencie -
dominantné patogény patri Staphylococc n_amlka} produkme,kougulazy (2), t_vqrba
aureus, ktory patri medzi najfrekventovanejSic rinolyzinu (3), DN-azy (4) a hyaluronidazy
povodcom povrchovych ko nych infekcii.
Napriek tomu, e na liebu ko nych infekcii
vyvolanych kmemi S.aureus ma sasna prax
k dispozicii viacero antiinfekaych lieiv,
srastuacim paom rezistentnych kmev
nadobuda oraz vasi vyznam hadanie novyc
latok s antimikrobialnym dnkom. K takymto

U inok  extraktov sa  otestoval
mikrodilu nou metédou poc odporuani CLSI
(6). Pouil sa Muller-Hintonovej bujon a
v jednotlivych jamkach mikrotitranej dostiky
h Sa pripravili geometrickym riedenim jednotlivé
koncentracie testovanych latok (5000 a 312,5

1 4
latkam patria aj produkty liegvych rastlin. ng.ml . 0 5 a Q’.S.% roztok wiv). Kon.trollu
Cie om prace bolo preto otestovdn vitro rastu baktérii tvorili jamky bez testovanej latky

G inok extraktov z listov karbinca eurépskehdPOZitivna kontrola). Kontrolné jamky sterility
(Lycopus europaeus) a maty fatej (Mentha média a jednotlivych koncentracii testovanych

rotundifolia) na kmene S. aureus izolované ogtoK Ob,saho}’,alll len ;ekutg lf(?d_lf a podu s
pacientov s impetigom. testovanymi latkami bez baktérii (negativna

kontrola).

Inokulacia  média v mikrotitranej
dosti ke sa uskutaila poda nasledujuceho
Extrakty zlieivych rastlin sa pripravili na postupu: pripravili sa tandardizované suspenzie
Katedre ~ farmakognozie  a  botanikybaktérii s denzitou rovnajicou sa 0,5 stp
Farmaceuticke] fakulty Univerzizity McFarlandovej zékalovej stupnice (~ 10
Komenskeého v Bratislave. Ich i@ok sa CFu.m™) a nasledne sa pripravila pracovna
testoval na subore 7 kmav S. aureus. 5 koncentracia 5.0 CFU.mI% Z tejto
kme ov sa izolovalo na Mikrobiologickom yoncentracie sa pridalo po 1@ bakterialnej
Ustave  Lekarske]  fakulty — Univerzity gyspenzie do jednotlivych jamiek, ktoré
Komenskeého —a  Univerzingj  nemocnicgpsanovali 10aM média s testovanymi ltkami
vBratislave  zmaterialov. pacientovy, prisjugnych koncentraciach. Rast baktérii sa
s impetigom, alsie 2 kmene Dboli zbierkoveqqnotil vizualne po 24 hodinovej kultivécii pri
(CCM 4750, rezistentny na meticilin a CCMcepIote 35°C a porovnal sa s pozitivnou a

4223, citlivy na meticilin). . negativnou kontrolou. Za minimalnu inhibil
U sledovanych kmeov sa otestovala ich gncentraciu sa pova ovala najni Sia

cilivos  na oxacilin - (OXA), erytromycin \,ncentracia testovanej latky schopna inhibova
(ERY), klindamycin (CLI), gentamicin (GEN), raqt inokula v jamke. Minimalna baktericidna

ciprofloxacin - (CIP), -~ vankomycin — (VAN), yoncentracia sa zievala vyokovanim 3 |
kotrimoxazol  (COT),  rifampicin  (RIF), mgdia z kadej jamky s inhibiciou rastu na

Material a metédy



krvny agar bez testovanych latok. Vysledn@abuka . 1).

hodnoty testov sa ziskali po 3-nasobnom Vysledky testovania tnku rastlinnych

opakovani testov v troch réznychath. extraktov na vybrané kmene S. aureus uvadza
tabuka .2. Hodnoty MIC vodného extraktu

Vysledky Lycopus europaeus sa pohybovali v rozmedzi

-1
Vietkych 7 testovanych kmev tvorilo od 5000 do 2500g.ml~. MBC tohto extraktu

sledované faktory virulencie. Pri kvalitativnonp%S%hova” u 4 kme)kv hOerOE’ bzlhodne
testovani citlivosti sa zistilo, e 3 kmene boliS Nodnotami MIC, u 3 kmev vsak boli o 1

rezistentné na erytromycin . Jeden krrieol riedenie vysSie. Vodny extrakt z Mentha
intermedialne citlivy na erytromycin

rotundifolia v rozmedzi testovanych
a ciprofloxacin. Dva kmene boli rezistentné ngoncentracu nepreukazal iadnu antibakterialnu

meticilin/oxacilin a ciprofloxacin. Jeden z nictRktvitu.
bol rezistentny aj na gentamicin a tetracyklin

Tab.l Vysledky kvalitativnych testov citlivosti testowah kmeov S. aureus 1
vybrané antiinfekné lie iva.

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
S C R C C C C C C C C C
C- dany kme je na antimikrobialnu latku citlivy
I- dany kme je na antimikrobialnu latku stredne citlivy
R- dany kme je na antimikrobiélnu latku rezistentny
Tab.2 MIC a MBC testovanych rastlinnych extraktov.
Bakteridlny kme | Lycopus europaeus Mentha rotundifolia
MIC* MBC* MIC* MBC*
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

! MIC - miniméalna inhibina koncentracia (wg.mi); ?MBC - miniméalna bactericidt
koncentracia (vrg.miY);
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Uvod

Lie ba  chladom, lokalna i celotelova,

je moderna doplnkova terapia zaloena n
fyzikalnom principe s vyznamnym stimufgym

Ka dy proband mal obleené ochranné bavinené
gble enie: kratke nohavice, podkolienky,
rukavice, elenku a topanky s hrubou drevenou
( inkom na organizmus. podra kou, eny aj triko bez rukavov. Pred

Kryoterapia  predstavuje impulzné,vsmpom do kryokomory bol ka dému z nich

stimulujuce a povrchoveé pf)sobeniti(;dmerany tlak krvi (TK) vpokoji na a.

. - 51¢ 1000 _1enoc~Prachialis pomocou bezortového tonometra
'gm%%rr‘;‘ycsgtefrll?tjj"eroé‘f(gtl'nalogle%g Cleﬁ?o\? JARES DM300LCD) a Klasického lekarskeho

teplota s cieom dosiahnu lie ebny dinok onendoskopu a okam itd pulzova frekvencia
Touto metédou mé eme ovplyeva rﬁzné (PF) palpéaciou a. radialis na distalnom konci

sustavy udského organizmu alebo organizmugreqlakga | poas 5t 15. Sekl:\;l‘.?(' klpaslgc;l(rle
ako celok. Cieom prace bolo Studium zmien/YNasobena sy_rrm. IKroklimaticke
taku krvi  apulzovej frekvencie pas podmienky  merania: teplota  miestnosti

: - L =24°C, relativna vlhkos =70 %
celotelovej kryoterapie a zhodnotenie jej vplyv 2, ' !
na udsky organizmus. atmosféricky tlak p=770 KkPa. Meranie

pokraovalo v kryokomore (Kryokomora
nizkotemperaturowa KNT-200B). V predsieni
B (t,=-60°C) proband stravil 30 s, nasledoval
Stadia bola uskutmena na vzorke 88 prechod do hlavnej komory (120 °C,
probandov rozdelenych na 2 skupiny. Skuping0,)=21%, =0 %), kde stravil 2,5 +0,5 min.
A do 30 rokov — 30 muov (priemerny veks probandom bol po cely as udriavany
25,0£2,4 roka) al4 ien (priemerny vekaudiovizualny kontakt. Po opusteni hlavnej
24,5+2,9 roka), skupina B nad 40 rokov - 2#omory proband presiel cez predsieon, kde
mu ov (priemerny vek 52,0+2,9 roka) a 20 ienmu bol opatovne odmerany TK a PF.
(priemerny vek 52,0+7,9 roka). iaden proband Z nameranych hodnét sme iirrozdiely
nemal srdcovocievne ochorenie, neu ival liekfyK a PF pred apo celotelovej kryoterapii.
ovplyv ujace tlak krvi i pulzovl frekvenciu. Ztychto hodnét sme vypéali Robinsonov
VSetci sa podrobili celotelovej kryoterapii, kdgndex (rate pressure product) ujici mieru
sme sledovali zmeny tlaku krvi a pulzovepa ae myokardu (systolicky tlak krvi STK x
frekvencie. Meranie bolo realizovanéPF) pred vstupom a po vystupe z kryokomory.
v poobedajSich hodinach (15:00-19:00 hod.Na ur enie Statistickej vyznamnosti sme pou ili
v kryoterapeutickom centre Kryofit s.r.0.T-test.

v Bratislave.
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Tab.1 Hodnoty tlaku krvi, pulzovej frekvencie a Robinexho indexu.

Meranie pred vstupom do kryokomory Meranie pawye z kryokomory
STK(mm Hg) | DTK(mm Hg)| PF(mif) RI STK(mm Hg) | DTK(mm Hg)| PF(mit) RI
‘£ mui 127,5£16,7 81,849,2 72,1+14,5 93564 140,8314 86%9,9 66,2+15,7 94138
.> eny 109,4+10,8 71,248,7 75,1119 826( 121,6+7,p 5,1%9,0 71,9+14,9 8788,1
" mu i 125,4+12,7 81,8+ 9,1 71,7¢11,9 89146 1401919, 87,499 66,5+10,4 9290
o
eny 113,3+£9,7 73,5£6,5 70,6£12,4 8020 131,7+#13(3 1,1838,1 66,1+10,4 8760

Vysvetlivky: STK - systolicky tlak krvi; DTK - diaslicky tlak krvi; PF - pulzovi
frekvencia; RI - Robinsonov index; 1 mm Hg = 1 tert33,322 Pa

20 - 18,4
14,7

}—:5 15 - 13,4
£ 10,7
é 10 7 “y H zmena STK
: 4,2 39 2.2
S 5 4 . i zmena DTK
3

0 T T T f

Muzido 30 Zenydo 30 MuZinad 40 Zenynad 40

Graf 1: Zmeny tlaku krvi probandov pred a po celotelovgpkerapii.

Vysledky

V skupine A sme zaznamenali priemerny néraptiemerny pokles o 6,0+11,2 min(p=0,006)
STK umuov o 13,4+12,5 mm Hg (p=2,50 a ien o 3,1+12,9 mirt (p=0,379). V skupine B
au ien 12,148,5 mm Hg (p=1,4.TR Narast bol zaznamenany pokles PF u mu ov v priemere
DTK bol ni $i, ato u muov v tejto skupine 0 05,2+11,5 mift (p=0,022) au ien 4,5+13,4
4,2+8.4 mm Hg (p=0,012) au ien o 3,9+6,8nin* (p=0,091).
mm Hg (p=0,051), v niektorych pripadoch doSlo Rl  predstavujuci spotrebu  kyslika
dokonca aj k jeho poklesu. V skupine B bol myokardom, resp. jeho z&a dosiahol najmenej
mu ov priemerny narast STK o 14,7+12,9 mnstatisticky vyznamné zmeny (p>0,1). U ien zo
Hg (p=1,1.1F) au ien o 18,4+12,6 mm Hg skupiny B bola tato zmena najvyraznejsia, a to
(p=1,6.10"). DTK stipol mierne, tak ako aj739,6 mm Hg.min' (p=0,08). Na druhej strane
v skupine A, ato umuov o 55+8,1 mm HgnajmensSiu zmenu sme zaznamenali u mu ov do
(p=0,00091) auien 07,628, 1lmm  Hg30 rokov, kde zmena RI predstavovala necelych
(p=7,5.10)). 65 mm Hg.min, avdak dosiahol najvyssie
PF mala uv&iny pripadov klesajucu hodnoty vzhadom na ostatné skupiny.
tendenciu, ato umuov do 30 rokov bol
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Graf 2 Priemerné hodnoty pulzovej frekvencie probandoedprapo celotelove
kryoterapii.
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Graf 3. Priemerné hodnoty Robinsonovho indexu probandad papo celotelove
kryoterapii.

Diskusia pre ich srdcovocievny systémp mde by
ép()sobené réznymi faktormi, ako napr.
ndividualnymi rozdielmi 3), vekom
odmienenymi hormonalnymi zmenami

Zistili sme, e kryoterapia, spésobuje zvysSeni
systolického aj diastolického tlaku krvi, ktoré jé
sposobené  vazokonstrikciou ciev  ak . .
ochrannym mechanizmom termoreguiého menopauza)lrpercentom telesneho tuku. .,
centra pred stresovou situaciou vyvolanou P.F ma poas kryoterap|e Klesajucu
chladom (1), ktoré je vy&&i ako 5 mm Hg (Z)tendenuu, ktora je taktie odpoveu

Porovnanim vysledkov skupiny A a skupiny Eg')rganizmu na stresovy fz,iktor, kedy sa zni uje_
sme zistili vyraznejSi narast TK v skupine Bpraca srdca. V porovnani s pobytom v studene

pri om najvyasi narast sme zaznamenali u ie ode sme zaznamenali vyraznejSi pokles PF (4).

nad 40 rokov. DTK sa nezvysil tak vyrazne ak nalyzou vysledkov sme zistili, e vyraznejSie

STK. Jeho nérast bol op&yraznejsi u skupiny zni enie PF bolo zaznamenané u mu ov.

B a najvyssi narast bol zaznamenany u ien nad Rl nepoukazal na vyraznu za pre

40 rokov. To mb e nazna vyraznejSiu zaa myokard, ke e vpriebehu  kryoterapie



dochadza k zvySovaniu TK a zarov@oklesu vazodilatacii, priom opomenu nemd eme ani

PF, ktora iasto ne kompenzuje zmenu TK. udsky faktor achybu pristroja. Chyby pri
Ur itym  nedostatkom  Stadie  jemerani pulzovej frekvencie mohli by

neuskutonite nosou merania priamo pas sposobené prilis aktivnym presunom z komory,

kryoprocedury, ke e meracie pristroje nie su ktory spésobil narast PF.

konStruované na nizke prevadzkové teploty Nasim cieom bolo Studova reakcie

v kryokomore aurity asovy odstup od organizmu nizke teploty. Z vysledkov vyplyva,

opustenia kryokomory po realizaciu meraniag  kryoterapia mde by bezpenou

ako aj procesom adaptacie organizmu na teplategeneranou metédou u zdravych jedincov bez

miestnosti, kedy dochadza kintenzivngpretrvavajuceho kardiovaskularneho ochorenia.
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Uvod na 30s. Ster sme zopakovali hnpo vyplachu
n,{a}hodinu po om. Kady respondent obdr al

Dutina Ustna je osidlena vySe 600 rdzn ; A
druhmi baktérjil' aojedineley aj kvas,inkar>7/1i.ZUbnu kefku Curaprox 5460 a prislusnu Ustnu

Mnohé z nich mé u zaprini vznik zubného vodlu.d Ffotty dni pou ivania sme odobral
kazu, parodontitid, stomatitid a za itych posie gedsber%.' K ¢ tibul

okolnosti aj systémovych ochoreni. Je mo né obrate — vzorky  Sterov =~z vestibuia
predpoklada, e baktérie nachadzajice sa va kefky sme najprv premieSali v pristroji Vortex

Gstnej dutine budd kontaminovahlavi ku & Y0 kovali ,1O| na krvny  agar, ktory
zubn;’J/ch kefiek svojich uivat®v. V naSom bol inkubovany ~ pri teplote 37 C 24 hodin.

predchadzajucom  vyskume  sme zistilNéSledne Sme spuall - jednotlive I_<o|c')nie_
pritomnos  roznych  mikroorganizmov namlkroorganlzmov (CFU — colony forming unit)
kefkach (1) V takomto oripade jea identifikovali na zéaklade biochemickych

pravdepodobna  mo nos  reinfekcie  po vlastnosti  (skvasovanie cukrov, oxidacia,

prekonanom ochoreni. Ustne vody poskytu; r_rgg:ntac,;lat tcul;rov l,a ,tvc;rb? plg\]/rr)elntglz/,
mo nos chemickej prevencie vzniky 0Xldazovy 1est, - koagulazovy est). Vysledky

spominanych patologickych stavov. Sme zaznamenali apre pratinejsie

V nagom vyskume sme sa zameral n?\pracovanie ich previedli na dekadicky
i inok troch komeme dostupnych tstnych vod ogaritmus. Nasledovalo Statistické spracovanie

na redukciu pdu mikroorganizmov v Gstnej pomocou neparametrického  Wilcoxonovho

: ) . . a parového t testu.
dutine ako aj na zubnych kefkach. Ako kontrola boli pouité vyplachy

Material a metody vodou z vodovodnych kohutikov.

Vyskum sme robili v obdobi november 2010 avysledky
februar 2011 na subore 40 Studentov zubné

lekarstva a zamestnancov Mikrobiologickéh ,|nok u§tnycr'l ng S?j ‘;(k‘?‘za' .sko Stat'.St'Cky
Gstavu LFUK a UNB (22 ien a 18 mu ov). vyznamny Vv pripade redukcie mikroorganizmov

V §tadii sme pouili tri komerne dostupné vo vestibule aj na zubnych kefkach. Nas

Gstne vody Listerin® Elmex®, Curaset ADS primérny cie sa _zameriaval na porovnévanie
212 ’ po tu mikroorganizmov pred pou itim dstnych

vod a ich kvantity okam ite (okam ita redukcia)
po prvom vyplachu. Sekundarne sme sledovali

rano nevykonali iadnu Ustnu hygienu." ™, . ; ; ;
Kadému sme steriinym tamponom odobraIPrlloadny pokles mlkroorganlzmov oproti
ovodnym hodnotam hodinu po vyplachu

ster z vestibula pravého horného kvadranfPV PP
a z jeho vlastnej kefky. Tampdén sme ponorili d&ty de po kadodennom pouivani dstnych
2 ml fyziologického roztoku. Do dotaznika smé’Od'

zaznamenali typ pou ivanej kefky a zdravotn ',Sma dutina:
stav. Nasledne sme vSetkym rozdali Ustne voc;%1< '

ledoval VWolach Gstnei duti adnavod am ita redukcia celkového ptu
nasiedoval vypiach usine] dutiny painavodu i rqorganizmov sa ukéazala ako Statisticky

30s a ponorenie kefky do testovanej vody tievyznamné pri vietkych pouitych vodéach.

Respondenti boli poeni, aby doma



Koagulaza negativne stafylokoky (CONS) bolfubna kefka:

signifikantne  inhibované  Gstnou  vodouOkamita  redukcia  celkoveho  ptu
Listerin€®, EImexX¥ vykazoval nesignifikantny mikroorganizmov sa ukazala ako Statisticky
pokles.  Streptococcus  sp.  signifikantn&yznamna pri Gstnej vode Elmigxako aj jej
inhibovali vSetky z testovanych Ustnych védredukcia koagulaza negativnych Stafylococcus
Hodinu po vyplachu ostala kvantita baktérigp., Streptococcus sp. agramnegativnych
Statisticky vyznamne zniend v pripadddakterii. Listerin& taktie vykazoval zni enia

Listerin€® a EIme¥X. po tu baktérii, neukazali sa vSak ako Statisticky
Tyde po pouivani jednotlivych vyznamne. ) o
astnych vdd vykazoval signifikantné zni enie Hodinu po vyplachu ostala signifikantne

koncentracie mikroorganizmov Listerfheato NiSia hladina baktérii iba pri dstnej vode
aj v pripade posobenia na jednotlivé druh_ﬁ'me}é- Ako Statisticky vyznamna sa ukazala aj
CONS a Streptokokov. EIm&x vykazoval Inhibicia rastu Streptococcus sp.

Statisticky vyznamnu redukciu Streptokokov. Ty de po pou ivani jednotlivych Gstnych vod
vykazoval signifikantné znienie kvantity

baktérii oproti pbévodnym hodnotam iba
Elmex®, napriek tomu sa ukéazal jehoiriok na
jednotlivé druhy ako Statisticky nevyznamny.

CFU log10

Elmex

Curasept

o Gstne vody
Listerine

DU pred vyplachom
DU hne po vyplachu
DU po ty dni vyplachovania
kefka pred ponorenim
kefka hne po ponoreni

kefka po ty dni ponarania

Obr.1: — Mno stvo CFU pri jednotlivych steroch v Gstnejtohe a na kefkach.



Tab.1 — U inok Gstnych vod na mno stvo CFU log10 v Gstnejidiet.
* percentualne zn&nie znamena zmenu kvagtiCFU oproti pévodnym hodnota
matematické znamienko minus znamena pokles CFl zolamena narast

USTNA DUTINA |ustna voda pred vyplachom| hned po vyplachu| po tyZdni vyplachovania
Curasept 2,07 219 (-21%) 2.91 (+5%)

CELKOVO  |Elmex 3.65 2,55 [-31%) 317 (-14%)
Listerine 297 1,26 (-60%) 2,15 (-28%)

Curasept 1,29 1,08 (-17%) 1,61 (+20%)

CONS Elmex 1,97 1,77 (-11%) 1,79 (-10%)
Listerine 1,60 0,75 (-54%) 0,80 (-50%)

Curasept 2,67 2,05 {-24%) 2 58 [-4%)

STREPTOKOKY | Elmex 3.56 2,24 (-38%) 3,06 (-15%)
Listerine 2,90 0,97 (-77%) 2,08 (-28%)

Tab. 2 — U inok ustnych véd na mno stvo CFU log10 na zubnyefkéch*.
* percentualne znanie znamena zmenu kvantity CFU oproti pdvodnymnlotain
matematické znamienko minus znamena pokles CFl zolamena narast

KEFKA ustna voda pred ponorenim| hned po ponoreni po tyZidni ponarania
Gurasept 1,2 0,75 (-38%) 1,16 (4%)
CELKOVO  |Elmex 1,97 0,32 (-84%) 0,81 (-59%)
Listerine 1,12 0,43 (-63%) 0,60 {(-47%)
Curasept 0,34 0,41 (+18%) 1,13 (+70%)
CONS Elmex 0,74 0,25 {-76%) 0,13 (-83%)
Listerine 0.27 0,32 (+16%) 0,39 (+31%)
Curasept 0.42 0,25 (-41%) 0,53 (+20%)
STREPTOKOKY | Elmex 1,25 0 {-100%) 0,28 (-77%)
Listerine 0,36 0,22 {-39%) 0,15 (-59%)

Diskusia ElmexX’ je propagovany hlavne pre svoje

Z nasich vysledkov vyplyva vysoky okam ity remineralizané Uinky na sklovinu a pésobenie

antimikrobialny efekt Ustnych véd vustnejprOtI iniciainym kazovym  léziam (4). Jeho
dutine, ktory bol Statisticky vyznamny.antlmlkroblalnemu efektu sa vSak nevenuje

Vzh adom na niSiu hustotu mikrobiéllnehodos.tatona pOZOrnos V\./ na§|ch vyskumoch.
osiahol Elme® najlepsie vysledky v redukcii

osidlenia kefky oproti Ustnej dutine st aﬁmo stva mikroorganizmov.  Signifikantne
poklesy hodnot pri kefkach niSie, Takymtozm, il celkovy po et CFU v Ustach aj na kefke.

spbésobom  si  vysvaljeme  Statisticky . - L

nevyznamnos pbésobenia na kefky, hoci bola VyznamnejSi antimikrobiainy vplyv mal na

inhibicia pozorovana takmer na Vsetkyd$treptococcus Sp., menej na CONS aG-

platniach. baktérie. Podobné zavery sa nachadzaju v
Listeriné® pou iva ako GinnG latku Starsmgfgt\(,j;%?\?éﬁ)bon vysledky Curas@pt

esencialne oleje a Zn-lktore sposobuju lyzu ADS 212. V astach bol signifikantny len jeho

mikroorganizmov zapri ujucich vznik kam itV a inok Strent
zubného kazu a parodontitid (2). V &tadiach K@M ity U inok na  Streptococcus sp., na

. . . s dezinfekciu kefky nepdsobil vobec.
potvrdeny kratkodoby aj dlhodoby idok . : .
esencialnych olejov na oralnu floru (3)ChlorheX|d|nova (CHX) zloka je znama pre

V naSom vyskume sa ukézal Listeftnako Svol vysoky antimikrobialny efekt.
signifikantne efektivny na zni enie CONSSprlevodnym javom je sfarbovanie (6), ktore je

a Streptococcus sp. v ustach a ne&gmﬁkant”g"bovane systemom ADS. Nizke

redukoval aj baktérie nachadzajuce sa r%ptmlkroblalne Ginky Curasept ADS 212
zubnych kefkach. mo u by poda nasho nazoru spésobené prave

tymto aditivom. alSim predpokladom ni Sej



G innosti je nedostatm& koncentracia CHX odporui pouiva UGstnu vodu Elmék pre
(0,12%) (7). zabranenie reinfekcie, prenosu ochoreni medzi

Vyplachovanie Ustnymi vodami sa lenmi rodiny  z dovodu nespravneho
ukazuje ako efektivny doplnok ustnej hygienyskladnenia a zabraneniu vzniku systémovych
(8) aje vhodné aj pred stomatologickymochoreni u oslabenych jedincov (9).
zakrokmi (2). Dekontaminacii ponaranim kefiekNajefektivnejSi spbésob zabranenia prenosu
do ustnych véd sa doposimevenovala vé&ka infekcie je ponorenie kefky do spominanej
pozornos. ZnaSich pozorovani mo6 emeustnej vody kratko pred jej pou itim.
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Uvod Druhd as - kvantitativna inhibicia skimavkovou
; 3 ; _ . metodou:
oportinnymi patogénmi. Tieto mikroorganizmystandardného inokula s jednotlivymi

moéu spbsobova reinfekcie alebo lokalne mikroorganizmami a 0,2 ml testovanej ustnej
asystémové infekcie hlavne u oslabenyofiody. Suspenziu sme rozmiesali v pristroji
jedincov.a méu sa prenaSamedzi lenmi yortex apo 30 — 60s sme pridali 5,6 ml
rodiny pri nedodr iavani hygienickych zasadsterilného fyziologického roztoku na zastavenie
Jednou z mo nosti dekontaminacie je ponorenig inku Gstnej vody (30 nasobné riedenie). Na
do Ustnej vody (1). Tento vyskum porovnavgryny agar, McConkey a Sabouraudovu podu
U inok Siestich komene dostupnych Ustnychgme vyokovali 100 | kadého roztoku,
véd na inhibiciu oportinnych patogéno\nkubovali 24 — 48h pri teplote 37°C. Siiali
Vykultivovan)'/Ch Z0 ZUbnYCh kefiek Vnaéorrh zaznamenali sme mi Vyrastenych CFU

predoslom vyskume. (colony forming unit). Pre prehdnejsie
y ] spracovanie sme hodnoty previedli na

Material a metody dekadicky logaritmus. Kontrolnou vzorkou bol

Testovali sme Sesustnych vod — Listeriffe  fyziologicky roztok.

Elmex®, Lacalut akti?, Curasefit ADS 212, Vysledky oboch asti sme Statisticky

Parodonta% a Cervite€ Liquid. Skimali sme spracovali pomocou neparametrického

ich inhibi ny Ginok na $es mikrobialnych Wilcoxonovho testu a parového t- testu.

kme ov — Enterococcus faecalis, Escherichia

coli, meticilin rezistentny Staphylococcusvysledky

aureus (MRSA), Candida albicansprya as — diskova difizna kvalitativna citlivos :
Pseudomonas  aeruginosa  a StreptococcuSetky Ustne vody vykazujua oproti kontrole
viridans sp. Kady druh mal Sesréznych vysoko signifikantn( zénu inhibicie (p<0,001)

zastupcov. danych mikroorganizmov. Zoény inhibicie
) o o ) v milimetroch uvadza Tab. 1. Naj&e
Prvd as - diskova difuzna kvalitativna metoda: zabranenie rastu streptokokov, MRSA

V skimavke s 2 ml fyziologického 8roztoku sme, pseudomonad navodil CuraepADS 212
pr_ipravili éyandardné ‘”Ok“'“”.‘ el Zz ?’6 u enterokokov Lacalfif u E. coli Parodontdk
mikroorganizmov  avydovali  sterilnym au kandid Elmék Rast najmenej inhiboval

tamponom na agar sba krvou poda | igiering® |en u pseudomonad Parodorftax
Mullera a Hintonovej. Sterilnou ihlou sme na Signifikantna zona inhibicie (p<0,05) sa

: nachadzala Setkych kmmv pri pou iti
pre kadu testovanu baktériu. Na disk Sm%stnychz véduéuras)é%t ADS 21p2| Emt:elgl

pipetou naniesli 19 zvolenej Ustnej vody. a ParodontaX Listerin® signifi
- . . ; . gnifikantne
Pody sme inkubovali 24 — 48h pri teplote 37 p<0,05) inhiboval kandidy, pseudomonady a

Pravitkom srr:'edodtmeralleorlu ||nh|b|C|e \Ié MMtreptokoky, a Lacalfit vietky kmene okrem
a zaznamenali do tatky. Kontrolnou vzorkou /c/qomonad.

bol fyziologicky roztok.



Tab. I Diskova citlivos — inhibi né zény v mm.

Druhd as - kvantitativna inhibicia skimavkovou
metédou:

Va Sina ustnych véd zniila v priemere oprot
kontrole vysoko signifikantne (p<0,001) b
kolénii (CFU). Poet CFU prevedeny na
dekadicky logaritmus znazarje Tab. 2. VSetky
ustne vody (hlavne EIm& mali na kme

viaceri

mikroorganizmus Listerirfel EImex® | Lacaluf’ | Curasept | ParodontaX | kontrola

E. faecalis 6,53 7,3 9,85 7,91 9,75 6

viridujace

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

cely subor 6,67 8,06 9,14 9,09 9,07 6
Diskusia

iZ vysledkov vyplyva, e komene dostupné

astne vody su in vitro inné aj na oportdnne
patogénny Ustnej dutiny. bhok na kandidy je
potvrdeny poetnymi Stadiami (2, 3). Takisto
autori popisali inok  voéd

s esencialnymi olejmi a chlérhexidinom na

Tab. 2 Skimavkova metdda — inhibicia rastu CFU prevedenag..

mikroorganizmus Listerirfe] ElImex® [ Lacaluf | Curasepit | ParodontaX| Cervite® | kontrolal
E. faecalis 4,8 5 5 5 5 5 5
viridujuce

streptokoky 4.2 45 5 5 1,8 5 5

E. coli 4,2 5 5 5 45 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 45 5 5

Candida sp. signifikantny thok (p<0,05).
Po et koldnii viridujucich streptokokov zni ili
ParodontaX, Listeriné a ElmeX. Na E. coli
G inkovali  Listerin€ a Parodontdk na
Pseudomonas sp. Parodofftaxnesignifikantne
Listeriné® a ElmeX. MRSA signifikantne
inhiboval len Listerin® Enterococcus sp.
nesignifikantne zni il takisto Listeritfe

Efekt Ustnych véd na inhibiciu CFU

stafylokoky a revna fléru (4, 5).
Z diskovej difuznej metédy vyplyva, e
najni &f U inok mé Listering, o je v protiklade

s vysledkami skimavkove] metody. Tuto
skuto nos si  vysvetuleme  obsahom
esencialnych olejov, ktoré pad naSich

predpokladov nedostatoe penetruja krvnym
agarom.
Testované Ustne vody obsahuju rézne

jednotlivych mikroorganizmov je na Obr. 1. Nal inné latky — esencialne oleje, chlorhexidin
C. albicans posobili vSetky Ustne vody, ndiglukonat (CHX) v rozlinych koncentraciach

streptokoky a P. aeruginosa Listefin&€lmex’
a Parodontax Rast MRSA  ovplyvnili
Listeriné® aLacaluf, E. coli Listerin&
a ParodontaXa E. faecalis len Listerifie

(0,2%, 0,12%, 0,1%, 0,06%), aminfluorid, NaF.

Esencialne oleje vplyvaju na redukciu
oralnej flory poda mnohych autorov v ré6znych
indikaciach — gingivitis, implantaty, chirurgické

Listeriné€® zniil po et CFU u v8etkych vykony (6).

kme ov, Parodontak u 66% a EImeX u 50%
mikroorganizmov. Lacalt mal efekt na 33%
kolé6nif, Cervite€ a Curasefitna 16%.
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Obr. I Inhibi ny U inok vdd na testované mikroorganizmy.

Efekt chlorhexidinu je potvrdeny u nemoné. Ohrozenou skupinou su hlavne
davno (2, 7). Pri kvantitativhej metdde vSaknunodeficientni pacienti. Hrozi im riziko
nedosahovali vSetky vody obsahujlce tuto latkaspiranej pneumodnie, sepsy a endokarditidy aj
rovnako dobré vysledky. Dve Ustne vodyri stomatologickom vy3etreni (9). Ustne vody
inhibovali len jeden ztestovanych knm&. maju schopnos redukova mikroorganizmy,
Vysvetlenim by mohlo by pridanie ADS atym aj riziko vzniku infekcii, kazov a zlepSi
zlo ky, ktora zabrani sfarbeniu zubov, no nie j@ralnu hygienu u kompromitovanych pacientov
dokonale preskumany jej imok na funkciu (10). Vyplachy Ustnou vodou uryalju hojenie
CHX. po chirurgickych zakrokoch, zniuju pet

Efekt fluoridov (vratane aminfluoridov) baktérii v aeroséle pri preparcii
je hlave antikariézny, no v naSom vyskume saultrazvukovom odstr@vani zubného kama
ukazalo, e aj vyznamne antimikrobialny. Hocia celkovo redukuju bakteriémiu po oSetreni
sa vasina studii venuje hlavne zabranenizubov(6). Odportame preto vziadom na
vzniku kazu, opisany je aj imok na spektrum Uinnosti aj na oportinne patogény
mikroorganizmy (8). vyplachy antimikrobialnou Ustnou vodou nielen

Oportinne  patogénny  sa asto ako domacu starostlivos oralnu hygienu, ale
nachadzaju v ustach aj na zubnych kefkachj pred ka dym stomatologickym vySetrenim.
Zamedzenie ich mnoeniu je prakticky
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Uvod citlivosti u izolovanych kmeov pneumokokov,
ma tato praca ambiciu priniespo adované

Streptococcus  pneumoniag¢pneumokok, S. odpovede.

pneumoniag je najastejSim  pbvodcom
pneumonii, bakterialnych meningitid, sepsy
akutnych otitid v detskom veku. V minulosti bo
liekom voby pri lie be pneumokokovych Retrospektivna analyza zamerana na
infekcii penicilin. V roku 1967 boli z klinickych vyh adavanie a spracovanie Udajov z
izolatov v Australii a Novey Guiney prvykratelektronickej zdravotnej dokumentacie
izolované pneumokoky rezistentné na penicillipacientov na Pediatrickej klinike FN Trdn.

(1). Na Slovensku boli izolované prvéCie om bolo zistenie podielu pneumokovych
rezistentné kmene pneumokokov v roku 1988fekcii a antibiotickej rezistencie izolovanych
(2). Za posledné roky unas stapa nielekme ov pneumokokov u deti hospitalizovanych
rezistencia na beta-laktamové li&, ale aj na s otitidou, pneumaoniou, meningitidou
makrolidy ainé pouivané antibiotikd (1).a septikémiou, zaasové obdobie rokov 2000 -
Vysoka rezistencia bola pozorovana najma 2010. Suasne sa zaznamenavala preskripcia
sérotypov 14, 6A a 19A (1). Tieto sérotypyantibiotik v terapii a peet deti zaokovanych
komplikuju priebeh ochoreni v nemocniciach gpneumokokovou  konjugovanou  vakcinou.
v ambulantnej pediatrickej praxi apreto sdakladny subor mé 636 pacientov, vo veku od 0
celosvetovym medicinskym probléemomdo 18 rokov. Sudbor nezata pacientov
Perspektiva jeho rieSenia, v podobe povinnkg enych ambulantne.

vakcinacie deti konjugovanou pneumokokovou

vakcinou, vstupuje do povedomia odborneyysledky

i laickej verejnosti. Zni ovanie distribucie 70
rezistentnych kmeov a zvySovanie vyskytu
intermediarne citlivych kmeov je iaduci efekt infekcie. Najmladsi pacient mal 6 ty dv,

pneumokokovej  vakciny, — ktory  bol rlanajstarél’ 16 rokov. Vekovy priemer sledovanej

Slovensku pozorovany pri otitis media (3),Skupiny je 2,97 rokov, modus predstavuje 3
Otazka znie, i tento efekt nastal aj pri ostatnyc oky. 70% p:acientov ;nalo vek do 3 rokov
pneumokokovych infekciach.  Sledovanim ™ 7 '

dynamiky vyvoja rezistencie a intermediarnej

aterial a metody

zékladného suboru pacientov  bolo
identifikovanych 86 pripadov pneumokokovej

Tab. I Prehad potu hospitalizovanych pacientov pre pneumokokovékoiu.

Diagnoéza/rok 2000 | 2001 | 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 200910 2

Purulentna otitidg - 1 1 2 5 1 8 3 5 4 3 33
Nepurulentna | 1 4 1 1 3 : 3 - 1] 16
otitida
Pneumodnia 2 5 3 2 2 - 5 4 3 3 6 35
Meningitida - 1 - - - - 1 - - - - 2
3 8 8 5 8 2 17 7 11 7 10| 86




U 73 izolovanych kmeov pneumokoka bol pripadov). 21,95%  detskych  pacientov
robeny kvalitativny test citlivosti na antibiotikd.hospitalizovanych pre otitidu (purulentnd aj
Ke e pou ité sady testov obsahovali rozdielnunepurulentnd) bolo lieenych chinolénmi. Peet
kombinaciu antibiotik, do analyzy boli zahrnutéreskripcii najpredpisovanejSich antibiotickych
iba tie antiinfektiva, ktoré boli spoloé pre skupin, v sledovanom asovom horizonte,
va Sinu pouitych testov azarove bola vizualizuje graf.1.

zaznamena ich vyznamna spotreba v terapii.

Podiel rezistentnych kmev pneumokoka bol

najvyssi u erytromycinu (45,46%) a vysoky aj

® Aminopeniciliny vratane inhibitorov betalaktamaz (n=44)
B Cefalosporiny (n=48)

Makrolidy (n=20)
m Chinolony (n=18)

Sirokospektralne penicliny (n=18)

12
11
6 6
> 104
5 3 3
ofifo! Wloo R0t :Ioo 0 Ioooo

2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010

Graf. 1: Po et preskripcii antibiotik v terapii pneumokokovyidfekcii v jednotlivych rokoch.

u penicilinu (27,53%). 12,5% kmev bolo Diskusia

Iermediama citivos sa pororovalaiba 'S, MZKY poet zaokovanjch pacientov
P v zadkladnom subore, je zatia nemo né

- ; o o
u penicilinu -~ na urovni  5,8%. 21’19A)dostatone posudi U innos o kovania

testp\./?nych. kmeov boI9 rez;st%rétnych. Wt) pneumkokovymi konjugovanymi vakcinami. Je
penicilinu aj erytromycinu. PACIENIOV.ia juce pokraova Vv zbierani dat aj v roku

hospitalizovanych pre pneumokokovu infekciu2011 kde by sa mal prejaviefekt novo

bolo k8k zaokgvg nyCh93(y7'vai|8ntnoggdostupnej 10 a 13-valentnej vakciny. Po
pneumokokovou - vakcinou ©, °)', ) A 13 avedeni 7-valentnej konjugovanej vakciny na
valentnou vakcinou nebol kovany iaden

, ) trh, v jednotlivych krajinach sveta, sa pase
z tychto pacientov. Za&ovanos Vv rokoch J y J b

. . ., _objavili nové sérotypy pneumokoka, u ktorych

gggi%nt_ovzooga bo\l/a50r;/L(J)Iovz;.ripl;(;/:\ll<C|ni(;\ézla(;l\x;%a rozvinula rezistencia na antibiotika (na
. , S I i najma sérotyp 19A). Ich vysk

polyrezistentné kmene pneumokoka. U vybrat asom uzemi najmé serotyp 19A). Ich vyskyt

kv 86 antov bol 10 ientov b zko suUvisi s nedobre vedenou antibiotickou
Vzorky pacientov boia U pacientov ha terapiou, ktora zinak innej vakciny robi

symptomatologicka, zvySnym 76 IO"’ICiemomspolupélchatea“ pri tvorbe selekného tlaku.

bolo predpisanych 155 antibiOtik.'.’I’Dri pokryti predtym problémovych sérotypov

NajpredpisovanejSimi antibiotikami v terap”konjugovanou vakcinou, sa toti, na podklade

pneumokokovych infekcii  boli  amoxicilin neracionalnej lieby antibiotikami, selektovali

klavulanat (v 22,58% pripadov), cefuroxim (Vnové polyrezistentné  sérotypy vo vakcine

21,'93% pripadov), klaritrorr!yg:[n (v 10'32%neobsiahnuté. Nastal tzv. fenomén nahrady
pripadov) a fenoxymetylpenicilin (v 9,03%



(replacement) vakcinalnych kmav non- intermediarne citlivych pneumokokov, u deti do
vakcinalnymi (4). Tento scenar, pozorovany p% rokov, ktorych lieba vysSimi davkami
7-valenetnej konjugovanej vakcine, bol jednoaminopenicilinovych antibiotik (amoxicilin) je
z hlavnych priin vyvoja 10 a 13-valentnej opodstatnena (5). Pri libe otitis media
vakciny. Aj predlo ené vysledky tejto pracesp6sobenej intermediarne citlivym knoen
dokumentuju chyby v preskripcii antibiotik. Zapneumokoka (MIC do 2 mg/l) je liekom Jay
zva enie stoji nadmerné pou ivanieamoxicilin v davke 70-90mg/kg/de(6). Tam,
cefalosporinov, u kmev dobre citlivych na kde bol v liekovej anamnéze udaj o uivani
penicilin, ktoré selektuju rezistenciumakrolidu pred hospitalizaciou, Slo v 52,94%
pneumokokov na toto liévo. alej pripadov o predpis azitromycinu, ktorého
preexponované predpisovanie  amoxicilingelekny tlak je vy3Si ako u klaritromycinu,
chraneného kyselinou klavulanovouj iné vzhadom na precené pbésobenie jeho
kombinacie aminopenicilinov s inhibitormisubinhibinych davok (6). VSetky prehresky
betalaktamaz, ktorych podavanie vatiom na vo i pravidlam racionalnej antibiotickej terapie
nejestvujucu produkciu betalaktamaznali za nésledok ~vypestovanie"
u pneumokokov, nie je  opodstatnenéolyrezistentnych kmeov S. pneumonigekedy
Znepokojujuce su pripady intermediarndoli lekari nuteni astejSie siaha po
citivych kme ov, kde sa preferovalo podaniechinolonovych antibiotikach ako poslednej
antibiotika druhej vaby — makrolidu (pri alternative lieby ako prebiehajucej, i
nejestvujucej alergii na penicilin), alebaecidivujucej pneumokovej infekcie. Pou ivanie
cefalosporinov. V jednom exemplarnom pripadehinol6nov v pediatrii sa neodpor) nakoko
bol pri otitide, spbsobenej pneumokokonu deti mé u spbsobi artropatie a irevezibilné
intemediarne citlivym na penicilin, dokoncaerdzie chrupavky (7). Napriek tomu sa spotreba
ihne nasadeny ciprofloxacin. V slovenskeghinolonovych antibiotik v terapii otitid dostala
Studii z roku 2005 sa pozoroval vysoky vyskyha urove 21,95%.

Po akovanie

akujem mojej Skolitéke Doc. MUDr. Helene Hupkovej, PhD., za Ustretoyodborné vedenie a u itoé
rady pri vypracovavani tejto prace.akujem primarovi Pediatrickej kliniky FN v Trdne MUDr. Pavlovi
Simurkovi, PhD., za odborné usmernenia a za ochetezistni pomoc pri zbere Gdajov na miestnejKdini
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Uvod Slovensku je 12 — 15 tisic pacientov

Parkinsonova choroba (PCH) je ochoreniBOSt'hn}glef:thymtobOChoreSg”l_-l e b
charakterizované progredujdcou degeneréci(hu Inicky — obraz mée by

dopaminergickych neurénov v oblasti bazalnyc glt,evr_?gengy, a hp(rjetoh mo € kpyprob_lematlck_e .
ganglii, a to najma v oblasti stridta. Dopamin j8 ISItju od Inych Grunov parkinsonizmu, najma

hlavnhym neurotransmiterom nigrostriatalne po iato nych Stadiach ochorenia. VySetrenie

drahy a jeho deficit je prinou parkinsonizmu. omocou DaTSCAN SPECT umayje na

O parkinsonizme mo no hovoripri pritomnosti iill:()lrz(ieenia fl\J/inan;)”-zrg(e:;[abzlllckg:(,) denign?cil‘:(léie
aspo dvoch zo &tvorice tzv. kardinalnych u u a posu u

. . . .~ __dopaminergického systému bazalnych ganglii
symptomov, _ ktorymi sU bradyk'nezapomocou radiofarmaka ioflupand®1-FP-CIT)

(spomalenie véového pohybu), pokojovy tras, , . e 2
rigidita (zvySena rezistencia svalu na pasivn'eko.mer ny Qreparat DaT§CAN©. Tatollatka Sa
intravendéznom podani za 3-6 hodin navia e

natiahnutie), posturalna instabilita (poruch 0 presynaptickj _dopaminovy  transportér
ostoja, chdédze a rekurentné pady). Je dole i L . :
P ) pady) {%AT). Koncentracia radiofarmaka ajeho

poznamena e diagn6zu PCH asto . . .

predchadzaju nespecifické prodromaln pzlo enie sa na_sledne meraju pomocou gama
priznaky, ako sU Unava, hyposmia, depresi amery. .U paC|er,|tov s PCH € specmc,ko.a
obstipacia, hyperhidréza, alebo myalgie"?l. umulacia v bazalnych gangliach, ktora je

Sekundarne priznaky asociované s PCH nifikan.tne gsymetricky. zni ena oproti
uvedené vtabke 1. Predpoklada sa, e na ontrolnej skupine. Indikacie na vySetrenie su
' ’ zhrnuté v tabike 2.

Tab. I Sekundarne priznaky Parkinsonovej choroby.

Poruchy psychické a kognitivne demencia, depre&iap-priestorové deficity

Poruchy funkcie vegetativheho systému hyperhidréeborrhoea, hypersalivacia

Poruchy senzitivne a senzorické parestézie, bppestity chladu a tepla

Poruchy spanku porucha spravania v REM spanku, mieatacia
spanku, , ivé sny*

Tab. 2 Indikacie na vySetrenie pomocou DaTSCAN SPECT.

atypicky tremor (napr. zmieSany pokojovy a postuydtemor)

atypické jednostranné dyskinézy

zla odpove na dopaminergnu libu

komorbidity (artritida, zhorSenie kognitivnych fuoik NCMP)

v asné poruchy chddze

stacionarny priebeh ochorenia

neo akavany a ky parkinsonizmus po lidbe neuroleptikami, nereagujuci na Upravubie

compliance pacienta, resp. jeho obavy o neasti diagnozy




Diferenciélna diagnostika parkinsonizmu PCH verzus vaskularny parkinsonizmus (VP) -
Pojem VP nie je vliteratire jednotne

éadefinovany. V&ina pripadov VP vznika na
podklade ischemickych zmien v oblasti
azalnych ganglii a subkortikalnej bielej hmoty.
de vasinou o parkinsonizmus s prevahou
6postihnutia dolnej polovice tela (,lower body
arkinsonism*“), v zmysle porach postoja a
hodze s relativne zachovanou motorikou na
ornych konatindch. VySetrenie DaTSCAN
PECT v tychto pripadoch zobrazi normalne,
lebo ahko zni ené vychytavanie radiofarmaka.

PCH verzus esencialny tremor (ET)

ET je monosymptomatické ochorenie, ktor
charakterizuje pritomnos  obojstranného
preva ne symetrického, posturalneho aleb
kinetického trasu, najm& hornych kawin.

Bradykinéza, rigidita ani posturalna instabilit
nepatria do obrazu ET. Fakt, e viac ako 30 R
pacientov s ET je chybne diagnostikovanyc
ako PCH a naopak, len poukazuje n

opodstatnenie vySetrenia DaTSCAN SPEC

v diferencialnej diagnostike tychto dvoch entit; oripade vypadku akumuldcie radiofarmaka,

U rozli nych foriem ET neboli toti najdene gefektné lokality asto anatomicky koreluju
iadne Strukturalne zmeny v CNS a tito pamenf lakanami alebo infarktami pea MR, i CT.

nevykazju iadnu zo znamok dopaminergne
degeneracie. Viaceré klinické Studie preukézaFLiCH

vysoku specificitu (100%) a senzitivitu (97%)parkmson\i/fr:ffss medikamentozne - indukovany
Vy§etl’enla DaTSCAN v tejto |nd|kaC||. L|eky SU po PCH druhou nastejéou prﬁnou
parkinsonizmu. Takzvany poliekovy

PCH verzus atypické parkinsonizmy (Parkinson-plus parkinsonizmus sposobuju latky, ktoré svojim

syndromy) - . . mechanizmom  blokujd dopaminovée D2
Degenerécia nigrostriatalnych neuronov nie J@ St )
gceptory. Su nimi najma neuroleptika (napr.

obmezena len na PCH. Atypické parkinsons I idol hlG . i tika
syndromy degenerativnej etiolégie, menovit aloperidol, € o_rproma2|r]), antiemetixa
metoklopramid, tietylperazin) a niektoré

multisystémova atrofia (MSA), progresivn lciové  blokat R Ak
supranuklearna obrna (PSO) a kortikobazal clove  ~ Dlokatory (cil_narlzm). e
nerizikového pacienta dbjde po niSej davke

degeneracia (KBD) sa mdu symptémovoh lentika k parki : Ktor .
najma v avodnych Stadiach, prekryva PCH. edroleptika x parkinsonizmd, Ktory sa nemeni
po uprave lieby, mée is o demaskovanie

Klinicky priebeh sa vyznaije zlou, alebo zainajicej PCH. U tychto pacientov je

chybajicou odpoveou na dopaminergnu lisu famieste vySetrenie DaTSCAN SPECT, na

(L-dopa, resp. agonisty dopaminovyc g : . ,
receptorov), rychlejSou progresiou ochorenia !gorom sa ukae, e ak ide o medikamentozne

tzv. PLUS symptomami (napr. vyznamnér!dgkovany . p_arkln.sor'usmus, vazba
postihnutie cerebella, pamati a symbolickycﬁad'OfarmakaJe fyziologicka.
funkcii, pyramidového motorického systému ., .
autonébmneho systému, a pod.) DaTSCAIQ{""‘te”"’II"’”net()d'k"jl
SPECT vySetrenie asto uka e symetrickejSie Hodnoteny subor tvorilo 72 pacientov
zmeny redukcie presynaptickéhcs priemernym vekom 64.21 (x 2) rokov
dopaminergického  systému. Dopjucim z dispenzara extrapyramidovej ambulancie Il
vySetenim mo e by zobrazenie Neurologickej kliniky LF UK a UNB, u ktorych
postsynaptického dopaminergického systéname mali diferencialne diagnostické
prostrednictvom®® — IBZM (iodobenzamid) pochybnosti. Pacienti boli pred vysstim
SPECT. U atypickych  parkinsonizmovDaTSCAN SPECT sledovani v priemere 2.6 (x
dochadza kredukcii akumulacie radiofarmaka.5) roka s nasledovnymi  pracovnymi
na postsynaptickych receptoroch, u PCH jdiagn6zami: PCH (N=54), esencialny tremor
tento nalez normalny. (N=6), Parkinson-plus syndrom (N=5),
koincidencia PCH a ET (N=4), vaskularny
parkinsonizmus (N=3). DaTSCAN SPECT
vySetrenie preukazalo v 42 pripadoch pozitivny



nalez  (bilaterdina  redukcia  akumulacia vyu itim 123 MIBG
radiofarmaka na urovni bazalnich ganglii, najm@inetaiodobenzylguanidin Pre  pacientov
v putamene), v ostatnych 30 pripadoch balpokroilou PCH sa typické znamky

obraz normalny. degeneracie periférneho autonémneho systému,
a tym je aj redukovany kardialny prijem MIBG.
Vysledky Naopak u pacientov MSA je autonémna

e porucha centralneho typu a periférna autonémna
jeinervé\cia je intaktnd. Po absolvovani
dopl ujuceho vySetrenia MIBG sme mohli
Hjednoznane uzavrie aj tychto pacientov, jeden
mal typicky obraz pre PCH a druhy pre MSA.

U jedného probanda bol nélez taktie
typicky pre PCH, avSakalsi klinicky priebeh a
herapeutické responzivita  poukazuju na
gchorenie z okruhu Parkinson-plus syndromov,
menovite na PSO.

Vysledky naSej Studie nazngl, e vySetreni
pomocou DaTSCAN SPECT

v odévodnenych  pripadoch  jednozngm
prinosom v diferencialnej diagnostike PC
V 68 (94%) zo 72 pripadov umo nil vysledok
vySetrenia jednoznaé uzavretie Klinickych
diagnoz, ktorych spravnogotvrdzuje doterajSi
klinicky priebeh a terapeuticka responzivita. U
(6%) pacientov sa nam nepodarilo definitivn
uzatvori diagnézu  napriek  vySetreniu
DaTSCAN SPECT. )

Zaver
Diskusia VySetrenie DaTSCAN SPECT je

V nagej stadii boli dvaja pacienti, u ktorych sm& ‘?dOVOd”eméC.]f‘ p.”}l’ad.ocg. Jed?ﬁz"?g‘CH
sice mali pozitivny obraz vySetrenia DaTscAN'Nosom v diferenciain€j —diagnostike '

SPECT, avSak finalna diagnoza zostéval\é ?8 (94.%) 20 2 prl',padov umo nil .VYSIEEdOk
inkonkluzivna v zmysle diferenciélnejvysetren'a jednoznaé uzavretie klinickych

diagnostky PCH a MSA. Indikovali smedidnoz
dopl ujuce vySetrenie scintigrafie myokardu
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Uvod ananormalnom vyvine srdca (oddelenie

Pod vyrazom ,myoidné bunky* rozumieme€ kych ciev srdca) (Varga et al. 2008). Aj

bunky podobné svalovym bunkam, ktoré Shv()li blizkemu vzahu vyvinu tymusu a srdca

lokalizované v rbéznych tkanivach a organoc ,me metodami  imunohistochémie skumali

— L . deti svrodenymi chybami srdca.
loveka. Myoidné bunky tvoria aj nepstnu ymusy ! . . .
populaciu Specializovanych buniek tymusu. Sﬁredpokladame, € pri vrodenych chybach srdca

lokalizované v dreni tymusu ako aj vobIastPOdm'e,neny(?b narusenou  migraciodl bqnlek
rozhrania kéry adrene. Majl antigénové neLvaaInej “Sty.’ sa v tymuse bude nachadza
charakteristiky typické pre kostroveMenst poet myoidnych buniek.
svaly. Exprimuju dezmin, troponin T, aktin,.. .
myozin a na svojej bunkovej membrane majguborametody
receptory pre acetylcholin (Drenckahn et aNa$ subor pozostaval z 21 tymusov deti
1979; Wakkach et al. 1999; Varga et al. 2009).s vrodenymi chybami srdca. Priemerny vek
Funkcia aj pévod myoidnych bunieknasho suboru bol 11 mesiacov (od 1 mesiaca po
tymusu su doteraz nejasné. Existuje o nich rokov). VSetky tieto deti boli operované
relativne malo  ddajov, napriklad vv Detskom kardiocentre, pom parcialne
medicinskej databaze PubMed sa myoidrigmektémie sa vykonavali pri
bunky tymusu objavili v odbornych kardiochirurgickych operaciach. Tkanivo
publikaciach od roku 2000 len 31-krat. Préymusov sme spracovali klasickou formalinovo-
porovnanie sa vahu tymusu avzniku parafinovou metédou na Ustave histologie
autoimunitnej choroby myasthenia gravis a embryolégie LF UK v Bratislave. Po narezani
venuje a 721 publikdcii. Wn vitro sme 5 mikrometrov hrubé rezy preniesli na
podmienkach myoidné bunky tymusu produkujgilanizované podlo né sklka ana
tumor nekrotizujuci faktor ako aj interleukin imunohistochemicky dékaz myoidnych buniek
8. Preto sa predpoklada ich funkcia v ochrane $me pouili monoklonové protilatky proti
lymfocytov pred apoptdézou, im zohravaju dezminu (firma Dako, katalogovésio M0724),
dble itd dlohu priich selekcii (Wakkach et al.aktinu (Dako, MO0851) a myozinu (Dako,
1999; Panse a Berrih-Aknin 2005). Tamiolaki#10772). Vzniknuty reakny produkt sme
et al. (2004) zas predpokladaju udlohavidite nili diaminobenzidinom do hneda. Jadra
myoidnych buniek v procese hemopoézy, ktotduniek sme dofarbili hematoxylinom do
medzi 16. a 20. ty dom prenatalneho vyvinu modrofialova. Takto ziskané histologickée
prebieha aj v tymuse. Nakm tieto bunky maja preparaty sme pozorovali na svetelnom
na svojom povrchu receptory pre acetylcholimikroskope LEICA DM2500, mikrofotografie
mo no predpoklada ich funkciu v patogenéze sme zhotovili pomocou digitdlnej kamery

myasthenia gravi§Wakkach et al. 1996). LEICA DFC290HD.
Bunky neurdlnej listy su pravdepodobne
progenitorovymi bunkami pre normalnuVvysledky

dlll‘elr(enmamu Amyolenﬁ/.c,h 1ggglek 'tymusupri mikroskopickom vySetreni histologickych
(Nakamuru a Ayer-Le Liera ) a zarovea preparatov sme pozorovali rezy znazornené

pc.)dlle ajg r_1a,tvyvme celgj far}llngovej oglc?sg'uoma odliSnymi markermi myoidnych buniek.
alel erivatov. v .embryonainom - 0bdoBh e, min sa ukazal, ako relativne selektivny



marker myoidnych buniek, kym pozitivitu naneprislicha nam, aby sme konStatovali
aktin vykazovali aj hladké svalové bunkyednoznané zavery. AvSak naSe doterajSie
v stenach krvnych ciev. Myoidné bunky tymusupozorovania naznaji, e po et myoidnych
boli lokalizované vylune v dreni aasto sa buniek v tymusoch je niSi pri tych vrodenych
nachadzali vtesnej blizkosti Hassallovyclthybach srdca, ktorych patogenéza suavisi
teliesok drene tymusu (obr. 1 a 2). S naruSenou migraciou buniek neuralnej listy do

Obr. I Dre tymusu 1,5-mesaého dieva a s defektom komorového septa s relativne malyntopo
myoidnych buniek (tie su v blizkom \ahu s Hassallovymi telieskami tymusu)gvo - protilatky proti
aktinu, vpravo — protilatky proti dezminu).

Obr. 2 Dre tymusu mesaného chlapca s dvojvytokovou pravou komorou s inglat vysokym potom
myoidnych buniek (vavo — protilatky proti aktinu, vpravo — protilatgyoti dezminu).

NaSa prvotna Stadia nazmnge, e vznikajucej vytokovej asti srdca. To by
v skupine pacientov s diagn6zami transpozicigaznaovalo, e myoidné bunky tymusu su tie
ve kych ciev, defekt komorového septgpdvodom z neurdlnej liSty. Na druhej strane
a Fallotova tetralégia saastejSie vyskytovali v jednom pripade imunohistochemického
tymusy s malym pdom myoidnych buniek. vySetrenia tymusu sme zistili relativne vysoky
Naopak, relativne v hojnom pe (normalny po et myoidnych buniek aj vtymuse d&éea
stav) boli zastupené myoidné bunky v tymusochdefektom komorového septa avjednom
deti s diagn6zami dvojvytokova prava komorgripade s Fallotovou tetralégiou. To naana,
aortdlna valvarna sten6za avrodena chyba tieto vrodené chyby srdca nie su spdsobené
p ucnicového kmea. Nakoko je vekos nasho vylu ne len disrupciou migracie pluripotentnych
vySetrovaného  suboru relativne  maldyuniek pochadzajucich z neuralnej listy.



Diskusia stavoch, rychlo sa objavili dohady, e naruSena
migracia  buniek neuralnej listy je

populaciou drene. Oich pbvode afunkci?mbry,onalnym zakladqm DiGeorgovho
existuje v odbornej literatire relativne maléy”dfomP _(vHutson a _},<|rby 2003). I?funky
Gdajov. Nakoko maju niektoré charakteristikyr,'euralnej liSty z,ohravaju viacero l]<qyych
epitelovych buniek, pbévodne sa predpoklad Iohvnormogeneze,srdczf‘t, nako migruju cez
ich myoepitelovy pévod. Neskér sa uva ovalo 0 4., 8 6 faryngovy obluk do ,ro;c[iwcej Sa
ich  mimotymusovom pdévode zo strednéhéfy[okov,eJ asti srdca. Vytvaraju SPoJVo-
zarodkového listu (Wakkach et al. 1999). Dned r;';‘g;ﬁpz\ﬂitévo trggg% i;?]r;lgsg\?ésepfeﬁrgn?
sa najviac akceptuje hypotéza Nakamuru (%_'F : _

Ayer-Le Liéra (1986), pod ktorej myoidné utson a Kirby 2007; Lammer et al. 2009).

bunky tymusu pochadzaju z neuroektoderm ,aée predbe; ne vysle,dky nasvegli, e pri .
neuralnej listy (ektomezenchym). ch vrodenych chybach srdca (transpozicia

Bunky neurdlinej lidty textus cristae ve kych ciev, defekt komorového septa

neuralis) su nielen vyznamnym zdrojomal FAaIIotova} t_etraloglfsl), ktorg mou by.
mezenchymu v ontogenéze tymusu, aleaste sposokgene_ & nharusenou  migraciou bumek_
su potrebné aj pre vlastnu diferenciacid negra[nej liSty, sa nachadza 8] vymuse menej
iabrovych oblukov anormogenézu srdc y0|dn¥ch bumek._ P[eto sa pnklzame .
(Graham 2003). Nak&o vrodené chyby hypoteze, e myo'd[]e bunky  tymusu - su
vytokovej asti srdca a hypoplazia tymusu Slﬁleuroektodermoveho povodu.

suasou spektra pri viacerych Klinickych

Myoidné bunky tymusu sU nep&tnou
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Uvod v ogranizme. V géne PON1 boli opisané dva
yznamné SNP polymorfizmy v kodonoch

Rejekcia — odmietnutie Stepu, je zavano 5(L/M) a 192(Q/R) dokézatee alterujice jej

komplikaciou u pacientov po transplantaci A
srdca (HTx), ktora sa v potransplamam enzymat_lcku akE'V,'tu. (4). .
obdobi vyskytne prakticky minimalne raz___, Cie om Stadie bolo porovnaaktivitu
u kadého prijemcu (1). Patofyziologickymenzymu. PON1 v'zhadom _na DNA
podkladom rejeknych epizod je infiltracia POlymorfizmy PON1 génu u pacientov po HTX
myokardu T-lymfocytmi (celularna rejekcia)V Z.aY'SIOSt' 9d vysk_ytu_a_st_up rejekn_YCh
alebo B-lymfocytmi s produkciou protilétokep'ZOd. at'ym' ,Objasf" Je]  potencialnu
(humoralna  rejekcia). Pod  masivnosti patofyziologicku Uas v tychto procesoch.
infiltratu rozliSujeme viacero stupv celularnej
rejekcie — 1R (mierna rejekcia), 2R (stredn
aké rejekcia) a3R @ka rejekcia). Pri Do Studie bolo zaradenych 110 vzoriek krvi
humoralnej rejekcii (AMR) definujeme jej 0dobranych pri Standardne realizovanych EMB
pritomnos (AMR1) alebo nepritomnos U pacientov po HTx z Oddelenia zlyhavania a
(AMRO) vo vzorke ziskanej pomocoutransplantécie srdca (OZaT) Narodného Ustavu
endomyokardialnej biopsie (EMB). EMBsrdcovych a cievnych choréb (NUSCH) v
predstavuje zlaty Standard detekcie rejekciBratislave. Studijni skupinu tvorili pacienti
aviak je spatd s malym, no nezanedigra S roznym stupom apotom rejekcii vo veku
rizikom sprievodnych komplikacii ako je21-71 rokov. VSetky vzorky boli rozdelené na
tamponada srdca alebo pneumotorax. zaklade stupa celularnej a humoralnej rejekcie
Celosvetovo je vSeobecnou snahoQ@ 2 skupiny: bez pritomnosti rejekcie — OR a
zadefinova parametre signifikantne korelujuceAMRO (n=31) a s pritomnou rejekciou — 1R,
s epizédou rejekcie transplantovaného Stepu bé2, 3R a AMR1 (n=79).
nutnosti pou itia vy$sie uvedeného invazivneho Na detekciu DNA polymorfizmov génu
pristupu. Vzhadom na opakovany nalezPON1 sme pouili PCR-RFLP analyzu (4),
zvySenych  markerov  oxidaého stresu Pri om DNA sme izolovali zo vzoriek krvi
u mnohych pacientov po HTx a ichas pri Pomocou Qiagen Blood DNA minikitu
imunologickej reakcii v priebehu rejekcie,(Qiagen). Poda vysledkov DNA analyzy sme
stavaju sa tieto potencidlnym diagnostickyrfozdelili jednotlivé vzorky do 3 podskupin —
cie om (2, 3). ,Silny genotyp* (polymorizmy RR/LL, QR/LL),
Paraoxonaza 1 (PON1) je kalcium fQa »stredny genotyp* (QR/LM, QR/MM, QQILL,
dependentna esteraza viazana na lipoproteindd@/LM) a ,slaby genotyp” (QQ/MM).
astice s vysokou denzitou (HDL). Inhibuje Paraoxonazovu aktivitu PON1 sme
peroxidaciu lipoproteinov s nizkou denzitogtanovili spektrofotometrickym monitorovanim
(LDL) a hydrolyticky &tiepi oxidované formy hydrolyzy  paraoxénu  (O,O-dietyl-O-(4-
fosfolipidov, im ovplyv uje rozvoj hitrofenyl)-fosfat, Sigma). Stanovovali sme
aterosklerézy ~a  imunologické  reakciestimulovany a nestimulovanu aktivitu pou itim

g/lateriél a metédy



1 mM roztoku paraoxénu, vreake] zmesi aj zastupenie a vplyv 55(L/M) a 192(Q/R) DNA
tvorenej 50 mM Tris roztokom (pH 8,0;polymorfizmov  PON1 génu a jednotlivé
obsahujucim 1 mM roztok Caf2H,O pre parametre lipidového profilu. Zistené vysledky
nestimulovanu aktivitu a 1 mM roztoksme Statisticky spracovali pomocou
CaCb.2H,O s 1 M roztokom NaCl pre dvojvyberového F-testu a Studentovho T-testu
stimulovanu aktivitu) a 40x riedenym krvnym(MS Excel 2007).

sérom (4).
Arylesterazovu aktivitu sme stanoviliVysledky
spektrofotometrickym monitorovanim

Pri porovnani  paraoxondzovej  aktivity

s ; 7 (stimulovana + nestimulovana) sme nezistili
pou itim 5 mM roztoku fenylacetatu, v reate) signifikantne  rozdielnu  aktivitu  enzymu

zmesi ako pri nestimulovanej paraoxonézov%;zh adom na pritomnos i stupe rejekcie

aktivite s vyslednym riedenim krvného serg, pacientov ,bez rejekcie* bola sice priemerna

800x (4). hodnota nestimulovanej aj stimulovanej PON1

z nam eranych , hodnat absorbapCJ ktivity mierne vySSia (tab.1), no signifikantny
zaznamenanych v priebehu 3 minGt - diel nebol dokazany (p = 0,19).

a kalibranej krivky pre Standardné roztoky p- Podobne, iadny signifikantny rozdiel

nitrofenolu a fenolu Sme vypuali sme nepreukazali ani pri  porovnani

paraoxonazovu a arylesterazovu aktivit ] . ) . .
., , ey ylesterazove]  aktivity enzymu PON1
enzymu PON1. Okrem uvedenych aktivit bo% pacientov bez a s rejekciou (tab.1).

na Oddeleni Kklinickej biochémie NUSCH V rAmci porovnania zastipenia

stanov,ené 3] parametre Iipidového profilu uvedenych DNA polymorfizmov a hodnot
celkovy cholesterol ~ (CCH), t”acylglyermyjednotlivych parametrov lipidového profilu sme
(TAG)EH?IH i hod nezistili ~ signifikantné  rozdiely u skupiny
asiedne sme  porovnall - ho n.o.typacientov .bez rejekcie* v porovnani so
paraoxonazovej  a arylesterazovej akt'v'%kupinou S rejekciou” (tab.1)
enzymu PON1 u pacientov ,bez rejekcie” s 5 e

pacientami ,s rejekciou”, prom nas zaujimalo

hydrolyzy  fenylacetatu (§s0,, Sigma)

6,000
5,000 |
4,000 ‘RO-NS
m 2R+AMRT - NS
3,000 "RO-SA
: m 2R+AMR1 - SA
2,000 l 1 o RO-AE
2R+AMR1 - AZ
1,000
1,761 |1, 4,075 3,136 1,945 2,021
0,000
PON1 aktivita

Graf 1: Aktivita enzymu PONL1 v zavislosti od vyskytu rejee. (RObez rejekcie
2R+AMR1 - s rejekciou; NS — nestimulovanda paraézowma akt., SA -stimulovan.
paraoxonazova akt., AE — arylesterazova aktivita).



Tab.l Charakteristika jednotlivych skupin.

Parametre bez rejekcie s rejekciou
N 31 79
priemerny vek (roky) 46,93 49,94
pohlavie (M/F) 28/3 67/12
CCH 476+0,86| 4,62+1.21 p=0,62
TAG 1,84+055| 2,19+0,38 p=0,13
HDL 1,33+0,41 | 1,28+0,7P p=0,56
Polymorfizmy [%]
"silny genotyp" 43,33 15,19
"stredny genotyp” 50,00 82,28
"slaby genotyp" 6,67 2,53
PONL1 aktivita
arylesterazova aktivita [mkat/l séra] 1,945 #30({@,021 + 0,67 p=0,61
nestimulovana paraoxonazova akkdt/l séra]| 1,761+ 1,42 1,376 + 1/06p=0,19
stimulovana paraoxonazova aktkt/l séra] 4,075 + 3,53 3,136 + 2/30p=0,19
Zaver a diskusia transplantacii srdca a zdravych,

@ormolipidemickych udi (5). Limitaciou prace
Je iste aj vekos suboru s niSim pdom
vzoriek (31:79). Cieom do buducnosti zostava
alej patra po inom signifikantne
orelujuicom parametrom s epizédami rejekcii,

Na zaklade vysledkov predpokladame,
akivita PON1 nema patofyziologicku suvislas
vyskytom, resp. zavanosu rejekcie
transplantovaného kardialneho Stepu. Vyss
priemerna aktivita PON1 u pacientov ,be : . O .
rejekcie mbée by odrazom astejSieho tgy V'edl(,) K “ich Vasnejse] dgte_kcn a
vyskytu ,silného genotypu® (43%:15%) Vtejtomen5|emu vyskytu komplikacii v suavislosti s

skupine. Podobne autori Puk a Bocchi vo svojé""‘“z"’lc.Iou EMB.' V_ysl_edkom by bolo
stadii dospeli k zaveru, e PON1 aktivita sd’'cd €nie a skvalitnenie ivota pacientov. po

neliSi pri porovnani hodnét u pacientov p .
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Introduction ligaments. The dissection of the cadaver was

Aim of this project is to inform our medicalmade by Mraz, P et al.
society about the significance of the spinal cor
morphology and physiology in every aspect
the clinical practice, it's topographical relationdn the final step we revealed the spinal canal
to the other parts of the human body and tivehere the spinal cord is located. We followed
diseases related. the spinal nerves from the periphery to the
The spinal cord together with the brairspinal cord, separated them one by one, from
makes up the Central Nervous System. Extentlge rest structures of the cadaver. Finally, the
from the medulla oblongata, runs along thspinal cord was extracted surgically after a
vertebral canal of the vertebral column anderies of dissections with it's related nerves
inferiorly tapers off into the conus medullarigcervical plexus, brachial plexus, intercostals
and continues as filum terminale (in thenerves, lumbar plexus and sacral plexus).
coccyx). Consists of columns of motor and
sensory nerve cells, the gray mater, surround@iscussion

by ascer)dlng and descending tract, the.Wh'ﬁehe spinal nerves exiting from the intervertebral
mater. It's surrounded by the three meninge

. : fsramina through the whole body. The spinal
g‘uertﬂlérra mp?gte(;étﬁgﬁ ar?;hngigv?gg dthebpla Tﬁé@()‘rd is segmented and is attached 31 pairs of
: : . y U pinal nerves by the anterior(motor) and
cereprosplnal fluid, Wh.'Ch surrounds the spin osterior(sensory) roots. Spinal Cord is devided
cord in the subarachnoid space. into 8 cervical segments, 12 thoracic segments,
5 lumbar segments, 5 sacral segments and 1
coccygeal segment.
For the purposes of our project we used a male The cervical segment gives rise to the
corps in the age of 70, who died from naturalervical plexus C1 — C4, which is responsible
causes, from the department of Anatomy of odor the head, neck and shoulder muscles
university. The body was conserved byontractions (ansa cervicalis ) and the
intravascular solutions containing formaldehyddiaphragm movements (phrenic nerve). Also
and alcohol later it was put in the bath ofives rise to the brachial plexus C4 — C8 with
alcohol and formaldehyde. It was placed in fadde T1 from the thoracic segment, which is
down position on the dissection table. Aftemesponsible for the innervation of the muscles of
using scalp and forceps, we started the remouhke upper extremities (chest, shoulder, arms and
of the skin, the fascia, the superficial muscldsands). The thoracic segment gives rise to the
and the deeper muscles in order to reveal tirgercostals nerves T2 — T12 that innervates the
vertebral column (the spinal processes of theunk, the abdomen (T7 — L1) and the genital
vertebrae and significant part of their archesdprgans (T11 — L2). The lumbar segment gives
Then using the wedge and hammer we broke thee to the lumbar plexus L1 — L4 which
vertebrae in the points of the Vertebral archasnervates the back, abdomen, groin, thighs,
and separated the longitudinal and interspinodsees and calves. The sacral segments give rise

sults

Materials and methods



to the sacral plexus which innervates the pelvigreat toe, and the other toes fan outward),
buttock, genital organs, thighs, calves, feet,,alsabsence of superficial abdominal reflexes,
the bowel and bladder. Combination of thabsence of cremasteric reflex, loss of
lumbar and sacral segments innervates the lowserformance  of  fine-skilled  voluntary
extremities. movements, severe paralysis, spasticity or

Many diseases are relative to varyindpypertonicity of the muscles, exaggerated deep
injuries of the spinal cord. Each injury carmuscle reflexes, Clasp-knife reaction(when
effect varies parts of the body, according to theassive movement of a joint is attempted),
point in which the injury took place. An injuryflaccid paralysis of muscles supplied, atrophy of
could affect the anterior and the posterior nervauscles supplied, loss of reflexes, muscular
roots, the ascending tracts (lateral spinothalanf@sciculation, hemiplegia, monoplegia, diplegia,
tract, anterior spinothalamic tract, fasciculuparaplegia, quadriplegia and many more.
gracilis and fasciculus cuneatus), descending Also in the disorders of spinal cord we
tracts (pyramidal tract or corticospinal tractmay add the diseases caused by the appearance
reticulospinal tract, vestibulospinal tractof a cancer tumor. Cancer tumors may appear in
rubrospinal tract, tectospinal tract andhe area of the spinal cord for the first time (as
olivospinal tract) extrapyramidal tracts, thenew cancer) or by metastasis. They press points
upper motor neurons, lower motor neurons araf the spinal cord causing disorders according to
many others. All these injuries that have bedahe point (location) the tumor is. The same
mentioned above can lead to severe symptomBect might also have benign lesions — tumors
and diseases such as, acute and chronic pdimgt although they are not cancerous they are
muscle tone, Babinski sign(dorsal flexion of thgrowing and press the spinal cord.
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Introduction and purpose of work limb peripheral nerve injuries occurred in 73.5%

Our project is about the clinical and anatomicaﬂ?c cases; the ulnar nerve was most often injured,

features of the brachial plexus in the generglthe: ?lnglty or in combllna:clfont grlﬂ thlat
population, without any abnormalities oPEnetrating frauma commonly afiected the uinar

malformations. The reason that we chose th d mettljlanﬁnetrvgstz;] fallls and é:]_u?shoé Wog_nds
subject is the need of a deeper understanding'gfaucnty aftected the uinar, radial, and median
the anatomical features of the brachial plex Ves.

due to its high clinical importance in our futur%h Altl .Of thet abovef haz shown o;cetmcgg
careers as physicians. e great importance of a deeper understanding

: . : - of the brachial plexus’s anatomical features.
The aim of this project is to relate the so due to the high risk of injury of the

theoretical knowledge of the anatomical featur . A ) .
of the brachial plexus to the observation of the éaCh'.al p_Iexus In its infraclavicular part,. It was
motivating factor, for us, to focus mainly on

features on human cadavers. This relation . ) .
e infraclavicular part and not in such a great

necessary for a deeper and meanin fL}, . .
knowledg)é and understa%ding, of the anatg pth on the supraclavicular part of the brachial
exus.

and function of the brachial plexus. Th
importance of the brachial plexus is shown i
many medical articles, in reliable, well-know
scientific magazines. Three human cadavers, one female and two
In a recent research performed by thmale, with no diagnosed abnormalities or
Clinical Neurophysiology Unit, Neurosurgeryhistory of severe trauma of the brachial plexus,
Division, AOU CTO, Torino, Italy with title: were used. The cadavers were given by the
“traumatic peripheral nerve injuries:institute of anatomy of Comenius university of
epidemiological findings, neuropathic pain an@ratislava and had already been prepared for the
quality of life in 158 patients.” Referring to 158dissection.
patients and after a total analysis of 211 The preparation included the drainage of
traumatic neuropathies was shown that thbeir blood and storage of the cadavers in
brachial plexus was a frequent site of traumatformaldehyde for at least 6 months in order to
injury (36%) and the radial, ulnar, and peronealiminate the risk of contamination and for
were the most commonly involved nerves witlbetter preservation of the cadavers.
15% of iatrogenic injuries. The dissection was done by the
In another research performed by thguidelines given by Mraz, P et al. A synopsis of
Department of Neurological Sciences, Statine dissection procedure includes:
Medical School (FAMERP), S&o José do Rio - Skinning of the upper limb, removing only
Preto, S&o Paulo, Brazil, with the title: the skin and leaving the superficial fascia
“Peripheral nerve injuries: a retrospective undisturbed.
survey of 456 cases.”, referring to 456 cases, in. Removal of the fat so that the deep fascia
a range of 16 years ,has shown that combined and the major cutaneous nerves may be
lesions of peripheral nerves most commonly observed.
involved the ulnar and median nerves, upper-

aterials and methods



- Observation of: A major finding of our project was also
- Superior lateral cutaneous nerve of the armthe location of the brachial plexus parts, which
. Inferior lateral cutaneous nerve of the arm On their course, project superficially and are

. Posterior cutaneous nerve of the arm related in many peripheral nerve injuries. For
. Intercostobrachial nerve example the radial nerve, which passes anterior

. Medial cutaneous nerve of the arm to the lateral epicondyle and later, continues in

- Medial cutaneous nerve of the forearm the forearm. - .
Another finding of our project was the
- Lateral cutaneous nerve of the forearm . . .
Posteri ¢ fthe f location of the brachial plexus parts that are in
+ rosteriorcutaneous nerve ot the forearm danger of entrapment such as the entrapment
- Removal of deep fascia.

and pressure of median nerve in the carpal

+ Opening of the axillary region. _ tunnel (carpal tunnel syndrome).
- Retraction and reflection of muscles in order

to observe the brachial plexus cords. (namédiscussion and proposals for further
according to their relationship to the secongksearch
part of the axillary artery):

From our results the reasons of the high
- Lateral cord

. epidemiology of brachial plexus injuries, in
+ Medial cord contrast to the rest of the plexuses, become
- Posterior cord _ obvious. In many parts the brachial plexus

observation of: also in many parts it accompanies major
- Musculocutaneous nerve anatomical structures, such as arteries and veins,
- Ulnar nerve something that may lead to a potential pressure
- Median nerve of the nerves. In addition, the modern way of
- Axillary nerve living has as a result, the high epidemiology of
- Radial nerve vertebral column syndromes, such as the

cervical region pain syndrome, that usually
In every step of the student project photographieads to related injuries or pressure of the roots

documentation were kept. of the brachial plexus, and these, with their
turn, usually have as a result related pain or
Results impairments in the movement of upper limb.

The successful location and observation of t Srtherﬁtsoefatgke] gr?ot\r/fe 'QS'Crgtja;[/Tfulgfeda:f rof
brachial plexus anatomical position in th e brachial plexus and al?so | the negd for
human body and the course of the ino‘iVidua}Esearch notponl in cadavers with regular
nerves in the upper limb were the main findings . y ) 9
anatomical features but also in cadavers with the
of our research. : ) o
main and most common pathological conditions

of the brachial plexus.
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Introduction of their occurrence in this region. . In the next

The sacral plexus is formed by the lumbosacr fep of our dISSGCtIOFI. we dissected the region
elow the gluteus maximus muscle.

trunk (parts of L4 and L5) and the ventral ra
of S1-S3. The major nerves of the sacral plex
are the sciatic nerve, which is divided in th
level of the knee into tibial and common fibulaDuring our dissections we were able to find
nerve, and pudendal nerve. In the sacral plexo®st of the branches of the sacral plexus. In the
belong also superior and inferior gluteal nervesuperficial layer of the gluteal region we were
and posterior femoral cutaneous nerve. Tlable to find the inferior cluneal nerve, which is
nerves of the sacral plexus are responsible fttve branch of the posterior femoral cutaneous
motoric innervation of extensors (inferiornerve. After the removal of gluteus maximus we
gluteal nerve) and abductors (superior glutealere able to see the sciatic nerve passing
nerve) of the hip and also innervation of somiarough the infrapiriform foramen together with
muscles of the lower extremities (tibial andhe posterior femoral cutaneous nerve. Because
common fibular nerve), sensory innervation obf the fact that the sciatic nerve is the thickest
perineum and posterior surface of the thigh anmterve in the human body and the biggest nerve
leg is also provided (posterior femorabfthe sacral plexus we dissect it along its whole
cutaneous nerve). In this project we would likpath in the posterior side of the thigh until its
to understand the anatomy of the sacral plexbgurcation in the level of the knee into tibial
and the morphological basis of some clinicand common fibular nerve. During our study we
cases concerning the nerves of the sacral plextie route of the sciatic nerve showed no
We would like also to mention some variationsariations and its route was from the
of the anatomy of these nerves, because theyrapiriform foramen extends beneath the
contribute to overall understanding of thegluteus maximus muscle and biceps femoris
clinical symptoms and diagnostic procedures. muscle in the direction of the knee joint. The
bifurcation of the nerve showed also no
Material and methods variations and it was visible in the level of the
knee joint in the popliteal fossa. After the
furcation of the sciatic nerve we also studied
e course of the tibial and common fibular
erves. The tibial nerve gives off several
otoric branches and gives also the medial sural
&ve which then connects with the
ommunicating branch of the common fibular
. . . erve and they form the sural nerve. The
by dissecting the superficial nerves of th osterior femoral cutaneous nerve is leaving

gluteal region (cluneal nerves). We slowl ogether with the sciatic nerve and passes below

_removed the sk!n and we t_r|ed to find the NENVeRe gluteus maximus continiouing directly under
in the underlying fatty tissue. It was very,

e ) o the fascia lata where it gives the sensory
difficult to find the very thin fibers of theseinnervations to the posterior surface of the

nerves due to the the occurrence of too mucgh . . ;
fatty tissue in this region and the high diversit;f/nlgh' During our study we were able to identify

esults

For our project we used the cadavers from t
anatomical department in the faculty
medicine of Comenius University. We used
male cadavers which were in 75 to 80 years ol
For the dissection of the cadavers we used t
procedures as they are written i
Pitvené Cvienia of Peter Mraz et al. We starte%



and visualize the smaller branches of this nerleg pains and numbness and it is known as
to the fascia lata. We dissect and study thseiatica. The sciatic nerve can be compressed
pudendal nerve which is also leaving the pelvistraspinally by a lot of reasons such as
from the infrapiriform foramen. The pudendaintradural and extradural cysts and tumors
nerve continuous its course in the Alcock’¢mainly Schwannomas), adult tethered cord
canal (pudendal canal) where it starts to give isyndrome, spinal epidural abscesses and
branches. Except of the dissection of peripheraématomas, facet syndrome, lumbosacral
parts of the nerves we dissected the region déformities and instabilities, intervertebral disc
their arising near the sacral bone. There we wehnerniation. The extraspinal causes of sciatica are
able to to dissect and study the joining of theauch difficult to detect, due to some variations
lumbosacral trunk with the ventral rami of the¢hat the course of the nerve may have in his
nerves from S1-S3. course. Main causes of extraspinal sciatica can
be sacraolliitis, 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
Fig. 1: In this figure we are able to see two of  pririformis syndrome. Great role can play the
nerves exiting from the sacral bone and stai  variations of the course of the sciatic nerve in

their way into the pelvi the piriformis syndrome occurrence and also in
clinical its clinical appearances. According to
Discussion afford mentioned we can easily understand that

The study of the sacral plexus is important frortnhe understanding of the anatomy of the nerves
f the sacral plexus so we can understand the

clinical point of view due to some compressionmor holodical basis of these diseases. The
and lesions of the nerves of the sacral plexus, P 9 ,

. . . natomy of the nerves can vary and the
The compressions can be intraspinal, as well gpatomy y
variations can be the cause of some diseases as

extraspinal. The compression of the sciatice“ as the cause of different clinical appearance
nerve is the most common, it is accompanied ! : PP
one disease.
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Introduction and purpose of the work inferior, the obturator internus, and the

The pudendal canal (Alcock's canal) is aﬂuadratusfemons muscles.

anatomical structure in the pelvis through whic
the internal pudendal artery, internal pudend
veins and the pudendal nerve pass. One of thee pudendal nerve is a branch from sacral

esults

most important nerve (S2-S4) in the pelviplexus(S2 - S4),comes out from the
region because of its specific innervationsfrapiriformis hiatus and turns back through the
participates in everyday life. lesser sciatic foramen into the ischiorectal fossa.
The aim of this project is to understand The suprapiriform and infrapiriform

the main functional, pathological and structurdiiatuses are two parts of the grater sciatic
part of canalis pudendalis. foramen divided by the piriform muscle.The

borders of the greater sciatic foramen are:
Materials and methods superoanterior (greater sciatic notch), posterior

We used 4 male cadavers from the Anato”f?acrotuberal ligament) and inferior (sacrospinal

department of the Comenius University,92ment.

Bratislava. Dissection was made according tof ?truc.turﬁfs t .plisscllng q Ithrougrtl tt::e
procedures described in Pitevné eviia (Mraz Intrapirformis hiatus. Fudendal nerve together

et al 1995). with inferior gluteal artery and nerve, sciatic

To arrive to the Pudendal canal we had®™v®: g;)stetrlor pudend_al ar;[ﬁry. h the |
to localize the gluteal region in the posterior ructures -passing troug € ‘esser

side of the body. The limits where we worked igmgltlcd 1|‘oraf[men: bF;udetndaI ner;/e,d mfefrl:)hr
lineated superiorly along the side of the jligfudendal artery, -obturator nerve, tendon ot the

. . bturator internus.
crest.Inferiorly along the side of the gluteaf
y g g The pudendal nerve and artery runs

sulcus and laterally along the side of the greater : . :
trochanter. together through the infrapiriform hiatus,

We removed the skin and we found fatt urning around the spina ischiadica, and goes
tissue and between we also found the cluni ck thr_ough the foramen ischiadicum minus
nerve for the skin innervations. When wdnt the ischirectal fossa. It runs along side the

removed the fatty tissue we found the glute zrl':eral wall OfIth? fi)hssa V(\j/h'cg :S thelobturator
fascia which covers the gluteus maximu ernus muscie, in the pudenda’ canal.

muscle and the anterior part of the gluteu . tTh.'S i%n?l :cs formed zy gl‘e f?sma
medius muscle. We cut the Gluteus maximg>ruratona - that forms —a double fayer,
from the insertion and we continued cuttin urrounding the internal pudendal artery, veins
through the sacrum, and we could see i Pudendal nerve.

gluteus medius, piriform, gemellus superior and The _Pudenda_l nerve, innervates the
rectum, penis and clitoris, urethra and perineal

muscles.



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
Main Functions of the pudendal canal: situation and encourage the patient to multiply
his movements that result in the aggravation of

. The Pudendal nerve is divided in branches:the initial symptoms.

Inferior rectal branch: Control the sphincter - Sexual troubles
muscles of the final part of the rectum and anal
canal. For men, ejaculation is painful and make things

worse. The erection is less firm and sometimes
Superficial and deep perineal nerve which givdoesn't happen. The control of ejaculation is
respectively the posterior difficult and the expulsion of the sperm doesn'’t
scrotal(men)/labial(women) nerves, that contrdlappen properly. For women, the problems are
these areas, and the dorsal nerve of penis/clitogigilar. Pains during intercourse, absence of
control the stimulation and also the erectiompleasure, clitoris and vulva over sensitive,
produces plessure in the sexual activity. discomfort during penetration.

- The internal pudendal artery is an artery that- ~ Pudendal nerve entrapment syndrome
branches off theinternal iliac artery,
providing blood to the external genitalia. The symptoms of pudendal nerve entrapment
. The external pudendal veins (deep pudendgyndrome arise from changes in nerve function
& superficial pudendal) are veins of theand structural changes in the nerve that arise
pelvis which drain into the great saphenou$om the mechanical effects of compression.
vein. These changes give rise to so-called
. The internal pudendal veins begin inneuropathic” pain in the perineum, genital and
the deep veins of the penis which issue fro@ho-rectal areas.
the corpus cavernosum penis, accompany Neuropathic pain has many
the internal pudendal artery, and unite tanifestations, most commonly spontaneous or
form a single vessel, which ends irfvoked  buming  pain  (also  called
the hypogastric vein. Also, they receive thedysaesthesia”) with or without a component of
veins from the urethral bulb, andsevere lancinating (sudden, ‘electric shock-
the perineal and inferior hemorrhoidal veinslike’) pain.Other manifestations of “neuropathic
pain” include a deep aching pain/sensation,
Discussion increased appreciation of a sensation to any
physical stimulus (“hyperaesthesia”),
exaggerated sensation of pain for a given
. . stimulus (“hyperalgesia”), pain sensation
At the top of the list are urinary andoccyrring with  stimulation  which  doesn't
fecal problems. normally cause pain (“allodynia”) or an

Symptoms



unpleasant, exaggerated prolonged pagauses are an inflammatory or autoimmune
response (“hyperpathia”). iliness, frequent infections, tension on the nerve,
a nerve entrapment similar to carpel tunnel
The characteristic feature of pudendal nensyndrome, or trauma to the nerve from an
entrapment syndrome is aggravation ddccident/fall, exercise, childbirth, prolonged
symptoms with assuming a sitting positionsitting, or surgery. Sometimes ,doctors have
often after a short duration of sitting. Symptomtheorized that the problem can be hereditary due

are typically relieved by standing and ar¢o a musculoskeletal predisposition.
usually absent when lying down or sitting on &ccasionally the problem originates in the spine
toilet seat. or sacral area rather then the peripheral

pudendal nerve.
Causes

There are numerous possible causes for
pudendal neuropathy. Some of the possible
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http://pudendalhope.org/
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Miriama Naglova, Michal Kraj ovi

(vSeobecné lekarstvo, 3.rdk; vSeobecné lekarstvo, 3.rik)

Skolite : doc. MUDr. Eliska Kubikova, PhD.
Anatomicky Ustav LFUK

Uvod prisli na nam vyhovujuci postup.

Anatémia udského tela je neustalym zéujmorﬁ‘ samozrejme z'akladne rezy su vgdene v smere
.0 akavanych utvarov, o vyaduje urité

lekarov ivedcov v ramci normalnej aj : -
patologickej anatdbmie. Tento zaujem sprevétdﬂalos‘[I anatomie.
udstvo od nepamati. Neexistuje iaden mode{,/
iaden program, ktory by klasicki anatomicku
pitvu presiahol. Priprava interaktivneho anatomického atlasu

V su asnej dobe sice mame k dispozicidah a v prvom rade fotograficki dokumentéaciu
ve ké mnostvo atlasov, ktoré podavajupitvy, danej topografickej oblasti. Chceli by sme
informacie 0 jednotlivych anatomickychda do povedomia, e pitva je uskutoovana
Struktarach, ale nepochybne €@ cenu pre nami, Studentmi.
nas, Studentov mediciny, maju pitevné ewia, Anatomicky Ustav, naele s prednostkou
kde vidie anatomické Struktiry na kadaverocha naSou  Skolitkkou zarove nam dal

Otom je aj priprava interaktivnehok dispozicii samostatny kadaver, ktory slai len
anatomického atlasu, ktory na zakladea tieto Uely, to znamena, e tu postupne
Specialneho programu budd mocStudenti uskutonime pitvu aj inych topografickych
vyu iva vramci svojho Studia ipripravy naoblasti (canalis carpalis, canalis inguinalis, foss
samotnu skuasku. Interaktivny anatomicky atlgsoplitea, trigonum Petiti,....) a zarovdy sme
bude obsahova postupne vSetky topograficko-chceli nahliadnu aj na Struktiru niektorych
anatomické oblasti s jednotlivymi StruktGramiprganov. Tieto jednotlivé pitvy  (spolu
ktoré v nich prebiehaju. Bude k dispozicii na minuloronou pitvou fossa axilaris) budu
webovej stranke Anatomického Ustavu a takisintegrované v jednom spolmom
v ramci MEFANET-u. interaktivnom anatomickom atlase.

Tento rok sme sa rozhodli prinies Tento atlas bude k dispozicii na MEFANET-e.
zabery, ktoré vystihuji naSu pracu na tomto NasSim cieom je odahi samotné
projekte. Je pochopitaé, e praca je na dlhsie Studium anatémie, ako na pitevné @nia, tak
obdobie a davame si W& predsavzatia a ciele,aj na samotnu skusku, nako plati vSeobecne
so snahou do alSieho roka prinies u aj zname lepSie vidieako sto razy pa .
samotny interaktivny atlas lSimi
topografickymi oblasami. Diskusia

ysledky

Pitvy na anatomickych cueniach boli aj budud
ve kym prinosom vramci Studia anatomie
Pitva bola uskutcnena na kadaveri 75 neého udského tela. Praktické cenia otvaraju
mu a. Samotna dokumentéacia obsahuje zabetgkmer realny obraz adskom tele asu
od povrchu, ie od ko e, a do hbky, priamo nepochybne prinosom aj pomocou. Nie je vSak
do danej topografickej oblasti (fossa cubiti). Prno né, aby kady Student mohol v ramci
samotnej pitve vychadzame, ztechniky, kedgitevnych cvieni absolvova pitvu vSetkych
maju by pitevné nastroje dr ané ,ako pribor‘,anatomickych Struktir. A prave preto, tento
o0 je najvhodnejSia technika pri preparaciiealny obraz nami poskytnuty bude pomdockou
jemnych Utvarov. Postupovali sme zo iatku pre ka dého jedného z nich.

ve mi pomaly. Trvalo nejakd dobu, kym sme

Material a metédy



lenovia hodnotiacej komisie — Klinicka sekcia

doc. MUDr. Peter Valkovi PhD.
doc. MUDr. Stanislav Oravec, CSc.
MUDr. Igor Rie ansky, PhD.

MUDr. Rastislav Va an, PhD.

Vi azné prace sekcie

1. MUDr. Andrea Janegova
Uloha AKT signaliza nej drahy v progresii plazmocytému
2. MUDr. Magda Suchankova
Analyza solubilnej molekuly TREM-1 v tekutine z bronchoalveolarnej lava e
pacientov s p ucnou formou sakroidozy a inymi intersticialnymi pneumopatiami
3. MUDr. Dominika Kevicka
Kultivované alogénne keratinocyty v terapii ran vznknutych po odbere

dermoepidermalnych autotransplantatov (kompletizaca suboru)
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(neurolégia)
Spoluautori: RNDr. Terézia Kalnovi ova, CSc?, RNDr. Jarmila Kucharské, PhD,?

Skolite : prof. MUDr. Peter Tur &ni, PhD?

Ustav lekarskej chémie, biochémie a klinickej bémote LF UK,?1. neurologicka klinika LF UK3II.
interna klinika LF UK

Uvod tokoferolu, gama-tokoferolu, beta-karoténu a
markera lipoperoxidacie TBARS  (latky

V patogenéze demyelinizaych  ochoreni, -, ) . ;
vratane sklerozy multiplex (SM) sohraya€agujuce s kyselinou thiobarbiturovou) sme

vyznamnd Glohu oxiday stres. Zvydené stanovili pomocou vysokoinnej kvapalinovej

energetické  poiadavky = axonov, zlyhani chromatografie (HPLC) (1,2). Vysledky boli

mitochondrii spojené s naslednou depléCiouodnotené pomocou étandard_nych Statistickych
(Kolmogorov-Smirnovov test,

makroergickych fosfatov je jednou z mo nychpostupov .
pri in axonalnej degeneracie a disability pri SM_Spearmanov korelay test).
V tejto suvislosti nas zaujimalo do akej miery s
zvySenie purinového katabolizmu v CNS odra
v antioxidanej kapacite plazmy prezentovane) porovnani s kontrolnou skupinou sme u SM
hladinami niektorych lipofilnych vitaminov pacientov  zistili ~ Statisticky  signifikantné

ysledky

a v plazmatickych hladinach produktovzvysenie likvorovych hladin inozinu,

lipoperoxidéacie. hypoxantinu a xantinu a signifikantné zni enie
likvorovych hladin adenozinu (obr. 1). Hladiny

Material a metédy plazmatickych vitaminov boli u SM pacientov

Analyzovany subor pozostaval z 24 aciento%ﬁ"ené a}lebo Sa rlachédzali Vdo'”.orf‘ rozs_a}tlu
y y P P referennych hodnét (tab. 1). NajvyraznejSi

(eny, priemerny vek 36,8 + 11,5) s klinicky a o
laboratorne (pozitivny nalez oIigohonélInyc}'%OkIeS sa _pozoroval v hladinach —gama-

. . . koferolu (75% pacientov), potom beta-
asov IgG v CSF) potvrdenou diagnézou SM . )
g kon'?rolnej sliuﬁ)oiny, ktoru g3vori|o 17 Karotenu (43,5%) a CoQ10 (37,5%). Hladiny

o . . . Ifa-tokoferolu sa vyznamne neliSili. ZvySené
ggu:%rolo%lckyiz Fé?c'egtz\i/aéﬁgzz)gnerge;gye\ﬁglazmatické hodnoty TBARS malo 80% SM

s negativnym likvorovym nalezom pacientov (tab. 1), ktoré Statisticky vyznamne
Hladiny degradanych .produktov korelovali s likvorovymi hladinami adenozinu.

I h : . S likvorovymi hladinami degradaych
?;&?ngsgoxgggff tl((jﬁ;l(’P) ky;aerl]ltr;%/u T;X?\i) produktov purinovych nukleotidov signifikantne

inozinu (INO) a  adenozinu (ADO) korelovali plazmatické hladiny CoQ10 (XAN,

v cerebrospinalnom likvore (CSF) a plazmatick AN/HYP) a gama-tokoferolu (KM/X) (Tab.
hladiny koenzymu Q10 (CoQ10), alfa-™"



Tab. 1 Priemerné hodnoty (+x SD), median (Med)aminov a TBARS v plazme
pacientov so sklerézou multiplex (SM) a ich korekvz ahy sdegradanymi produktm
purinovych nukleotidov v cerebrospinalnom likvo&SE).

Parametre SM pacienti Ref. Korelacie vitaminov v plazme a
(umol/l) n=24 Hodnoty metabolitov purinov v CSF
(umol/l)
Koenzym Q10 0,44 +0,11 HYP r=0,422; p = 0,081
Med =0,42 | 0,4-1,0] XAN r=0,553; p =0,017
(0,27 — 0,76) XAN/HYP r=0,535; p =0,022
Zni ené hodnoty | 9/24 (37,5%) KM/XAN r=0,411; p =0,089
Adenozin r=0,448; p = 0,062
Alfa-tokoferol 22,1+5,6
Med=21,1 | 15-40 | NS
(14,9 - 38,3)

Zni ené hodnoty | 1/24 (4,2%)

Gama-tokoferol 1,55+ 0,60
Med = 1,63 2-7 KM/X r=0,541; p =0,0204

(0,50 - 2,69)
Zni ené hodnoty | 18/24 (75%)
Beta-karotén 0,62 + 0,59
Med =0,31 | 0,3-3,0| NS
(0,09 —1,68)
Zni ené hodnoty | 10/23 (43,5%)
TBARS 4,95+ 0,79
Med = 4,92 <4,5 | Adenozin r=-0,478; p=0,0447
(3,57 -6,73)

Zvyseneé hodnoty| 15/20 (75%)

Diskusia na komplex Ill (cytochrom bcl komplex) alebo

Prezentované vysledky indikuja, eanalyzované komlple>|<IlIJ R”d (Eukcmgtfdehydrc(:)gerl%za)A nba}
skupina SM pacientov vo asnom Stadiu tohto omplex Ill. Redukovana forma CoQ10 posobi

ochorenia sa vyznaje zni enou antioxidanou, tie alfo ant|OX|dant._ ,C_hranl b'OI.Og'.Cke
membrany pred oxidaciou a inhibuje

Imunoregulanou a neuroprotektivnou eroxidaciu lipoproteinov v cirkulacii. Ako
ochranou, 0 sa odraa vo zvysenom gntioxidant saIO E(ast je rec inzécie. alfa
metabolizme purinovych nukleotidov, yl y

v zni enych plazmatickych hladinach vitaminO\}OkOferOIU (6).

CoQ10, alfa- a gama- tokoferolu a beta- Vo vySetrovanej skupine SM pacientov

karoténu, zvySenymi plazmatickymi hladinamp ™€ _zagnamenqli vyznamné, zm’enig
TBARS a z);ll'en);'/mi plikvorovyrr>1/i hladinami plazmatickych hladin CoQ210, ktoré korelovali

. P lazmatickymi hladinami alfa tokoferolu (r=
adenozinu, neuroprotektivnej latky CNS. Kry P R o .
pacientov so skler6zou multiplex vykazuje '4?34’,%0’023 at.g degrag%rgl p:ogulktml
znaky signifikantného oxidaiho stresu. purinovych —nukieotidov v (tab.1), 0

K niektorym podobnym vysledkom priélipOUKazu,Je. na as CoQl0 _vprocesoch
viaceri autori (3-6). regeneracie alfa-tokoferolu a jeho mo nom

CoQ10 je esencialny faktor pre tvorbuzahrr,'u.ﬁ vmechanizmoch spéso}bujﬂpich
ATP  vprocese oxidamej fosforylacie alteraC|_e v metabolizme purinovych
prebiehajucej v  mitochondriach. PrenééQUKleOt'dOV'
elektrony z komplexu | (NADH CoQ reduktaza)



ATP > ADP — AMP

/ l 5'. ukdeolidiza

4 +
IMP Adenozin ﬂ :
adenozin
ldeaminéza
f +
nozin ||
purinnukleozid
GMP l fosforylaza
5" nuideofidaza ,
| Hypoxantin ﬂ :
purfnnukleozid l Xantinoxidéza
l fosforyldza
Guanin e Xantin ﬁ :
deaminéza
xantinoxidéza
+
Kyselina moéova ﬂ :

Obr. 1 Degradécia purinovych nukleotidovHladiny degradanych produkto
purinovych nukleotidov v cerebrospinam likvore (CSF) v kontrolnom subore (K)
pacientov so skler6zou multiplex (SM).

Vitamin E, ktory sa vyskytuje vo forme alfa,demyelinizaciou, tie pozitivny efekt na proces
beta, gama a delta tokoferolov, sa vyana remyelinizacie endogénnymi progenitornymi
antioxida nou, protizapalovou a bunkami (7). Vzhadom na absenciu korelacie
antikarcinogénnou aktivitou (7-8). Hlavnoualfa-tokoferolu s likvorovymi  metabolitmi

formou vitaminu E v krvi a v tkanivach je alfa-purinov nie je pravdepodobné, e by sa alfa
tokoferol, ktorého zakladnou funkciou jetokoferol v naSej skupine SM pacientov priamo
ukoni re azovl reakciu lipoperoxidacie apodieal na alteraciach v  metabolizme
takto chrani bunkové membrany a LDL predpurinovych nukleotidov (tab.1). Jeho izomér
oxida nou dezintegraciou. Pri ochoreni SM m&ama-tokoferol vykazuje pozitivnu

alfa-tokoferol okrem jeho antioxidaych signifikantni korelaciu s premenou xantinu na
G inkov, ktoré sa prejavuja  vjehokyselinu moovd, vyjadrend metabolickym

antiapoptickom efekte a ochrane axdnov prembratom KM/X (tab.1l). Gama-tokoferol ma



silnejSiu  protizapalova aktivitu ako alfa-s plazmatickymi  TBARS  naznaje, e
tokoferol (8). Zahrnutie gama-tokoferoluadenozin sa zast uje procesov, ktoré chrania
v procese degradacie purinovych nukleotidovematoencefalickl bariéru pred jej poSkodenim
suvisi pravdepodobne sjeho schopoos pésobenim vanych radikalov kyslika a dusika.
U inne vychytava NO a iné voné radikaly Vysledky prace indikuju, e pacienti so
dusika a so skavend erovou aktivitou kyselingkler6zou multiplex maju zvySenu degradaciu
mo ovej, ktord uinne vychytava peroxynitrit purinovych nukleotidov v CSF, ktoré
vznikajuci reakciou NO so superoxidovympravdepodobne sudvisi aj so  znienou
radikadlom (9). Beta-karotén vzidom na antioxidanou ochranou prezentovanou
absenciu korelaej asociacie s degradacioyplazmatickymi hladinami lipofilnych vitaminov.
purinovych nukleotidov nema vyznamny podieDrigindlnym prinosom tejto prace je zistenie
na pozorovanych metabolickych alteraciach. poklesu likvorovych hladin adenozinu u SM
Zaujimavym zistenim je signifikantny pacientov. Pochopenie mechanizmov, ktoré
pokles adenozinu v CSF a jeho signifikantnyedu k tomuto poklesu, jeho asociacie s CoQ10
korelany vz ah s plazmatickymi hladinamia lipoperoxidanymi procesmi prebiehajucimi
TBARS (tab.l). Adenozin je znamy svojimipri tomto ochoreni by mohlo viek hibSiemu
neuroprotektivnymi dnkami (10). Zni enie poznaniu patogenézy tohto ochorenia a nasledne
jeho koncentracie v CSF a jeho Kkorelacik U innejSim terapeutickym intervenciam.
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Y1. gynekologicko - pérodnicka klinika LF UK a UNBaBslava

Uvod po toch potratov a uivani antikoncepcie

Pod a Statistik ~ Svetovej zdravotnl'ckejv rokoch 1997 — 2008 (4 - 15). Sledovali sme

organizacie su eurGpskymi Statmi s najvyééilq’xnam'ku Rotu spontannych potratoy (Sp.Ab.)
po tom UPT na 100 ivonarodenych krajinyamterru,pc”. (UPT)’. pay uivateliek
byvalého Sovietskeho zvazu, Rumunsko Iaorm'onalnej . antlkoncepC|e (HAK)
Bulharsko. Najmenej interrupcii je evidovanycf‘rf‘Vnmrom"’l,tem'CoVeJ (IUD) na 100 ien
v krajinach Beneluxu, Svaprsku a reprodukného veku (15 - 49 rokov).

. . . . Statistické analyzy sme realizovali
Chorvatsku. Slovenska (SR) aska republika - . i
R) si spolu so élganc}inévskymip tatmiPemocou softvéru SPSS. Okrem zakladnych

Francuzskom a Anglickom  uprostred toht tat'St'Ck,yCh chara,kterlstllf sme . pou il
rebri ka Statov (1) corelant aregresnu analyzu (16, 17, 18).
' -Udaje sme zobrazili v tabkach a grafoch

SR a R su staty s podobnymi . .
trendovymi krivkami v pote interrupcii. V roku programu Microsoft Office Excel 2003.

2008 bol vSR peet interrupcii na 100
ivonarodenych 18,95 a v R 21,5. Poty
u fvateliek antikoncepcie v oboch &tatochv roku 1997 bolo v SR 1432365 ien
stpaju, avsak vroku 2008 bol o v R Vreproduknom veku, z nich 226 180 (15,79 %)
dvojnasobny (53,9 %) v porovnani so SR (27en uivalo antikoncepciu - 78 595 (5,49 %)
%). ien vnutromaternicovi a 147 585 (10,30 %)
Po et potratov na 100 ivonarodenyCh ien hormonalnu (tab. 1, obr. 1) V roku 2008
ma voboch $tatoch od roku 1997 klesajudiolo ien v reproduknom veku 1419 567 (len
vyvojovy trend. Podie sa na om hlavne mierny pokles — pribline o 13 000), ale e
pokles interrupcii_ Cieom préce bola ana|yzau ivateliek antikoncepcie StﬂpO' na 382 716 (27
vyvoja interrupcii a padu uivateliek %). Poet uivateliek HAK sa zdvojnasobil na

Vysledky

antikoncepcie. 316 482 (22,3 %), ale pet uivateliek 1UD
poklesol na 66 234 (4,7 %) (tab. 1, obr. 1).
Material a metédy Po et potratov vrokoch 1997 — 2008

oklesol z 27 798 (1,94 %) na 18 452 (1,3 %).
a tomto poklese sa vyraznou mierou podlie
okles potu interrupcii - z 21 831 (1,52 %) na
0869 (0,77 %). Pet spontannych potratov,
eextrauterinnej gravidity a moly hydatiddzy sice
ma ivotné prejavy), alebo hmotnosplodu je mierne stdpol z 6947 na 7582, ale osciloval

D S : okolo 0,5 % (tab. 1). Vah medzi HAK % a
2':;(& aﬁlk:] o%r?gg gn ; mn(f Egeja\;?éz’zngiy ;\égtaUPT % je vyjadreny linearnou regresiou (obr.

o tehotnos kratSiu ako 28 tydov (2). 2).
Potratom je tie ukonenie mimomaternicovej Diskusia
tehotnosti, alebo umelé preruSenie tehotnosti

Pod a platnej legislativy sa za potrat pova uj
pred asne ukorena tehotnos ak bolo z
maternice vyaté plodové vajce bez plodu aleb
tehotenska sliznica, hmotnoglodu je niSia
ako 500 g a nepre ije 24 hodin (dovtedy moé

urobené poda osobitnych predpisov (3). V rokoch 1997 — 2008 v SR potraty poklesli
Z databazy Narodného centrecelkovo 032 %, o Kkoreluje s celkovym
zdravotnickych informacii SR smeharastom u ivateliek antikoncepcie o 70 %. Na

retrospektivne analyzovali Gdaje o absoltGtnydpfiaznivom vyvojovom trende v uvedenom



obdobi sa podial hlavne pokles interrupcii o jednotku, znii sa percento interrupcii (UPT
050 %, korelujuci so zvySujucim sa pom %) o 0,061.
u ivateliek hormonélnej antikoncepcie 0 117 %. Pokles potu u ivateliek intrauterinnej
Zavislos HAK aUPT je  Statisticky antikoncepcie (0 14 %) priaznivy trend vyvoja
signifikantnd (na hladine vyznamnosé = 5 interrupcii neovplyvnil. Frekvenciu
%), ke stipne percento u ivateliek spontannych potratov, ktord v sledovanom
hormonalnej  antikoncepcie  (HAK  %)obdobi mierne vzrastla (o 12 %), uivanie
antikoncepcie (hormonalnej ani intrauterinnej)
neovplyvnilo.

Tab. I Prehad u ivateliek antikoncepcie a potratov v absol@étmyislach a na 100 ien v reprodukom
veku v SR v rokoch 1997 — 2008.

1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008

VSetky
eny

15-49r. | 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 21831] 19395| 18141] 16580 15899| 15301| 14159 13146| 12261] 11971| 11189 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 - intrauterinnd antikoncepcia, HAK — hormonéalaatikoncepcia, Aborty - vSetky potraty, UPT -
interrupcie, Sp.Ab. — spontdnne potraty, GEU —aaigrinnd gravidita, MH — mola hydatidéza, r - vek
v rokoch



30

25 A

20 A

15 1

10 1

\ Ay A
59 = = Ay Ay A, \ . Ay AN
— Ay -—
0 C T 2 T . T — T — T L T . T - - T o T T

1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008
1UD% == HAK% =7 |UD+HAK% =O=—Sp.Ab.+ GEU+ MH % ‘

Obr. I Hormonalna, intrauterinnd antikoncepcia, spontapotraty, extratra@rinné
gravidita, mola hydatid6za v prefe na 100 ien v reprodukom veku

IUD - intrauterinna antikoncepcia, HAK — hormonal@atikoncepcia, Sp.Ab-
spontanne potraty, GEU — extrauterinnd graviditdy M mola hydatidéza,, r vek
v rokoch.

1,55

1,45 \\
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Obr. 2 Vz ah hormonalnej antikoncepcie a interrupcii v prépona 100 iel
v reproduknom veku.
HAK — hormonalna antikoncepcia, UPT — interrupcia
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Uvod Kliniky pneumolégie a ftizeologie LF UK
Bratislave. Po instilacii a naslednom odsati

TREM-1 - (triggering receptor expressed o 00 ml fyziologického roztoku z bronchu

myeloid cells), objaveny vroku 2000, je , L , .
receptor exprimovany na povrchu myeloidnycﬁtredneho laloka pravych (c bola tato tekutina

buniek (1). Jeho expresia na bunkéach sa Zvyglﬁ)goslané na Standardnu analyzu diferencialneho

v pritomnosti infekcie a ich aktivaciou sq oZPo buniek, imunologicke a biochemicke

amplifikuje  zapalovy proces (2). Okremvyéetrenie. MenSiuas tejto tekutiny sme po

membranovej formy existuje aj solubiInétmef”tm\./ani cez sterilnu gézu_ zr_nrazili a
(STREM-1), ktort mé me stanoviv plazme a uchovali a do qls!eho spracovania pri -80 O.C'
v alsich telovych tekutinach (3, 4, 5, 6). Koncentraciu ~ STREM-1 v tekutine
NajvysSie expresie TREM-1 na bunkac BAL _Sme stanovil pomocou Elisa testu
ako aj hladiny sTREM-1 boli najdené pri seps Quantikine human TREI\Q'S k't’t sandvl\jlg&
(4) a inych systémovych zapaloch vyvolanycﬁnzyme |$mqnogssa'y, b systems, )
extracelularne patogénnymi mikroorganizmarrﬁresneNpo na\|/9 uveronglld/'l 1 brali
(5, 6, 7). Len malo Stadii analyzovalo as _Na anayzu SIREM-1 sme  vybral
TREM-1 pri chorobach postihujicich jcne ;v)a,m_entovsd_la,gno;ou wenej sarkoidozy (I.-Il. .
intersticium. Stadia, ktord by analyzovala tent tadlum.) a'mych mtersﬂmalnych Qneumopafu
receptor v bronchoalveolarnej lavai (BAL) P). Diagnoza bola stanovena Standardnym

u pacientov s picnou sarkoidézou doteraziﬁr?iiigﬁ? ;ngzskl?:;of‘antgmniﬁ“Ckgg:nﬁr"’gsv'
publikovana nebola. ' ych p ;

Cieom nadej prace bolo stanovi vysledkov zobrazovacich metéd (RTG, CT)

hladiny STREM-1 v tekutine z BAL u pacientova histologie bioptického materialu. Uvedené

s intersticidlnymi pneumopatiami (IP), zisti skupiny pacientov sme ex post na zaklade

rozdiel v koncentraciach tejto molekulyz"sgal?yc.h _ xyilqdkpy ¢ __po_drozdelitl_i 2na
u pacientov s picnou formou sarkoidbzy (PS)'O0 sKupiny. L. tajacl / nélaj 1acl pacientl, - <.

a pacientov s inymi IP a zistasociaciu hladiny FaC;e:’jltl f Iymcl;adenopatltq u Nbez, :
STREM-1 s pritomno®u zapalovych markerov ymradgenopatie, - o.  pacienti - So - zvysenyml
v tekutine z BAL. zapalovymi parametrami v tekutine BAL

(celkové bielkoviny, imunoglobuliny,
komplement) / pacienti bez akychkeek

znamok zapalu v tekutine BAL (tah.1).
Do suboru sme zaradili pacientov, ktorym bolo

z diagnostickych dévodov indikovanéStatistické met6dy
vySetrenie tekutiny z BAL. VySetrenie bolo
realizované na bronchoskopickej ambulanc

Subor pacientov a metodika

Ziskané Udaje sme najskér analyzovali testami,
toré zisuju, i rozlo enie dat je alebo nie je



parametrické. Skupiny dat s parametrickymzostupu uvedenych zapalovych markerov
rozlo enim sme analyzovali neparovym T+ BAL (p =0,042).

testom. Na  Statisticki  analyzu  dat

s neparametrickym rozlo enim sme pouiliDiskusia

Mann-Whitneyho U- test. Skupiny smenéirr|1
po tom pacientov vykazovali toti v niektorych
pripadoch neparametrické rozlo enie dat.

ntersticialne pneumopatie predstavuiju
heterogénnu  skupinu chordb s fibrotickou
prestavbou picneho intersticia. Patri sem aj
sarkoidéza , ktora ma vSak v porovnani
s ostathnymi  chorobami  svoje  Specifiké
Pacienti s PS mali vtekutine z BAL vysSidlymfadenopatia, lymfocytarna alveolitida,
hladiny sTREM-1 v porovnani s pacientmtvorba granuldmov).
sinymi IP, rozdiel vSak nebol Statisticky Z vysledkov nasSich vySetreni vyplyva,
signifikantny (p=0,125) (tab.. 1). e pacienti sPS mali v BAL vysSie hladiny
Zaznamenali sme vplyv fania na sTREM-1 v porovnani s pacientmi s inymi IP,
hladinu STREM-1 v BAL. Rozdiel rozdiel vSak nebol Statisticky signifikantny
v koncentracii STREM-1 v skupine paciento\{tab. .1). Ke e sme zaznamenali znay vplyv
s PS s olmdom na fajenie sa neda vyhodnoti faj enia na hladinu sTREM-1 v tekutine z BAL,
protoe a na jedného pacienta boli vSetcporovnali sme koncentracie tejto molekuly u
nefaj iari. Nefajiaci pacienti s PS mali vySSiefaj iarov a nefajiarov. Rozdiel v koncentracii
hladiny sTREM-1 vtekutine z BAL akosTREM-1 v skupine pacientov s PS sadiom
nefaj iaci pacienti sinymi IP (p = 0,001). Una faj enie sa neda vyhodnotinakoko okrem
pacientov sIP sme zistilivysSie hodnoty jedného pacienta boli vSetci nefai.
s TREM-1 vtekutine zBAL u fajacich Nefajiaci pacienti sPS mali Stvornasobne
pacientov (p = 0,0019). vysSie hladiny sSTREM-1 v tekutine z BAL ako
nefaj iaci pacienti s inymi IP. U pacientov s IP

Vysledky

Tab. I Koncentracie sTREM1 v BAL u pacientov s |

STREM-1 (pg/ml)

Skupina Priemer + SD Median rozpatie p

Sarkoid6za 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 Sarkoiddza 276,7 £ 1851 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
zap. markery 283,17 £ 191,24 260,29 15,2 - 565,9

zap. markery v norme 166,82 + 142 135,44 18,2 - 512,97 0,042
Legenda: BAL- bronchoalveolarna lava, I- intersticiadlne pneumopatie, LA-

sme zaznamenali vysSie hodnoty sSTREM-1 u
Porovnanim vsSetkych pacientov (s PS dgj iarov.

IP) sme zistili vySSie hladiny sTREM-1 v BAL Porovnanim vsetkych pacientov (s PS aj
u pacientov s lymfadenopatiou v porovnanP) sme zistili vysSie hladiny sTREM-1 v BAL
s pacientmi bez lymfadenopatie (p = 0,0064) pacientov s lymfadenopatiou ako u pacientov
a pacientov s vysokymi hladinami zapalovychez lymfadenopatie (p = 0,0064) a pacientov
markerov v BAL (komplement, s vysokymi hladinami zapalovych markerov
imunoglobuliny) v porovnani s pacientmi bez BAL (komplement, imunoglobuliny)



Vv porovnani s pacientmi bez  vzostupypatogény. Pritomnosplesni vysvetuje vysoku
uvedenych zapalovych markerov (p = 0,042). expresiu TREM-1 na povrchu myeloidnych

Z vysledkov naSich vySetreni vyplyva,buniek ako aj preferent Th1l7 a Thl imunitnu
e molekula TREM-1 ma na rozdiel ododpove charakteristickl pre sarkoidézu (10).
ostatnych IP doleitu ulohu v patogenéze PSGlukdny plesni sa viau na PRR (pattern
NajvysSie koncentracie (STREM-1 > 300 pg/mljecognition receptors) myeloidnych buniek
boli u pacientov s PS a zapalovymi parametrar(dektin 1), im dochadza kich aktivacii
v BAL. Takéto hodnoty STREM-1 su(podobne sa makrofagy aktivované
charakteristické  pre infekcie  vyvolanémykobaktériami) atato aktivhcia mde by
extracelularne parazitujucimi zosilnena aktivaciou TREM-1 receptora.
mikroorganizmami (5, 6, 7).

Etiolégia sarkoidozy sa vSak u Zaver
nieko ko desaro i spaja skor s pritomnosu

intracelularnych patogénov. Tento nesula apalovy marker, odraa intenzitu zapalu a

vysvet uju novsSie Studie z ostatnych mkovdop a informaciu o pote myeloidnych buniek

Pod a Terelj a spol. (8), a tie multicentrickej : A A . L
. ) v BAL o informaciu o sp6sobe ich aktivacie.
Studie ACCESS (A Case Control Et'°|°g'q\/lonitorovanie sTREM-Fl) VBAL by mohlo

Stt_u?ly_(i)(f, Sar00|d05|s)| ) fl.J mo nyrg omoc v diferencialnej diagnostike av
etiologickym agens —plesne  patriace  medgl, i rqyani pucnych chordb a mohlo by

e>,<tracelula,rne patogenne m"‘.r°°r9,a“.'zmy- Nag pomoc k lepSiemu pochopeniu ich etiologie
vysledky su tak v sulade s najnovSimi zistenia 'patogenézy

a nepriamo podporuja nazor, e Vv etiologii
sarkoid6zy maju dole iti ulohu extracelularne

olekula sSTREM-1 je novyahko stanoviteny
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Uvod k spusteniu syntézy rdoznych proteinov, medzi
nimi aj HIF1alfa (hypoxiou indukovany faktor 1

L& - . «:alfa), ktor4 nasledovne stimuluje novotvorbu
hematologické malignity dospelych (1). Leps@‘. . . .
pochopenie konkrétnych biologickych procesog'e(;/ talkt'V,aC'otj §};n;[§zy XEGF (vaskularny
prebiehajacich vtomto nadore ma enormn@n otelovy rastovy faktor) (4-5).

vyznam pre individualizaciu liby a moe AKT Cie tom li_ejt,o prace |b0|0 stan,ovulohhu
prispie k identifikacii novych molekul pre proteinkinazy v plazmocytomoch s

cielenu terapiu plazmocytémov (2). v;lgpedzenn,lr?] je?o efebkt?][(oquh ' F;O:?k.w
V st asnej odbornej literatare sg2ktivovanych v procese bunkove) proiteracie,

S patogenézou a progresiou rdznych typcgfgomézy aangiogenezy v pripade tejto

nadorov spdja deregulacia vnutrobunkov nkretnej malignity.
signalizanej kaskady vedlcej cez protei
AKT/PKB (3). AKT je serin/treoninova
proteinkindza, ktora zohrava ulohu v mno stv&la analyzu expresie proteinkinazy AKT
dejov k U ovych pre progresiu malignity, ako jea vybranych efektorovych molekal AKT
regulacia bunkovej proliferacie, apoptozy aignalizanej kaskady boli pouité archivne
angiogenézy (Obr.1). Je zndme, e aktivovardioptické vzorky plazmocytéomov (n=35). Na
proteinkindza AKT vykazuje anti-apoptotickés m hrubych rezoch vo formaline fixovanych
0 inky, podporuje preivanie buniek atoav parafine zaliatych vzoriek sme pomocou
prostrednictvom viacerych efektorovychstandardnej  imunohistochemickej  techniky
molekul.  Blokuje  mitochondrialny  pro- analyzovali expresiu  aktivovanej formy
apoptoticky protein BAD a bunkovy cyklusproteinkinazy AKT (fosforylovand na S473)
regulujuci protein p53, im podporuje anti- ajej efektorovych molekil (MTOR, NFkB,
apoptoticki  dlohu proteinu Bcl-2. AKT HIFlalfa, karboanhydraza IX, VEGF, APAF,
zasahuje aj do funkcie kaspaz, samotnydtaspaza 3, cyklin D1). Na detekciu boli pou ité
vykonnych elementov programovanej bunkoveajasledujlce protilatky a riedenia:

smrti, ktoré nakoniec vedu k fragmentéacii DNA. - monoklonélne krélie - AKT p-S473
AKT inhibuje kaskadu aktivacie tychto protedz (Dako Cytomation, Glostrup, Denmark) a
na urovni kaspazy 9, ktora Stiepi prokaspazu 3 mTOR p-S2448 (Cell Signaling
so vznikom jej aktivnej formy. Fosforylovana  Technology, DanversMA, USA) riedené
forma AKT kinazy podporuje proliferaciu 1:25 a 1:50,

buniek a progresiu bunkoveho cyklu - polyklonalne krélile - NFkB, VEGF,
ovplyvnenim rady molekal ako NFkB  APAF (Thermo Fisher Scientific, Fremont,
(nuklearny faktor kappa B), mTOR (cicaa CA, USA), kaspaza 3 (Cell Signaling
cieova kindza rapamycinu), cyklin D1  Technology, DanversMA, USA) riedené
a inhibitorov cyklin dependentnych kinaz (p21, 1:1000, 1:1000, 1:200, 1:300,

p27) (5). AKT kindza sa zapdja aj do procesu- monoklonalne mySacie - HIF 1lalfa
angiogenézy. Fosforylaciou mTOR vedie (Thermo Fisher Scientific, Fremont, CA,

Plazmocytomy patria medzi naptejSie

rMateriéll a metédy



USA), cyklinu D1 (Novocastra, Leicaplazmocyty (Obr.2). Expresia v jednotlivych
Biosystems, Nussloch, Germany) a PTENripadoch bola variabilndo sa tyka intenzity
(Imgenex, San Diego, CA, USA), CAIX pozitivity (slabd n=11, stredne silna n=11, siln4
(dar prof.Pastorekovej, Virologicky ustavn=11) a percenta pozitivnych néadorovych
SAV) riedené 1:100, 1:100, 1:50, respbuniek (I <10% n=7, Il 10-50% n=12, Il 50-
1:100. 100% n=14). Spomedzi markerov angiogenézy
sme v nadorovych plazmocytoch zaznamenali
Expresiu skimanych proteinov sme korelovaliiba expresiu VEGF, ktora vykazovali vSetky
pozitivitou fenotypovych znakov naddorové vzorky. Nezistili sme iadnu
charakteristickych pre nadorové plazmocytpozitivitu faktora HIF-1, ani CAIX. Zo
(CD20, kappa, lambda). Pozitivitu skimanyckkimanych markerov apoptbézy sme zistili
markerov sme hodnotili semikvantitativne. Piintenzivnu expresiu anti-apoptotického faktora
hodnoteni sme sa sustredili na intracelularriBcl-2 a pro-apoptotického faktora APAF vo
kompartmentaciu pozitivity (cytoplazmaticka,vSetkych vzorkach plazmocytémov. Expresia
jadrov4, membranova) ako aj na jej intenzitu. vykonného enzymu apoptédzy, kaspazy 3, nebola
vo vzorkach zaznamenana. Z prolifergch
Vysledky markerov spdjajucich sa s aktivitou AKT sme
stanovovali expresiu mTOR, NFkB a cyklinu
D1. Ani jedna ztychto molekdl nebola
@édorovymi plazmocytmi exprimovana.

Aktivovana forma AKT kindzy vykazovala
zrnitu cytoplazmatickd pozitivitu v 95% vzoriek
plazmocytomov (n=33) viazanu na nadorov

&

proteo-
syntéza

kaspaza 9

kasnaza

L4
T

Obr. 1 ZjednoduSené chematické znazornenie vnutrobunkovej signatizq drah
veducej cez proteinkinazu AKT so znazornenim z&kled molekul zapojenych do te
drdhy a vysledného efektu aktivacie danej drahy.

VEGF HIFla

H_A
===




Obr. 2 Zrnit4 cytoplazmaticka pozitivita (hneda farba)k® v nadorovych plazmocytoch. DAB, 200x
a 400x.

Diskusia predklinickych Studii s inhibitormi AKT, ktoré
iedli k indukcii apoptdzy (10). NaSe vysledky
aktie  poukazuju na AKT mediované
re ivanie nadorovych buniek plazmocytomov.
ktivacia proteinkinazy AKT vedie k blokade
pro-apoptotického faktoru BAD a reguigho

AKT signalna draha ajej vybrané efektorov
molekuly su v stasnosti intenzivne skimané
vzh adom na ich ulohu v progresii nadorov a n
mo nos vyu itia ich inhibitorov v cielengj
protinddorovej liebe (6-7). Expresia aktivnej ? P 2.
formy AKT v nadorovych bunkéach vo vysokomszgew;nig?%n J:Eifto tlirérllg)rllc(:)laih\l%wglsecl dzo
rcent %) pri lazmocytomov, mé . i . p oo
percente (95%) pripadov plazmocytomov, OEtory bol vnami skimanych nadorovych

sveda o0 zapojeni AKT signalizanej kaskady orkéch intenzivne  exprimovany. AKT

do procesu nadorovej progresie aj v pripa zarove inhibuje kaskadu APAF — kaspaza 9 —

plazmocytomu. Plazmocytom e . . . . . .
charakteristicky zvySenou neovaskuIarizélcihaslDaza 3 na urovni kasp_azy 9. To su hlasi
S ndlezom zvySenej expresie APAF, avSak s

kostnej drene podmienenou VEGF (8pmu hbani itivit KasDA 3
zodpovedd aj naS ndélez vyrazne zvyéen(é"y anim p(?]z| ity aspazy v
expresie VEGF nadorovymi plazmocytmi. N& azmoct::hyty%rgj%ié expresia  proliferaych

rozdiel od VEGF, sme v nadorovych K siaidcich Kiivit AKT
plazmocytoch nezistili iadnu expresiu faktorg ' A/KETOV _Spajajucich sa s axtivitou -

HIFlalfa a karboanhydrazy IX. Karbonick’mTOR’ NFkB a cyklinu D1 — poukazuje na to,

anhydrazy su enzymi Kkatalyzujace zvratnif vplyv na proliferéciu nédorovych bunigk nie
hydratéciu oxidu uhlitého. CAIX je jediny 1 V plazmocytomach AhKT. mediovany aje
len tejto rodiny spajajuci sa s nadormi ajéa ezpzectl)yanytlndyml mekct_ a/m_zm:linTl. die
endogénnym markerom bunkovej hypoxie a tym asate Ia’ € axtivacia Za PO thy
aj aktivity HIFlalfa (9). Na zaklade tychto@ Progresii plazmocytomov predovsetcym

vysledkov predpokladame, e hypoxia a tym & asahom do regulacie programovanej bunkovej

HIFlalfa nezohrava v pripade plazmocytomo mr,ti. In,hibicia pro-apoptotickych  faktorov
tlohu v progresii  nadorového procesﬁ‘Vykonnych elementov  tohto  procesu

a neprispieva k zvysenejtvorbe VEGF. Siln odporuje  pre ivanie  nadorovych  puniek.

: b . - Ztoho  vyplyva mony benefit latok
expresia VEGF nadorovymi plazmocytmi |j o, . X , » .
pravdepodobne navodena inymi faktormi. inhibujucich AKT signalizanu kaskadu v liebe

Aktivacii AKT kaskady sa pripisuje anti- Plazmocytomov.
apoptoticky Ginok. To podporuju aj vysledky

Projekt bol podporeny grantom UK GUK 199 / 2010.
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Klinika popalenin a rekonstrukej chirurgie UNB Bratislava

Uvod pacientom po odbere dermoepidermalnych

Popaleniny predstavuju zava ny problén{;lutotransplantatov.
z h adiska terapie. Konaou metodou lieby .

popélenin tretieho stup, je excizia popalenej Metodika
plochy a jej prekrytie dermoepidermalnymAlogénne keratinocyty boli izolované zo
autotransplantatomiasto nej hrabky ko e (1). vzoriek ko e odobratych pacientom lenym na
Takéto rieSenie je vSakasto problematické v Klinike popélenin a RekonStrukej chirurgie
pripadoch rozsiahlych popélenin, kde j&NB Bratislava po ziskani ich informovanom
nedostatok zdravej nepopalenej ko e vhodnej raalhlase.

odber autotransplantatov (2). V pripade Spracovanie  anasledna  kultivacia
nedostatku odberovych miest, skrateni@su keratinocytov prebieha poa modifikovanej
potrebného pre zhojenie ran po odbemnetédy Rheinwalda Greena pou ivanegj
autotransplantatov, umouje ich skorSie v Centralnej tkanivovej banke (CTB) pri

vyu itie pre opatovny odber (1). Klinike Popalenin a Rekonstrukej chirurgie
Pomocou tkanivového bankingu sa WNB Bratislava.
su asnosti dari vytvdramnohé druhy ko nych Subor  predstavuje 20  pacientov

nahrad vyu ivanych v terapii réznych druhoJie enych na Klinike popélenin a RCh FNsP Ba,
ran (3, 4, 5). Objavenie sp6sobu kultivacieybranych ndhodnym vyberom po ziskani ich
epidermalnych keratinocytov umo nilo ichinformovaného suhlasu a schvaleni aplikacie
vyu itie v terapii samotnych popalenin alebcetickou komisiou zdravotnickeho zariadenia.
donorskych miest po odbere autotransplantatéda dému pacientovi je vedena
(6). Prekrytie tychto pléch kultivovanymifotodokumentécia.
alogénnymi keratinocytmi stimuluji hojenieAlogénne kultivované keratinocyty (AKC) sa
rany z jej okrajov ako aj z rezidualnych ko nychprichytia na sterilny tyl pomocou Klipov
priveskov (7). Ukazalo sa, e alogénne nasledne su aplikované priamo pacientovi
transplantaty prispievaju k tvorbe zdravgripadne sa zamrazia.
vyzerajuceho granulaého tkaniva, indukuju Epitélium sa spolu s tylomerstvé alebo, po
koncovy efekt a akceleruju posun epidermy opredchadzajucom rozmrazeni, epitelialnou
zapalového do regenerativneho stavu (8). stranou priklada pacientom na plochy po
Na zaatie kultivacie je potrebné ziska odbere dermoepidermalnych autotransplantatov
vzorky koe od zdravych darcov. Pohrabky 250um a zvySok rany sa prekryje
odsuhlaseni etickou komisou FNsP Bratislavitandardnym lieebnym postupom (SLP)
Ru inov sa vzorky ko e potrebné pre pripravupou ivanym na Kklinike: Dermazin ung.+ 1%
alotransplantatov ziskavaju od zdravych darcowztok Acidum aceticum (D+AA), ktoré sluilo
podstupujucich zakroky plastickej chirurgie p@ko kontrola.
ich informovanom sdhlase, kultivované Vystup projektu InSpekciou rany a jej
metodou Rheinwalda a Greena (9) a aplikovaméolia v intervaloch 2,7,14 dni a naslednou
fotodokumentaciou pléch sa porovnava:



priemerna epitelizacia plochy po pouiti AKC

1. sekrécia rany (iadna, stredna, silnd) 77,7% a pri pou iti SLP 56,6%. Do 2 a 14a
2. farba granulacii eérvena, bleda, cyanoticka) sa vyraznejsi rozdiel nepozoroval.

3. rychlosepitelizacie (hodnotena v %)

4. okolie rany (zapéalené, podra denéuéné) Diskusia

5. bolestivos ( iadna, slaba, stredna, silnd) Z vysledkov Klinickej &tadie vyplyva, e
6. zhodnotenie plochy slovne _ alogénne kultivované keratinocyty maju
_7. ba_kterlologlcky nalez (pri podozreni N&yznamny vplyv na pdato nd  rychlos
infekciu) epitelizacie, kedy svojim priaznivym vplyvom
Vysledky na vlastné keratinocyty z ko nych adnexov,

urychujd  uzatvorenie  otvorenej  rany
Zo ziskanych vzoriek sa nam uspeSne podargposobenej odberom  dermoepidermalnych
vykultivova  suavislé epitélia vhodné naautotransplantatov.  Zhojenie tejto  rany
aplikaciu na ranu. Po ati epitélia z kultivanej umo uje jej skorSie opatové pou itie na odber
nadoby, sa toto ihne aplikovalo pacientovi autotransplantatov potrebnych na definitivne
zaradenému do Studie, pripadne bolprekrytie  hlbokych  popalenin.  Zni enie
zamrazené, im sa uchovalo pre neskorSiebolestivosti po pouiti AKC prispieva ku
pou itie. Subor predstavuje 20 pacientowvySeniu komfortu pacienta. V ostatnych
vybranych ndhodnym vyberom bez obmedzengedovanych parametroch mali AKC podobny
veku a pohlavie. Kadému pacientovi bolaa rovnaky Ginok ako Standardné krytie.
vedend fotodokumentacia a  samostatny Kultivdcia keratinocytov je nesmierne
pacientsky formular, v ktorom sa vyhodnocovalnaro nd metdda. Kladie vysoké po iadavky na
vySSie uvedené parametre. vybavenie laboratéria a manualne zrasti
Pri hodnoteni sekrécie rany sa preukazaracovnikov zabezpajucich kultivaciu, z oho
rozdiel medzi pouitym druhom krytia dovyplyva aj pomerne vysokd cena takéhoto
druhého da, kedy po pouiti AKC bola u 11 epitélia. Neocenitewym prinosom je vSak ich
pacientov iadna sekrécia a u 9 stredna, kym pschopnos enormnej expanzie, kedy mono z
pou iti SLP bola stredna u 18 a iadna len u 2malej konej biopsie vykultivova pri
Neskor sa vyraznejsie rozdiely v sekrécii rangptiméalnych podmienkach nigkotisic cnf
nepreukazali. epitélia. V sulasnosti, kedy existuje vieé
Rozdiel farby granulacii bol tie mno stvo réznych druhov krytia pou ivanych
najvyraznejSi do druhého d. Pri pouiti AKC pri oSetrovani réznych druhov ran, je
boli granulacie u 16 pacientov bledé, u 4edine nym prinosom pou ivania alogénneho
ervené a pri pouiti SLP boliervené 18 a epitélia jeho schopnos stimulacie hojenia
bledé u 2 pacientov. prosterdnictvom vylwovania rastovych
Bolestivos  hodnotili  pacienti.65% faktorov, mediatorov intercelularneho matrixu a
pacientov hodnotilo bolestivogo pou iti AKC interleukinov.
ako slabu,priom iaden ako slina a pri pou iti Aj ke sa rozdiel v rychlosti epitelizacie
SLP 55% pacientov hodnotilo bolestivoako z dlhodobého hadiska nepreukazal, pou itie
strednu, 20% ako silni a 25% ako slabu. AKC sa zda by vyhodné z hadiska zabranenia
Okolie rany bolo u vSetkych pacientovuking, prenikaniu infekcie, zni enia bolestivosti a tym
z tohoto dbévovdu sme ster na kultivacievySenia komfortu pacienta a vytvarania
neodoberali. vhodného prostredia pre zhojenie rany.
NajvyraznejSi rozdiel v epitelizacii
odberovej plochy sa prejavil do 7a kedy bola
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Uvod Metodika

Diabetes mellitus typu 1 sa spravidla vyskytujeri stanoveni IL-6, TNF- asVCAM-1

v detskom alebo adolescenthom veku. Z&udovana skupina pozostavala zo 64 pacientov
mo nu pri inu jeho vzniku sa pova uje to, e sas diabetes mellitus typu 1 a ako kontroly bolo
tvorba inzulinu zni uje alebo sa Uplne zastavujpou itych 16 zdravych deti. Pri stanoveni s-
v dosledku  deStrukcie beta-buniek podGEs Studovana skupina pozostavala zo 69
vplyvom autoimunitného procesu. Je znamygbacientov s diabetes mellitus typu 1 a ako
viacej faktorov prispievajucich krozvojukontroly bolo pouitych 30 zdravych deti.
diabetu ajeho neskorSich vaskularnychirvanie diabetu u pacientov bolo minimalne 5
komplikacii.  ZvySeny zaujem je venovanyokov, vek pacientov bol 15,6 (13,3;17,3) roka.
zapalovému zakladu tychto procesov. ZvySenhzorky boli ziskané z Detského
hladiny zapalovych cytokinov mé e poukazovadiabetologického centra |. pediatrickej kliniky
na aktivaciu odpovede zapalovej imunitndyniverzitnej nemocnice LF UK v Bratislave.
sustavy.Vyskum ulohy zapalového procesu S-AGEs boli stanovené
v rozvoji diabetu ajeho komplikacii mo espektrofluorimetrickou  analyzou  pomocou
prispie k pochopeniu mechanizmu nastupanalyzatora Perkin-Elmer LS-3 (USA) zo séra
a progredovania tejto choroby. HlbSigacientov a zdravych kontrol. Hodnoty IL-6,
pochopenie vplyvu zapalu na diabetes prispeJfNF- a sVCAM-1 boli stanovené XxMAP
k zavedeniu novych pristupov kllge popri technolégiou na pristroji Luminex 100 IS
pou ivanych v stuasnosti nefarmakologickych (USA) zo séra pacientov a zdravych kontrol.
a farmakologickych postupoch. VyznamnynSérum pou ité na stanovenie bolo uchovavané
faktorom, ktory prispieva k rozvoju chronickychpri teplote -20°C.

komplikacii diabetu je glykacia, konkrétne

tvorba neskorych produktov glykacie sVysledky

AGEs.S rozvojom mikro- a makrovaskularnychy, .. . parametrov

komplikacii  u pacientov. sDM  typu 1y pacientov s DM1 boli s-AGEs signifikantne
(konkrétne retinopatie, albumindrie,yssie ako u kontrol (68,6+10,7 vs. 60,2+14,0
a kardiovaskularnej choroby srdca) je spojenéAJ_U_, p<0,05) (Obr. 1, Tab. 1). Hodnoty
sVCAM-1 (1,2). Cieom prace bolo meranie s-sycAM-1 boli taktie signifikantne vy3sie
AGEs, solubilnej adhéznej molekuly sVCAM-1,, pacientov s DM1 v porovnani s kontrolami
v sére a sérovych zapalovych cytokinov IL'§17,413,8 ng/ml vs. 12,8+3,9 ng/ml; p<0,05)
a TNF-. (Obr. 2, Tab. 1). Hodnoty IL-6 (Obr. 3, Tab. 2)
boli u pacientov s DM1 vySSie ako u kontrol,
avSak rozdiely neboli Statisticky signifikantné.
IL-6 nadobudali podobné hodnoty, u DM1 sa
pohybuju v SirSom rozpati. TNF{Obr. 4, Tab.



2) boli u pacientov s DM1 vy33ie, rozdiel nie jétatistické spracovanie stiborov

signifikantny. Vysledky su vyjadrené ako median (1. kvartil;
3. kvartil). V pripade, ak aspo jeden zo
Korelacie a vz ahy medzi parametrami suborov nebol s normalnou distriblciou dat,

U pacientov sDM1 sme nenaSli iadnesme na porovnanie pouili neparametricky
Statisticky signifikantné linearne koreldcieMann-Whitneyov test. Normalitu distriblcie dat

Tab.I Klinické a biochemickd ontrol[ r pacientov (DM1) a zdravydrkontrol (CTRL).

IL-6*10" (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)

medzi sledovanymi parametrami. Nezistili smeme zisovali pomocou Shapiro-Wilkovho testu.
ani nelinearne signifikantné vahy. U zdravych Koreldcie avzahy medzi parametrami sme

Tab. 2 Hodnoty z4palovych cytokinov u pacientov (DM1)daazych kontrol (CTRL)

vek (r.) Trvanie diabetu (r.)| s-AGEs (A.U.) sVCAM@Ag/mI)
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+£10,7160,2+14,0 17,4+3,8 12,8+£3,9
Hodnoty s-AGEs pacientovs DM1 a Hodnoty sVCAM-1 pacientovs DM1 a
kontrol kontrol
920 24
30
20
70 T
50 __ 186 s
5 E
3’ 50 g‘;
i 3 12
g 40 =
3 S
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Obr. 1 Porovnanie hodn6t s-AGEs diabetickych Obr. 2 Porovnanie hodnét sVCAM-1 diabetickych
pacientov a zdravej kontrolnej skupiny. pacientov a zdravej kontrolnej skupiny.

kontrol sme nasli vah medzi s-AGEs a TNF- zis ovali pomocou Pearsonovho koreiého

(R=-0,427), ktory vSak nie je Statistickykoeficientu r, resp. neparametrickym

signifikantny (p>0,05). Spearmanovym testom (R), zivali sme tie
nelinearne vzahy medzi parametrami. Na
Statistické spracovanie sme pou ili Excel 2003,



Obr. 3 Porovnanie hodndt IL-6 diabetickych Obr. 4 Porovnanie hodn6t TNF-diabetickych

pacientov a zdravej kontrolnej skupiny pacientov a zdravej kontrol nej skupiny

Origin 8 aBioSTAT 2009. Statisticka Urove cytokinov u pacientov s dobou

signifikancia bola definovana ako p<0,05. trvania choroby viac ako jeden rok bola
porovnatena s kratSou dobou trvania diabetu

Diskusia (do jedného roku). Tieto vysledky potvrdzuju aj

2 - I . ._Blandino a spol. (7). V sulade so Studiou (8)
:// ﬁgjﬁétégrr]am ”—r_lg ol a -?;\?gﬂkauntdrgbeiﬁé%elsme zistili signifikantne vysSie hladiny s-AGEs
v porovnani so zdravou kontrolou. Nasd skupine vSetkych diabetickych pacientov

merania zapalovjch cytokinov sa zhodujd \ porovnani s kontrolami. S-AGEs nekoreluju

vysledkami Wedrychowicz a spol. (3), ktor® vekom ani  strvanim ochorenia, o

nezistili ~ Statisticky signifikantne rozdiely k(?rleécﬁ)l?nduje Evysflledkamillétgdii (?A:Gllg). Niée
v hladine IL-6 u diabetickych deti vporovnanlVyse y poukazuju na uiohu ~S- S axo
ﬁerspektlvneho biomarkera vyvinu neskorsich

so skupinou zdravych deti. Podobne Haller. o P ) .
aSchath) ) nezis)t/ili signifikantné  rozdiel iabetickych komplikacii. Tato problematika si

v hodnotdch sérovych koncentracii TNF- vy qduje dIhOdObY vyskum s vaiim g]bororp .
diabetickych a zdravych deti. Chatz a spol. ( aC|evnt_oy,,vhodna by bola pros_pektw_n_a studia.
zistili, e doba trvania diabetu suvisi s TNF- " N35€l Studi SVCA.‘M'l.Vyl,(aZUJe glgnlflkantne :
a celkovou hladinou zapalovych markerov. Vyssie hodnoty u diabetickych pamgntov af<_o 4
Azza s spol. (6) zistili zvyend hladirluIlnearnu korelaciu s vekom. Vah vSak lepsSie

TNF- all-6 udeti s DM1 vystihuje nelinearna rovnica.

Pracu podporil grant VEGA 1/0375/09.

Zoznam pou itej literatry

1. Sabita S. Soedamah-Muthu, Nish Chaturvedi, Casp8chalkwijk, Coen D.A.Stehouwer, Pertti Ebeling
John H. Fuller: Soluble vascular cell adhesion mulle-1 and soluble E-selectin are associated witham
and macrovascular complications in Type 1 diahmgitents, J Diabetes Complications 2006; 20: 188-19
2. P. Clausen, P. Jacobsen, K. Rossingt, J.S.Jddséh Parving, B. Feldt-Rasmussen: Plasma
concentrations of VCAM-1 and ICAM-1 are elevategbatients with Type 1 diabetes mellitus with
microalbuminuria and overt nephropathy, Diabet M20O0; 17: 644-649



3. Wedrychowicz A, Dziatkowiak H, Sztefko K, Wedngwicz A: Interleukin.6 (IL-6) and IGF-IGFBP
system in children and adolescent with type 1 dedbmellitus. Exp Clin Endocrinol Diabetes 20042 18):
435-439.

4. Haller MJ, Schatz DA: Cytokines and type 1 diebecomplications: causal or causal complications.
Pediatr diabetes; 2008; 9 (1): 1-2.

5. Chatz A, Harokopos V, Mylona C, Tsouvalas E,iiiglV, Kamper E: The pattern of
inflammatory/antiinflammatory cytokines and chenras in type 1 diabetic patients over time. Ann Med
2010; 42 (6): 426-438.

6. Azza AA, Mohga SA, Wafaa GH SH, Karam AM, Enas, Rarek AS H, Salwa ME: Evaluation of
some inflammatory cytokines in children with typediabetes mellitus. J Am Science 2010; 6 (11)0106
1067.

7. Blandino R, Perez A, Melledo G, Segundo C, Agull: Antiproliferative effect of proinflammatory
cytokines in cultured B cells is associated wittraoellular signal regulated kinase ¥z pathway ittioib. J
Mol Endocrinology 2008; 41: 35-44.

8. Jakus V, Bauerova K, Michalkova Darsky J: Serum levels of advanced glycation endymts in poorly
metabolically controlled children wuth diabetes lihed: relation to HbAlc. Diab Nutr Metab 2001; (4:
207-211.

9. Galler A, Muller G, Schintzel R, Kratzsch J, 888V, Munch G: Impact of metabolic control and seru
lipids on the concentration of advanced glycatiomdpcts in the serum of children and adolescertjstyyie
1 diabetes as determined by fluorescence sopecpypsmd ne-(carboxymethyl)lysine ELISA. Diabetes
Care 2003; 26 (9): 2609-2615.

10. Kalousova M, Skrha J, Zima T: Advanced glyaagad-products and advanced oxidation protein
products in patients with diabetes mellitus. PhyRies 2002; 51 (6): 597-604.



"Q10)#? ))7-2 &) #IS)T#HA%2 +', #)'% +1-
, DE'+, S )+, +9

Mgr. Erika Sandorova®

(normalna a patologicka fyzioldgia)
Spoluautori: Mgr. Miroslava Glejtkova *

Skolite : doc. PharmDr. Vladimir Jakus, CSc?

"Ustav lekarskej chémie, biochémie a klinickej béfe, Lekarska fakulta, Univerzita Komenského v
Bratislave

Uvod kompenzovanych (DK). DK boli diabeticki
acienti, ktorych priemerna hodnota
lykovaného hemoglobinu za posledné 2 roky
nepresiahla 6 % (n=67). Ostatni diabeticki
acienti (ZK) boli zaradeni do skupiny
nedostatme kompenzovanou glykémiou
n=62). Zdravl kontrolnd skupinu tvorili
nediabeticki pacienti (n=30).

Z Kklinickych parametrovsme stanovili
vek, trvanie diabetu, vysku, hmotnoBMI a
obvod pasa u vSetkych diabetickych pacientov.

Diabetes mellitus predstavuje vyznamn
socialno-ekonomicky problém. P@WHO trpi
na diabetes mellitus v s@isnosti 284,6 milibnov
udi vo veku od 20 do 79 rokov s predpokladorﬂ
narastu do roku 2030 o 54 %. Ukazuje sa,
hyperglykémiou  indukovana  neenzymov
glykacia a oxidany stres mé e mavyznamnu
tlohu v patogenéze mikro-
a makrovaskularnych komplikacii diabetu.
Chronicka hyperglykémia poskytuje
substraty  pre extracelularnu (HbAlcBioChemické parametre:
fruktozamin) ako i intracelularnu glykélciu.l_IbAlc alipidovy. profil  boli stanovené
Hyperglykémiou indukovany oxiday stres v laboratdriu OKB FNsP v Bratislave.
akceleruje tvorbu'neskorych' produkt}ov glykéCi?lelc bol stanoveny na principe
(AG.ES)' ., Protemy_ r_nodlflkovgn__e AGESiénomeniovej HPLC metody (DiaSTAT, Bio-
podliehaju proteolytickej degradacii za tvorb;hAD USA). Hodnoty HbAlc sa kalibrovali
cirkulujucich vonych AGE ad,uktov via ucich, Ddé\ normy Svetovej federacie Klinickej
sa na AGE receptory. Dochadza k akumulaGhsmie 2 laboratérnej mediciny  (IFCC).
cirkulujucich AGEs v plazme thkan'VaChLipidovy profil (celkovy cholesterol, HDL,

diabetickych  pacientov. Vsésnosti sa |5 aTG) bol stanoveny enzymatickou
intenzivne Studuje, ktoré AGE  Struktury b¥netédou

mohli poslii ako skory diagnosticky AGEs alipoperoxid LP boli
biomarker rozvoja diabetickych komplikécil'.stanovené v pla%oratér)i/u (UzCHBKB
V nasSej praci sme sa zamerali na meraniep atislave

sérovych fluorescemych AGEs a markerov LP  boli ,

: . 2L ; stanovené spektrofotometrick ri
oxida neho stresu - seérovych lipoperoxidov. P y P

vinovef dke 365 nm (1) a AGEs
spektrofluorimetricky (exc.345 nm/em. 455
nm), na pristroji Perkin EImer LS 45.

Krv a krvné séra/plazmy boli ziskané odbtatistické vyhodnotenie vahu  medzi
pacientov, ktori pravidelne navstevovaljednotlivymi  klinickymi a biochemickymi
diabetologick(l ambulanciu Il. internej kliniky parametrami boli urobené pomocou programu
vo Fakultnej nemocnici s poliklinikou StatsDirect. Ziskané vysledky reprezentuju
v Bratislave. Pacienti (n=129) vo veku 37-8priemer+SD.

rokov s d kou trvania diabetu 1-35 rokov boli

rozdeleni poda glykemickej kompenzacie na

zle  kompenzovanych (ZK) a dobre

Material a metédy



Vysledky TG alLDL (p0,001) uZK pacientov a

Zistili  sme signifikantne zvySeneé hladinys'gn'ﬁk‘r’lmn.e Zvysene hladlny,TG (6,001)
u DK pacientov v porovnani so zdravou

HbAlc (p 0,001) aLP (p 0,001) u vSetkych . )
diabetikov (6,02+1,49% resp. 52,07+24,gfontrolnou  skupinou. Medzi ZK ~a DK
pacientmi nebol Statisticky vyznamny rozdiel v

nmol/ml), u ZK diabetikov (7,29£0,99% resp C g A .
54,89+27,82 nmoliml) ako i DK diabetikovhlad'naCh parametrov lipidového profilu a LP.

(4,83£0,64% resp. 49,48+21,54 nmol/ml) Yorelacie

porovnani so zdravou kontrolnou SkUpir‘O‘éez ohadu na glykemickii kompenzéciu sme

(3,5120,37%  resp. 28,35+7,03 rlmovmlv)vsﬂbore vSetkych  diabetikov  pozorovali

Signifikantne zvysene hladiny HbAIC sa naS.Llignifikantné korelacie HbAlc s glykémiou

aj u ZK diabetikov v porovnani s DK diabetikm|nala no (r=0,47, p 0,01), s glykémiou
(p ,Q'Oo,l)' "’."ei sme  zistili signitikan,tne postprandiélné (r,:0,31, pO’,Ol)’, s TG (r=0,21,
zvysené hladinyAGEs (p 0,05) u vSetkych = g o5y s AST (1=-0,22, p 0,05)(negativna
dlabe_tlkov_ (129,51+40,09 AU/g protelnoy), orelacia). alej sme pozorovali signifikantnu
ZK diabetikov (138,15+43,61 AU/g prOte'nov)koreléciu AGEs s LP u DK pacientov (r=0,27,

ako i DK diabetikov (121,51£34,99 AU/g,_ 0,0239) a signifikantna korelaciu TG s LP

proteinov) v porovnani so zdravou kontrolnoy . « tkveh  diabetickveh ient ~0.31
skupinou (94,47+20,82 AU/g proteinov)(Obr.1)?!5%03’8)(08:32%e ickych pacientov  (r=0,31,

Pozorovali sme signifikantne zvySené hladin

@ vSetci diabeticki pacienti

O zle kompenzovani

n
o
o

0O dobre kompenzovani

=
®
o

| kontrolna skupina

AGE (AU/g proteinov)
=
B (2] @ o n B (o2}
o o o o o o o

n
o

o

Obr. 1 Porovnanie fluorescenych AGEs uvSetkych diabetickych pacientov (n=1z
a zdravej kontrolnej skupiny (n=10) .
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Obr. 2 Korelacia TG (mmol/ml) s LP (nmol/ml) u vSetkyatiabetickych pacientc
(n=129).



Diskusia vysledky sa pozorovali v Studii peroxidacie

V nasej praci, podobne ako v pracach (2, 3, gﬂdov u nedostatme  kompenzovanych

sme pozorovali signifikantne zvySené hladin a,kzetlc,kych : pac!entoy’ .(6)' Signifikantne
cirkulujicich AGEs v plazme u véetkych vySené hladiny cirkulujacich LP v plazme u

diabetickjch pacientov bez adu na vSetkych diabetickych pacientov bez atlu na

glykemick kompenzaciu v porovnani chlykemlcku kompenzaciu v porovnani so

zdravou kontrolnou skupinou. Tieto vysledk);dravou kontrolou  poukazuji na zvyseny

. i ! oxida ny stres. ZvySené hodnoty markerov
poukazuju na zvyseny glykay stres. Parametre . A . .
lipidového profilu- TG boli signifikantne ©Xida neho aglykaneho  stresu u tychto

zvySené v oboch diabetickych skupinach, LD labetikov zrejme poukazuju na nedostato

u ZK pacientov, o je vzhode s vysledkami erapiu, ktora _vgdie kgkumu!écii tychto
prace (5). Medzi ZK aDK pacientmi nebolproduktov v tkanivach s naslednym rozvojom

Statisticky vyznamny rozdiel v hIadinéchChroniCkyCh diabetickych komplikacii. Preto

parametrov lipidového  profilu (cholesterolunormal'zac'a tychto hodnét vhodne zvolenou

HDL, LDL, TG). Pozorovali sme Zvyéené‘farmakologlckou a nefarmakologickou terapiou

hladiny LP u v&etkych diabetickych pacientov {Y b”:.a'l‘?, ‘rfeks a3 _koddialeniu  rozvoja
porovnani s kontrolnou skupinou. PodobngIa etickych kKomplikaci.

Dotované grantom VEGA 1/0375/09.
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Uvod skupina A (n=25), MAP < 100 mmHg; skupina

. . B (n=25), MAP 100 mmHg.
Kontrola krvného tlaku sa u chronicky . o .
hemodialyzovanych (HD) pacientov radi . I\_/Ierah sme uItraflItra,C|u ,(UF) pri HD a
K najvys$im  prioritam. Nedostatod lie ba medzidialyzané hmotr,lostne prirastky pred HD
artériovej hypertenzie vyznamne prispievzgvp.l). apo s[<oren| .ABPM, (VP2). Na
k zvy$eniu  kardiovaskularne; chorobnostptatisticku: analyzu boli pourite testy Mann-
a umrtnosti. Krvny tlaksa poas HD meria hitney a Wilcoxon-Wilcox.
kadd hodinu, ale mnohé Stadie potvrdili .

prognosticky vasi vyznam hodnbt zmeranych ysledky

mimo HD zariadenia. V skupine A bol vstupny TS 130 (125-138;
median; 1.-3. kvartil) mmHg a vstupriyD 75

Cie (70-76) mmHg. V skupine B bol vstupny TS

Nasim cieom bolo monitorova krvny tlak 150 (145-158) mmHg a vstupny TD 80 (80-88)
po as HD a nasledujucich 24 hodin metédoghmHg. Poas HD sme zistili vyznamnu

ambulantného monitorovania (ABPM). Skimalkorelaciu len medzi TS aF v skupine A
sme aj vzah medzi zmenami krvneého tlakup=0,04), kym nevyznamné korelacie boli
a mno stvom vody odstranenej z tela pe HD v skupine A medzi TD a UEp=0,1) a v skupine
amedzidialyzanymi prirastkami hmotnosti. B medzi TS aUF (p=0,5) amedzi TD a UF
(p=0,3). Hodnoty UF sa vramci skupin
Pacienti a metody vyznamne nelisili: skupina A 3000 (2500-4300)

Prezentovany subor predstavuje 50 pacient®, Skupina B 3700 (2500-4200) ml. Parcialnu
(mu i/ eny 33/17; priemerny vek 5811 rokov), Korelaciu medziTS, TD, UF, VP1, VP2 sme
ktori boli zaradeni viac ako 3 mesiace dB€zistili. Na konci HD (H4) boliTS aTD:
chronického HD programu. Pas 4-hodinovej SKuPina A 125 (120-130) mmHg, 75 (60-80)
HD sa meral systolicky tlak (TS) a diastolicky™MHg ; skupina B 150 (140-160) mmHg, 80
tlak (TD) ka dd hodinu (HO-H4). Po skoenf (80-90) r_ang. V druhej 'FI’OJhOdII‘lOVGJ periode
HD bol naloeny tlakovy monitor Spacelab(A2) boli TS a TD: skupina A 120 (102-128)
90217 a meranie bolo cez de kadych 40 MMHg, 72 (60-84) mmHg; v skupine B 143
minGt av noci (23:00-06:00 h) kadych 20(127-170) mmHg, 81 (72-85) mmHg. V 6smej
mindt. Hodnoty TS a TD zmerané ABMPtrOJthlnoveJ periode (A8) boli TS aTD:
v medzidialyzanom obdobi boli rozdelené doSKuPina A 125 (105-138) mmHg, 75 (65-84)
dsmich trojhodinovych intervalov (A1-8). mmHg; skupina B 140 (133-154) mmHg, 79
Pacienti boli rozdeleni do dvoch skupirt/6-85) mMmHg. Vyznamni zmenu TS sme
pod a priemernej hodnoty strednéhdg@znamenali len v skupine A (A2 vs.A8 p=

arteridlneho tlaku (MAP) vypdtanej na 0,03). Poas noc_i sme v porovnani s koncom
zaiatku, apo prvej hodine HD liby: HD zaznamenali v skupine A pokles TS (A4



Graf: Zmeny krvného tlaku pas hemodialyzy (HD) a v nasledujucichh8dinovych
intervaloch (A1-A8). Hodnoty vyjadrené v medianoch.
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p=0,02; A5 p=0,02) ale nie pokles TDKkvanym terapeutickym chybam (2). ABMP
V skupine B klesol TS v porovnani s konconposkytuje aleko presnejSie prognostické
HD iba vdruhej spankovej periode (ASinforméacie (3). Prvym cimm naSej prace bolo
p=0,009), kym TD sa vyznamne zni il v oboctziska 0 najpresnejSie hodnoty krvného tlaku
spankovych periédach (A4 p=0,0002; A5 ppo as HD metédou ABMP ako validného
0,0001). Medzi jednotlivymi skupinami saukazovatea zmien krvného tlaku pred, pas i v
rozdiel TS udr al v celom priebehu (p=0,001). medzidialyzanom obdobi. Vplyv
Vyvoj TD medzi skupinami sa liSil. medzidialyzaného hmotnostného prirastku na
Rozdielne hodnoty boli zaznamenané iba davny tlak sme rovnako ako Savage a spol. (4)
tretej trojhodiny snimania (A3 p=0,003). sice ani vjednej zo skupin nepotvrdili, no

kontrola prisunu tekutin asoli, obzvlas
Diskusia u anurickych pacientov, je zéakladny krok
-v nefarmakologickej liebe artériovej

Pravidelne HD pacienti vykazuju vysoku

chorobnos a umrtnos na kardiovaskularne fiziko ie v teito populacii asto davané do
choroby. Nedostatme lieend artériova J JIo Pop

hypertenzia, ako jeden z mnohych rizikovycﬁavisu s chybanim fyziologickeho poklesu

faktorov, sa vyskytuje a u80 % pravidelné(rvného tlgku poas n_oci (non-d!pper), ba
HD pacientov (1). Ziska presné hodnoty dokonca vyskytom naej hypertenzie (reverse

krvného tlaku vtejto vzorke pacientov jedlpper) (6). Tento fenomén sme vSak ani

vzh adom na zlo itos problematiky narcné. Vv jednej zo skupin nezaznamenali. Zaujimavy je

Agarwal aspol. vo svojej metaanalyz@élez’ e TD sa zniil poas nPCi v skupine B
poukazuju na to, e hodnoty krvného tlakd'© potc_)vm sa u Od. hoglnot TD, vskup|r_1e
namerané p@s HD nie st spahlivé na odhad A neodliSoval. Tento jav je moné vysvetli

zmien krvného tlaku v obdobi medzi dvoma pBEdIStrIbUCIO,U tek_utln smerom do,
sebe nasledujicimi HDjm mo e ahko dojs extravaskularneho priestoru v priebehu 24hodin

hypertenzie (5). ZvySené kardiovaskularne



po HD (7). Na zaklade snimania ABMP smenonitorovanie TK a v pripade potreby kontrola
zintenzivnili liebu 16 pacientom (32%). pomocou ABMP (8).
Vyzvou pre dlhodobu kontrolu AH je domace

Praca bola podporena grantom Univerzity Komenskgieomladych vedeckych pracovnikodK/46/2008.
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Uvod prostaglandinov ale aj produkciou a Sich

- . . - - - kinov asociovanych so zapalom (IL-1, IL-6,
Experimentalne, klinické a epidemiologick Lyto i , )
Studie dokazali, e chronicky zapal zvyé:uj(jFI‘c';8|:)’7 bur&kfovym_,ra_stomIL(T;BFLIEmﬁrgggI;\rAL
riziko vzniku rakoviny a tie urychuje ) adiferenciaciou (IL-11, an i

progresiu nadorov (1). Poas zapalovéeho CSF)(5).

procesu dochadza k produkcii Specifického AV te,th stuglu sme ako experlmentalr)y
model zapalového procesu pou ili

spektra cytokinov a prostaglandinov . . . .
v stromélnych bunkéch. Prostaglandiny Swezenchymalne fibroblasty aktivovane

primarnymi mediatormi zapalového procesu grocesom nemozy. v experlmentoch_ sme sa
jednym z ku ovych enzymov, ktoré katalyzujt]z""m.erall prave na sch'opnosleukem[ckyc'r! :
biosyntézu tychto  molekdl je enzymbun'e.k ovplyvni ,zapalovy proces preb|ehaJUC|
cyclooxygenaza 2 (COX-2) (2). Prave COX-2 j&° flbroblgs_tovych sferoidoch. Konkrétnym
vyrazne nadexprimovana s procesov, medzi cle om moj€) prace .b0|0 analyzovachopno_s
ktoré patri okrem zapalu aj vznik a progresi ukemlckych, punlek modulpvq Expresiu
nadorov (3). Existuje vea literarnych udajov OX.'Z’ _I,<tora e charf:\ kteristickym - znakom
o tom, ako prozapalové mediatory produkovarl%reb'eha”meho zapaloveho procesu.
stromalnymi bunkami ovplywju spravanie .
nadorovych buniek, ale Udaje otom aj Metodika

nadorové bunky sU schopné spatne ovplyvnKultivacia buniek a priprava sferoidov

samotny zépal prebiehajici v stréme nie dfultry udskych ko nych fibroblastov MUF

zname. 1/7 ako aj leukemickych bunkovych linii THP-
Pri  koncipovani tejto S$tadie smel, KG-1, U937, HL60, Jurkat boli kultivovane
vychadzali z nasich predchadzajacicy 10% médiu RPMI 1640 pri +37°C s 5%

vysledkov, ktoré ukazali e mezenchymaln@bsahom C@ Pre kokultivané experimenty
fibroblasty aktivované procesom nemézy s@ pripravu sferoidov boli pou ité 96-jamkove
schopné ovplyvni rastové a diferenciaé platni ky, ktoré boli opracovane 0,8% agar6zou,
charakteristiky leukemickych bunielt). Tieto aby sa zabranilo adherencii buniek. Na tieto
procesy sme sledovali pas kokultivacie, kedy platni ky boli najprv nanesené leukemicke
dochadza k vzajomnej interakcii arecipmej bunky anasledne knim bola pridana
komunikacii medzi leukemickymi bunkamijednobunkové ~suspenzia mezenchymainych
a aktivovanymi fibroblastami prave pomocofibroblastov (10 buniek/ml) a bunky boli
nemozy. kokultivované po dobu 72 hodin. Po tejto dobe
Neméza predstavuje komplexny proceBoli sferoidy oddelené od leukemickych buniek
aktivacie a naslednej bunkovej smrtidskych @ expresia  COX-2 sledovana pomocou
fibroblastov, ktory je spu&ny vzajomnym immunoblotingu.
homotypickym kontaktom medzi fibroblastami.

Takto aktivované fibroblasty s PAGE a immunobloting o
charakterizované nielen masivnou indukcifUnKy Poli premyté PBS alyzované priamo vo

COX-2 expresie a naslednej Syntézs\/zorkovom timivom roztoku pre PAGE, ktory



obsahoval zmes proteaz. Lyzat sme inkubovdll937, THP-1) a promyelocyticka bunkova
pri. +95°C po dobu 5 minat a nasledndinia (HL60) vykazovali najvySSiu schopnos
centrifugovali. Takto spracované vzorky bolinhibova COX-2, kym T bunkova leukemicka
nanesené na hustotny gradientovy gél (gradidittia (Jurkat) vykazovala najmensiu schopnos
polyakrylamidu 5-15%) a separované pri 20mAvplyvni COX-2 expresiu. V porovnani s U937
a 50V poas 8 hodin. Separované proteinovieunkovou liniou maja Jurkat bunky 5,5 krat
vzorky boli prenesené na nitrocelulézovimenSiu schopnosinhibova COX-2. Vysledky
membranu, ktord sme inkubovali s primarnymsa zhrnuté v Tab..1.

protilatkami voi COX-2 anasledne so S cieom zisti, i sa na downregul&cii
sekundarnymi protilatkami znaymi alkalickou COX-2  zuastuju  solubilné  molekuly
fosfatazou.  Proteiny  boli  vizualizovanéprodukované leukemickymi bunkami, boli

pomocou Specifického substratu. sferoidy kultivované v kondicionovanom meédiu
z jednotlivych  leukemickych linii. Po 72
Vysledky hodinovej kultivacii v kondicionovanom meédiu

Analyzované leukemické bunkové linie: KG-13Me r'l'epozorovaH §|gn|f|kantne zmeny
THP-1, U937, HL-60, Jurkat boli kokultivovaneé" EXPresii COX-2 u sferoidov.
s mezenchymalnymi fibroblastami MUF 7/1
u ktorych sa pas vytvarania sferoidov
indukuje expresia COX-2 (obr. . 1). Vysledky naSich experimentov jednozna
Pritomnosou leukemickych buniek pri indukcii ukazali, e udské leukemické bunky su
tejto expresie dokd eme monitorovaich schopné modulova expresiu COX-2.
schopnos modulova COX-2 expresiu. Downregulaciu expresie COX-2 vo sferoidoch
Efektivitu leukemickych buniek modulova sme pozorovali po kokultivdcii so vSetkymi
expresiu COX-2 pas kokultivacie sme analyzovanymi  leukemickymi  bunkovymi
kvantitativne porovnavali pomocou hodnotyiniami. Jednotlivé linie sa vSak vyrazne lisili
ICs0 (mno stvo leukemickych buniek ktoré jev miere s akou boli schopné inhibovaexpresiu
schopné znii expresiu COX-2 na 50% pri COX-2.
porovnani s neovplyvnenou kontrolou). VSetky Ziskané vysledky tie dokazuju, e
schopnos modulova z4palovy proces zavisi na
type bunkovej linie. Predpokladame, e
pozorované rozdiely v schopnosti modulova
expresiu COX-2 suvisia so Specifickymi
funkciami, ktoré vykonavaju koreSpondujuce
zdravé bunky (napr. monocyty) v organizme
po as zapalu. Navzajom sa tie liSili aj bunkové
linie toho istého typu (U937 a THP-1p mb e
suvisie s r6znou mierou dediferenciécie a straty

Diskusia

250um Specifickych funkcii, ktoré nastali u tychto
buniek poas leukemogenézy.

Obr. 1 Kokultivacia leukemickych buniek ¢ Experimenty ~ analyzujuce ulohu
sferoidom po 72 hodinach. Obrazok z fazov solubilnych molekaul produkovanych
kontrastného mikroskopu, kde centralna der leukemickymi bunkami pri modulacii COX-2
Struktdra predstavuje sferoid z expresie ukazali, e kondicionované médium
mezenchymalnych buniek, ktory je obklope 7z |eukemickych linii nemalo signifikantny vplyv
leukemickymi bunkami. na expresiu COX-2. Tieto vysledky nazogi,

na modulaciu COX-2 expresie je potrebny
takt medzi stromalnymi a leukemickymi

bunkami a e solubilné mediatory produkované
mIeukemick)’/mi bunkami tento efekt

nevyvolavaju. Na modulacii COX-2 expresie sa
Seda pravdepodobne Ast uja molekuly

doteraz analyzované leukemické bunky boi(leo n
schopné do uitej miery inhibova expresiu
COX-2, ale jednotlivé linie sa navzajo
vyrazne liSili v intenzite tejto inhibicie (obr.
2). Monocytarne leukemické bunkové lini



a receptory pritomné na povrchu leukemickyclinie a erytroleukémie. Predbe né vysledky
buniek a aktivovanych fibroblastov. ziskané pri analyze vzoriek od pacientov

Tab.1 Hodnoty IG, pre analyzované leukemické bunkové linieJednotlivé hodno
ICs, predstavuju priemer z troch nezavislych experiment

V nasledujucich experimentoch by sme r6znymi typmi leukémii tymto metodickym
chceli rozsiri analyzovany subor leukemickychpristupom naznaju, e zisteny fenomém
buniek o alSie T bunkové a monocytarnemodulacie expresie COX-2 ma relevantnas
leukemické linie ako aj B bunkové leukemickéivo.

Obr. 2 Porovnanie Urovne expresie CQXvo sferoidoch po ich kokultivac
sleukemickymi bunkovymi liniami p@as 72 hod. pomocou immunobloting
Kontrola predstavuje MUF sferoidy bez ovplyvnenia.
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Uvod identifikova abnormalne vzory

Hematopoetické prekurzorové bunky tvoridlematopoetickych diferenciacii u réznych typov
v kostnej dreni réznorodd populaciu  buniek€ukemii a lymiomov (3).

odlisSnych trJed na réznom stuprjl YWoJa'MateriéIametédy

Prekurzorové CD34+ bunky su jednou

z populécii hematopoetickych prekurzorovycﬁIa imuanenotypo.vu analyzu” CD34+
buniek. Diferencuju v kostnej dreni naprekurzorovych buniek sa pouili - vzorky
granulocyty a monocyty (1) regenerujucej kostnej drene (KD) odobraté 29

Normalny proces vyzrievaniapadentom v kompletnej remisii po ukami
prekurzorovych buniek je sprevadzany Zmenoqpemoteraple. Bunky, !(D sa |nk,ubov§I|
expresie urtych povrchovych antigénov'sflu_o,rescerne zna,en_yml monoklonalnyrtu
Metédou prietokovej cytometrie je mo néprotllatkaml uvedenymi v tabke 1. Naznaené
monitorova tieto zmeny, atak odliSirdzne bunky sa merall na pne?okovgm cytometri
stupne bunkovej diferenciacie aprisluéno@DfaCSC,amO“ athn?tene b,o“, V. programe
buniek k jednotlivym bunkovym triedam (2). BDfacsDiva. Jednotlivé populacie leukocytov

a patologické bunky sa vyzrik (,gate-ovali®)

Poznatky o expresii znakov normalnehma bodovych grafoch (,dot-plot”) pod znaku

hematopoetického vyvoja nam napomahajiD45.

Tab. 1 Protilatky (Beckman Coulter, * BD Bscience, # Myltenyi Biotec) pouité |
imunofenotypizéacii prekurzorovych CD34+ buniek gtidnych prekurzorov.

Fluorescenné Protilatky pou ité
zna enie na analyzu vyvojovych CD34 buniek a erytroidnych prekurzorov
FITC CD34, CD123*, HLA-DR, CD38, CD10, CD36, CD11b, CD16D2,
CD42b, CD61
PE CD34, CD13, CD33, CD133#, CD117, CD71, CD235a, CiB4, CD7
CD56, CDA41,
PC5 CD34, CD45

PerCP Cy5.5 [ CD105*
PE-Cy7 CD34*
APC CD117
APC-Cy7 CD45*




Vysledky
Imunofenotypova analyza CD34-CD117+ buniek

V_po iato nych analyzach_ sme Qreku_r;orpveDodatonou imunofenotypovou  analyzou
CD34+ bunky gate-ovali na Specifickichopas cp117+ buniek sme zisti, e tieto

znakoch myeloidnych prekurzorov - na ZnakBunky neexprimuji myeloidné a myeloidné

CD34+ _alebo znaku, CDll?, Vo zvyéenej, prekurzorové znaky (CD13CD33, CD133,
granularite (SSC). Tymto pristupom analyzY:DlZB, CD10, CD11b, CD15), neexprimuij

CD34+ prekurzorovych buniek sme odhalili ?hni T-lymfoidné znaky (CD2 CD3, CD5

rozne sub_populéc_ive_ buniek. . . . . CD7), B-lymfoidné a B-prekurzorové znaky
Najpo etnejSiu  subpopulaciu b“”'ek(colg CD20 CD10) a znaky

tvorili dvojito pozitivne bunky v expresii me 4 - -

gakaryocytové (CD41CD42b, CD61).
znakov. CD%.A' a Cbiis (.¢D34+CD117+Analyza odhalila, e tieto bunky, podobne ako
bunky); mlen5|ek percento tvorili bunkly, ktorierytroidné dr, exprimuji na svojom povrchu
exprimovali znak CD34 a neexprimovali CD11 kv CD ' D71. N iel o
(CD34+CD117- bunky) a naopak, bunky ktorZrla y Cbsba € - Na rozdiel od erytroidne)

. : ) . rte, exprimuju iba iasto ne Specificky znak
neexprimovali znak CD34 a exprimovali CD11 CD235 koforin A i
(CD34-CD117+ bunky) (obrazok 1). erytrocytov a_(glykoforin _A) a silno

exprimuju znaky CD117 a CD105 (CD105 je
Specificky znak erytroidnych prekurzorov); stale
si zachovavaju, ike slabu, expresiu znaku
CD45 a granularitu a vkos maju podobnu

ako vyvojové CD34+ bunky (obrazok 2).

Obr. I 3 r6zne subpopuléacie buniek: CD34+CD117+ bunky diracfarba), CD34-
CD117+ bunky (ervena farba) a CD34-CD117+ bunky (zelena farbakarié gate-
ovanim CD34+ buniek na pitatke CD34 voi zvySenej granularite (SSC) alebo zn
CD117 voi SSC.



Imunofenotypova analyza CD34+ CD117- buniek Imunofenotypova analyza istych CD34+ CD117+

Imunofenotypovou analyzou CD34+CD117buniek
bunieck sme zistili, e ani tieto bunky ISt€ CD34+ prekurzorové bunky sme ziskali

neexprimuj na svojom povrchu mye|0idn@ate-ovanim dvojito pozitivnych buniek pre

prekurzorové znaky (CD13CD33, CD133), znaky CD34+CD117+. Tieto bunky exprimuju
ale exprimuji znak CD10,0 je znak najmenej N@ Svojom povrchu znaky CD13, CD33, CD133,
zrelych prekurzorov B-lymfocytov HLA-DR, CD38 a neexprimuju zrelSie znaky

(hematogénov I.  &tadia). Populcia tycht§ranulocytov a monocytov, ako st znaky CD4

buniek ma vy3$iu granularitu a tak zachadZaP14, CD15, CD16, i'v literatare uvadzané
vbodovych analyzach do prekurzorovycknaky kmeovych buniek CD123a CD105

CD34+ buniek (obrazok 3). (Obrazok 2).

Obr. 2 Fenotypova analyzaistych prekurzorovych CB4+CD117+ buniek (mod
farba), erytroidnych prekurzorov CD34-CD117+efrfvena farba) arytroidnej drte ( It
farba). Prekurzorov€D34+CD117+ bunky exprimujd na svojom povrchu zn@b13
CD33, CD133; erytroidné prekurzory exprimuju zn&kp36, CD71, CD105 aiasto ne
CD235a (glykoforin A).



Obr. 3 Imunofenotypova analyza CD34+CD11Buniek, ktoré neexprimuju zns
myeloidnych prekurzorov (CD13CD33, CD133) ale exprimuju znak Bymfoidnyct
prekurzorov CD10.

Diskusia patologickymi bunkami, hlavne v ranom Stadiu
Prekurzorové CD34+ bunky sVyvoja ochorenia alebo ako minimalna
imunofenotypového  ladiska  tvoria v ZVySkova choroba (_MR[_))- _ _

regenerujlcej kostnej dreni jednu homogénnu vV regenerujicej kostnej dreni sme

populaciu buniek exprimujdcich znaky CD13Schopni zachyti aj pritomnos erytroidnych

CD33, CD133, CD117, CD38, HLA-DR. prekurzorovych buniek CD117+CD34-.
Doteraz sa nam nepodarilo odlidch algie Erytroidné prekurzoroveé bunky exprimuji na
imunofenotypové vyvojové stadia. svojom povrchu znaky CD36, CD71, CD105,

Poznatky 0 expresii a intenzite expresieiaStO ne znak CD235a, so zni enou intenzitou
CD znakov na povrchu CD34+ prekurzorovycleSt€ exprimuju znak CD45 a wes a
buniek sa vyuivaji v diagnostike a prigranularitu maju zhodnu s prekurzorovymi
kontrolnych vySetreniach vzoriek akdtnycHoD34+ bunkami. Tieto bunky sa objavuju v KD
myeloidnych leukémii (AML). Leukemické ihne so zainajucou regeneraciou po ukami
bunky AML maju asto zhodny fenotyp akolerapie. V tomto Stadiu regeneracie KD sme
prekurzorové CD34+ bunky. \aka tomu, e zatia zaznamenali ich najvySSi vyskyt — 0,6% a
vieme presne zadefinovémunofenotyp CD34+ ich poet asom klesa. Poznatky o expresii
buniek, sme schopni ich odli&i od Specifickych  CD  znakov  erytroidnych
patologickych buniek. Vo vzacnych pripadociPrekurzorov vyu ivame v diagnostike
sa v kostnej dreni mé u nachadzarekurzorové erytroleukemie AML-M6.
CD34+ bunky eSte v koexistencii s
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Uvod pritomnosou  poetnych  adenomatdznych

APC (adenomatous polyposis coli) gén jgolypov hrubého reva, —prevane v

tumorsupresorovy gén, lokalizovany na diho ektosigmoidalnej oblasti. Ide o prekancerézu,

ramienku 5. chromozému (5g21). Jénom ktcira kﬁ,lvaﬁ'nyk pqmgntovd Vef(')e T( vznlkku
Wwnt signalnej cesty a ma kova ulohu v olorextaineéno karcinomu do FOKOV VekU.

procese udr ania rovnhovahy medzi proliferécioﬁoznemysac'e modely predstavuji vyborny in

a diferenciaciou pas embryonalneho av:vz sys_ten)_ knal\_/ysgum(s cf'\1/|or9b_uud|da:
postnatalneho ivota (1). APC protein kédovan edovanie unku lie by (6). Mysacie modely

APC génom sa podia na progresii bunkového AI;) b,O“ \AyF\)/gute, bu , Chem'Ckor b
cyklu, chromozomélnej stabilite a na proces'(:,IJu agenezou genu (min mys), alebo

apoptozy (2). Beta-katenin je protoonkogéEommognr?u brelfolinbln:glgllJG?)gmbrg\/gga;I%Ch
predominantne viazany na E-kadherin. ARC/ mg ovyc It'ulme' ¢ (t' I ’I . < )',
kateninova signalna cesta hra centralnu l'J|0hAt,F min (multiple intestinal neoplasia) mysaci

v kolorektalnej karcinogenéze, takmer V(S'nodel s bodovou mutaciou v APC gene bol

vSetkych pripadoch rakoviny hrubéhmeva sa pgvym t'm od_eloml ,UdSkeJY fsmlllarnej .
zis uje dysregulacia -kateninovej signalnej a/fggm‘?‘ 0znel —po ypozyd I( )- Aggcl)\éggrlu
cesty. Ide bu o inaktivané mutacie APC S min - mysacim — modeiom,

roteinu alebo aktivamé mutacie proteinu - rputgnti pre ivaju dlhvé.‘ie' P,0a, literarnych
Eatenin (3). APC protein spolu gAxin, CKludajov APC1638N mysi, ktoré su heterozygotne

(kasein kindzal) a GSK3serin/treonin kinaza) pre mutaciu VAP.C gene typicky vyvinu tri a

vytvaraju komplex, ktory napomaha 1“osforylélciPa spontannych intestinalnych tumorov (8).
-kateninu, o vedie kjeho degradacii (4). .. .

Mutacia alebo strata APC génu vedié:Ie prace

k nemo nosti fosforylacie -kateninu a k jeho Cie om prace bolo zistidlohu APC génu/APC
stabilizacii, -katenin sa hromadi v cytoplazmeproteinu v prevencii kolorektalneho karcinomu
bunky a prechadza do jadra. V jadre aktivujpa APC+/APC1638N mySacom modeli.
kaskadu dejov, veducich ktumorigenéze.

Mutécie v APC géne su zodpovedné za vznidaterial a metody

familiamej -~ adenomatoznej polypozy (FAP)Pou ili sme APC+/APC1638N mysSaci model s

krelva, Kt ,? tﬁkt'e K za Ve sp?(radl.ck'ych mutaciou v APC géne indukovanou vlo enim
0|'0(;E ainyc ,all(rcmom%v, lg‘rc'r?l(.),movneomycinovej expresnej kazety do kodonu 1638
aiudka apaeraka ). amiliarna,, protismere transkripcie APC. Mutécie vedu k

adenomatozna = polypoza  je autozomal_n[%rbe nestabilného 182 kDa proteinu. Do nasho

dominantne dedna choroba, ktora sa Iorej"’“’uj"“pokusu bolo zahrnutych 19 mysi, z toho 10 bolo



transgénnych APC+/APC1638N. 19 mysiekJ dvoch mySiek sa nachadzali polypy, u jednej
bolo rozdelenych do dvoch skupin. Kontrolnioli 3 polypy v tenkom reve, u druhej bolo
skupinu tvorilo 6 mysSiek, znich 4 boliviac ako 10 polypov vtenkomreve adva
transgénne a 2 zdravé bez mutacie v APC gémpelypy v hrubom reve. U7 mysSiek
Experimentalnu skupinu tvorilo 13 mySiek, 6/ experimentalnej skupine bez mutacie v APC
bolo transgénnych a 7 bez mutacie v APC géngene sme nenasli iadne polypy v zaivacom
Mysky v experimentélnej skupine dostavali petrakte. Polypy boli histomorfologicky rézne -
os baktérie DE3plys6 s naklonovanym #&ubularne, tubulovilozne, vilézne, s alebo bez
exprimovanym APC génom 2 x tydenne vatypii.

mno stve 0,5 ml rozsuspendované v mlieku v

trvani 41 tyd ov. ISlo o nepatogénny kme Diskusia

Escherichia coli. Po usmrteni mySiek sm
vybrali zaivaci trakt od aludka po rektum,
nastrihli sme ho po celej #e a sledovali sme
vo nym okom a pod lupou viditaé polypézne

EaP je prekancerézny stav vydagici vo
va Sine pripadov do vzniku kolorektalneho
karcinomu (9). Genetickym podkladom tohto

i Odobraté tkaniva boli nasledne fi stavu je inaktivand muticia v APC géne.
Gtvary. Odobraté tkaniva boli nasledne fixovangs oo\ iivacia«  APC génu by mohla
v10% formaline azaliate do parafinu

- . ) . _predstavova potenciany terapeuticky zasah vo
V Standardne h'St.OIOQ'Cky spracovanycly; gy a progresii FAP, zatiao tom nie su
vzorkach celého traviaceho traktu sme hodnoti Ldne dostupné Iiterérr;e Gdaje. V nasej préci
prl'tomnos, polypoznych zmien ,SnéSIGdnymsme pou ili APC+/APC1638N mySaci model
pc_)lr(ovnsnlr_nk'h m:allkroskop’|\|ckeho wrd .auvédzany aj v inych pracach (6), u ktorého sme
MIKFoSKopickeno — nalezu. = Na — potvr enlei)odélvali nepatogénne revné baktérie s
protektivne] ulohy APC proteinu v steneeva naklonovanym a exprimovanym APC génom.

na vz_nik polypov planujeme _valéom kroku Tento model sa ukazuje byhodnym modelom
vySetri vzorky reva s polypmi a vzorkyreva FAP vopripade heterozygotnych  zvierat,

s normalnou sliznicou imunohistochemicky na ktorych sme zaznamenali vznik polypov v
prl’tom'n'os glleb'o absen'cm. APC.:, pmte"F‘ aivacom trakte, najma v tenkom reve.
s pou itim krali ej polyklonalnej protilatky proti Z literarnych Gdajov je zname, e \&na

APC. polypov v mySacich modeloch sa nachadza
v tenkom reve a len malé mno stvo polypov je
v hrubom reve, o zodpoveda aj nalezu u nami
Ukazalo sa, e nie vSetky utvary makroskopickyou itého zvieracieho modelu. Je to fenotypicky
hodnotené ako polypy boli skutwté polyp6zne odliSné od familiarnej adenomat6znej polypdzy
vyrastky revnej sliznice, pravdepodobne iSlau udi, kde je postihnuté vylae hrubé revo.

o riasy sliznice. Pri mikroskopickom vySetrenPodavanie nepatogénnychrevnych baktérii
celej dky riev mali vSetky 4 transgénnes naklonovanym a exprimovanym
mySky z kontrolnej skupiny polypy vtenkomnemutovanym APC génom transgénnym
reve, jedna naviac aj v aludku. Zdravé myskynySkam s mutaciou Vv APC géne ma
bez mutacie v APC géne boli bez ndalezjednoznany protektivny vplyv na vznik
polypov. V kontrolnej skupine sme nenaslpolypov v sliznici zaivacieho traktu. To
polypy v hrubom reve. V experimentalnej potvrdzuje vysoky pcet (66,6%) takto
skupine pri  mikroskopickom vySetreni 6lie enych zvierat bez nalezu polypov.
transgénnych mysiek boli 4 (66,6%) bez nélezu.

Vysledky

Grant VEGA 2/5025/27, 2/0081/08 a grant APVV-0434-0
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Uvod pozostava z viacerych stupv, z ktorého ka dy

Nadory Stitnej azy su zavané endokrinnéeSYoIMm U inkom aktlyu1e stupe nasledujuci. I,D”
aktivacii  posledného stup, vytvorenim

choroby postihujuce vyznamni@s populacie. komplexu MEK/Erk je vjadre ovplywovana

Naj astejsie ide o nadory  z folikularmych ranskripcia génov zodpovednych za produkciu
buniek, avsak medzi maligne typy patri aﬁ@znych molekdl, medzi nimi aj cyklin D1.

medularny karcinbm, vychadzajaci’, . o . ~
z parafolikularnych buniek,asto s pritomnymi ﬁ\\ifgl\;r\]/aovaMAZjK/ I;:E dusl:gir&alrr]r?oleirua}ga Hllrgi €
metastazami v lymfatickych uzlinach, gzach, ten nasledne iniciuje produkciu VEGF,

kostiach a peeni (1). Strethvame sa s jeh . o .
P (1) : cﬂlavneho angiogénneho rastového faktora.

sporadickou, ale idediou formou, kedy je Pritomnos tychto markerov je asto spajana
su as ou syndromu mnohopetnej endokrinnej 10S 1« arkerov je bajana
agresivnejSim spravanim nadorov a skorSim

neoplazie (2A, 2B), pripadne familidrny vysky('s , . .
samotného medularneho karcinbmu. Za vznik Iéastupgr_n metastazovtama.  orace bol .
zodpovedny RET onkogén, kodujaci receptor ~1€ om p:(rlc?zen ngqej prace do ?, overrll
s aktivitou tyrozinovej kinazy, v ktorom expresiu cyKiinu v medularnyc

: 5 5 ACi A karcinomoch S&titnej azy apopri tom sa
ng;lsigzc?]nzg) zarodee  mutacie v roznych pokusi omony dokaz vplyvu MAPK/Erk

Jednou zo  zakladnych vlastnost?ignélnej drdhy na jeho aktivaciu atie na

nadorovych buniek je nekontrolovany rast Brodukmu HIF1 anasledne VEGF v tychto

teda astejSi prechod bunkovym cyklom. Tenté‘adorOCh'
prechod je kontrolovany viacerymi molekulami .
jednou z nich, konkrétne pri prechode bunie‘ylewd'kal

z G1 do S fazy, resp. z G2 do M fazy, je cyklifPou ity bol subor 13 archivnych bioptickych
D1. Tento sa nachadza v neaktivnej formezoriek medularneho karcindmu Stitnejazy.

v cytoplazme, kde sa viae scyklin-Hodnotena bola pozitivita na markery cyklin
dependentnymi kinazami, prechadza do jadidl, HIF1 aVEGF v nadorovych bunkach.
a tu umo uje prechod buniek bukovym cyklomAktivacia drahy MAPK/Erk bola hodnotena na
(3). Pri viacerych typoch nadorov je pozorovanzaklade pozitivity markerov p-MEK1/2 a p-
zvySena expresia cyklinu D10 mbée by p42/44 MAPK (Erkl/2). Expresia proteinov
pri inou astejSieho delenia a proliferaciebola detegovana prostrednictvom
nadorovych buniek. Expresia cyklinu D1 jemunohistochemického vySetrenia pou itim
ovplyv ovana viacerymi signalnymi drahamikomer ne dostupnych protilatok proti cyclin D1
jednou znich je aj mitogénom aktivovangNovocastra, USA), HIF1 (NeoMarkers,
proteinova kinaza/ extracelularnym signaloruSA), VEGF (Santa Cruz, USA), p- MEK1/2,
regulovana kinaza (MAPK/Erk)- signélna drah@- p44/42 MAPK (Erk1/2) (Cell Signaling,
(4). Prvy stupe mo e by aktivovany réznymi USA). Reakcia bola vizualizovana
rastovymi faktormi, pripadne véazbou signalu nprostrednictvom univerzalneho peroxidazového
receptor s aktivitou tyrozinovej kinazypolyméru Histofine (anti-mouse, anti-rabbit)
v bunkovej membrane. Signalna  drdha pou itim diaminobenzidinu (DAKO, Dansko),



ako substratu pre reakciu. Vyhodnotena bofaozitivitu potrebnd na ovplyvnenie produkcie
semikvantitativne vo svetelnom mikroskopeyklinu D1 iba v 4 pripadoch (28,5%). S8nu

(Axioskop 40). RozliSovana bola pritomnos pozitivitu na markery- p- MEK1/2, p- p42/44
jadrovej a cytoplazmovej pozitivity proteinov,MAPK a cyklin D1 sme pozorovali v4

pripadne negativita. pripadoch (28,5%). Pozitivitu na markery
MAPK/Erk signalnej drahy a HIF1vykazovali
Vysledky opa iba 4 pripady (28,5%), sasnu pozitivitu
j na VEGF sme pozorovali v2 pripadoch

V medularnych karcinomoch sme aktivaci
MAPKI/Erk signalnej drdhy pozorovali celkovo
v 10 pripadoch (71,5%), avSak jadrovu

14%).

Medularny karcinom- celkovy pet 14

MEK (cytoplazma), Erk negativne 4 (28,5%)
MEK (cytoplazma), Erk (cytoplazma) 6 (43%)
MEK (cytoplazma), Erk (jadra) 4 (28,5%)
MEK (cytoplazma), Erk (jadrd), cyklinD1 (jadra) 28(5%)
MEK (cytoplazma), Erk (jadra), HIF1(jadrd) 4 (28,5%)
MEK (cytoplazma), Erk (jadrd), HIF1(jadrd), VEGF (cytoplazma) 2 (14%)
MEK (cytoplazma), Erk (cytoplazma), cyklinD1 (jajira 6 (43%)

\

- MEK ¥ (cytoplazmovi
P 2 (cytop HIF1 (jadrova pozitivita)

pozitivita)

/

T Cyklin D1 (jadrova
pozitivita)

p- p42/44 MAPK (Erk %

(jadrova pozitivita) VEGF (cytoplazmov:

pozitivita)

Obr. 1.. Znézornenie expresie sledovanych markerov (hnéaida) vtkanive
medularneho karcinomu Stitnejazy.



Diskusia HIF1 a nasledne aktivovanej molekuly VEGF.
e zname, e rychlo rastice nadory aich
metastazy vyerpaju zasoby kyslika, im
ochadza k navodeniu podmienok hypoxie,
ord podnecuje alSie procesy umoujuce
obnovu prisunu kyslika a ivin do nadorového
aniva, ako napriklad tvorbu novej cievnej siete
11). Zaujimava je 100% pritomnodaktora
\I7IIF1 v medularnych karcinomoch, avSak opa
Iba v nizkom pote pripadov (4/13) je molekula
aktivovana pomocou MAPK/Erk drahy. Z tohto
h adiska sa molekula HIF1 ukazuje by
dble itou pre objasnenie patogenezy
medulérneho karcinbmu. Jej pritomnoso

Medularny karcinom tvori iba 5- 10% vSetkyc
malignit Stitnej azy, ale pri jeho neskorom
odhaleni patri medzi agresivne a rychlo ﬁ<
Sirlace nadory (1). Doposia jedinym
spo ahlivym lie ebnym postupom je totalna
tyreoidektomia. Chemoterapia, pripadn
radioterapia plni skér udriavaciu libu pri
metastazach vo vzdialenejSich oblastiach.
rbznych nadoroch (ezofagus, (ga) sa
molekula cyklin D1 ukazuje vyu itea v lie be
(5), vysledky z tkaniva Stitnej azy su nejasné,
zvlas v pripadoch medularneho karcinomu (6
V nasej predchadzajucej Studii sme preukaz , . -
jeho pritomnos vo vSetkych sledovan)'/ChvgeFkyCh prlpadqch by . vsak mOhI? ma
pripadoch medularneho karcindmu (7) a overiﬁu,VISIOS S morfologlqu nadorg, konkfetne S
jeho expresiu v suvislosti s aktivaciou NB- p/ntomnosqu . ob!astl hypoxie \{dosledku
signalnej drahy. MAPK/Erk signalna draha | ychleho vyvoja nadoru. RET onkogén, receptor

nadmerne aktivovana asi v 30% malignitudi r%/:eodzl:?éor\r/leejhokligiéiyr;érr?s Jgﬁﬂ; r?salz; Izvr;lélllj
(8) a zameranie sa na jej jednotlivé asti sa :

. . 2 : . MAPK/Erk signalnej drahy, ateda aktivacii
zda by s ubnym v protinadorovej terapii (9). . .
Viaceré prace opisuju aktivaciu tejto drahy!™1 anasledne VEGF zodpovedneho za

vpapilérnych karcinémoch §t|’tnej azy, JEJ ¥)FOCGS angliogenezy asprostredkovanle sirenia

aktivacia v karcinomoch z parafolikuIélrnychné“joru\’/j,e lnzpkravdepodtobné.  studie odhid
buniek nie je preukazana (10). Predkladané lek IysekIY prgien Omgij SE |ed(3| ’:J
vysledky aktivacie cyklinu D1 pomocoumoe uly  cyxiin a axo  dole ite

MAPK/Erk drahy (3/13), sa zhoduji s nazol progresii medularneho karcindbmu. Po overeni

predoslou Stadiou, ktora bola zamerana ?SObl.J ich aktivécie a!éimi sig_nélnymi
aktivaciu cyklinu D1 pomocou dréhy NE. rahami a na p@tnejSom subore pacientov, by

Z h adiska skorSieho nastupu él’renigmhIi py vyu itelne .Vl,ie be mgtgstézujuceho
nadoru je dobleita tie pritomnos molekul medularneho karcinomu stitnej  azy.

Té&to praca vznikla vaka podpore v rdmci OP Vyskum a vyvoj pre projektobudovanie centra
excelentnosti pre nahle cievne mozgové prihodyekarskej fakulte UK v Bratislave (ITMS: 26240120023
spolufinancovany zo zdrojov Eurépskeho fondu regiaho rozvoja.
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Uvod Material a metody

Laserova skenovacia cytometria (LSC) j®&a cytometricki analyzu sme pouili 10
relativne novou technoldgiou, ktora spaja v selparafinovych blokov s tkanivom z ovérii a 58
niektoré vlastnosti prietokove] cytometrieyzoriek tkaniva z biopsii od 29 pacientok s
digitdlnej mikroskopie a obrazovej analyzykarcinomom prsnika. Suspenziu buniek z
Princip analyzy je zalo eny na kvalitativnomnefixovaného tkaniva sme pripravili
a kvantitativnom vyhodnoteni rozptylu svetlanechanickou dezintegraciou pomocoepele
laserového lta  alaserom  excitovanej iletky. Z formalinom fixovaného tkaniva ovarii
fluorescencie emitovanej z fluorochromamkzaliateho do parafinu sme monocelularnu
zafarbenych buniek, ktoré su fixované nauspenziu pripravili enzymovou dezintegraciou
mikroskopické podlo né sklo(1). Ako jedna(1% pepsin) odparafinovanych 50 hrubych

z novych metdd v histopatologickej diagnostikeezov a porovnavali sme dva metodické postupy
nadorovych choréb, ponudka viaceré mo nostiez zahrievania a so zahrievanim tkanivovéeho
pou itia pri skimani biologickych vlastnostirezu v citrdtovom tlmivom roztoku (60min.,
nadorovych buniek a objektivnej kvantifikacii37°C). Formalinom fixované ado parafinu
bunkovych subpopulacii(2). Cytometrickouzaliate tkanivo prsnika sme dezintegrovali 0,1%
analyzou obsahu DNA v bunkovej populacipepsinom. Suspenziu buniek sme fixovali na
pomocou LSC je mo né stanovbbsah DNA, podloné sklo pomocou cytocentrifigy. Na
na zaklade fluorescencie farbivafarbenie jadier sme pou ili propidium jodid (PI)
stechiometricky viazaného na jadrovid DNAa cytoplazmu sme farbili monoklonélnou
Obsah DNA sa vyjadruje ako DNA index, ktoryprotilatkou proti cytokeratinom 8, 18 a 19
uddva pomer medzi obsahom DNAonjugovani s FITC. Na testovanie

v analyzovanej populacii buniek a obsahomyznamnosti odliSnosti spracovania
DNA v kontrolnej diploidnej populacii buniek nefixovaného a formalinom fixovaného do
3). parafinu zaliateho materialu sme pou ili parovy

t-test akoreland analyzu. Za Statisticky

Cie om prace bolo porovnametodické . . :
yznamné sme pova ovali p<0,05.

postupy spracovania bioptického materialu’
navrhni a overi metodicky postup na .,
spracovanie formalinom fixovaného tkaniva\1/ySIECIky
zaliateho do parafinu vhodny na analyzKvalita suspenzie buniek z formalinom
archivneho materialu a porovnavysledky fixovaného tkaniva z ovarii bola vySSia pri
stanovenia obsahu DNA afrakcie S fazyetdde bez zahrievania rezu vatlom na
ziskané analyzou monocelularnej suspenzigsSSiu vyanos buniek, lepSie zachovanu
z nefixovaného  aformalinom  fixovanéhanorfologickl Struktaru jadier a farbiteos
tkaniva. propidium jodidom. Mno stvo deStruovanych
buniek a bunkovych zhlukov (DBA) bolo vysSie
pri metdéde bez zahrievania. Pritomndisakcie
cytokeratin pozitivnych buniek (CK+) sme
nezaznamenali ani v jednom pripade. Kvalita



histogramov vzhadom na variany koeficient ziskanych obidvoma metodickymi postupmi sa
(CV) vrcholov zodpovedajucich GO/G1 fazevyznamne neodliSuje (p>0,05).

bola vySSia pri metéde bez zahrievania a tie V analyzovanom materiale sme ziskali
DNA indexy a frakcia S fazy sa presnejSie dobrua korelaciu medzi hodnotami DNA indexov
alepSie  hodnotili  (Tab. 1). Kvalita(r = 0,970). Tie hodnoty S fazy ziskané
monocelularnej suspenzie pripravenegnalyzou nefixovaného a formalinom
z peroperanych biopsii prsnika bola vysSia prifixovaného tkaniva dosahuju signifikantnu
metode spracovania z nefixovaneého tkanivaorelaciu (r = 0,553). (Tab. 2).

Bunky v suspenzii mali vdy jadra obklopené

Tab.l Kvalita monocelularnej suspenzie z formalinom ¥ixoého tkaniva z ovarii.

1% pepsin zahrievanie + 1% pepsin

Erle.merny poet izolovanych 87,66x16 + 33,12x18 | 57,02x16 + 31,77x18
uniek/ml
Mno stvo deStruovanych buniek viac menej
a bunkovych agregatov (DBA)
Morfologicka Struktara jadier lepSie zachovana Simrachovana
Farbitenos jadier lepSie zachovana horSie zachovana
Varia ny koeficient (CV) 10,8 % + 3,3 % 12,2 % + 3,6 %
DNA indexy Vpresnejéie hodnqty hodnoty viac ko'IisaIi
v3etky reprezentativne| 5 nereprezentativnych

Frakcia S fazy presnejSie hodnoty menej presnadtgd

Tab.2 Kvalita monocelularnej suspenzie z biopsii prsnika

. , . formalinom fixovany
nefixovany material S
material
, : : . parovy korelacia
priemer £ SD| Min — Max priemer + SD| Min - Max t-test "
(P)
DBA (%) 10,645,99 | 35309 155594 | 3,6-27.7 p°<'80055 f = 0,055
CK+ (%) 62292562 | 7,3-980| 74066 | 0,6-39,1 8;00081 r=0,186
0,04
0, - - ! =
CV (%) 7,14+1,53 4,2-10,5 7,94+1,79 4,2-10 5p<0,05 r=0,019

cytoplazmou a boli lepSie farbiteé. Bunkova Diskusia
suspenzia pri metode spracovanigri
z nefixovaného tkaniva obsahovala mens$

mno stvo destruovanych b_unlek a blfnkovyc%ezintegrécie pred enzymatickou digesciou, aby
zhlukov. Frakcia CK+ buniek bola vyznamng - icisovala mo nos  modifikacie

vyééig v,suspenzii_, buniek IDri'Or""venebovrchu buniek  aepitopov  antigénov

z neflx?(vaTtehcr)]_n}[aterlalu. & CV vrchol potrebnych pre naviazanie fluorescea
vaiita nistogramov po vreholov oznaenych protilatok (4). V naSej praci sme

zodpovedajucich GO/G1 faze bola S|gn|f|kantnﬁe pouili na pripravu vzorky nefixovaného

vyssia v suspenzil buniek ziskane kaniva mechanicku dezintegraciu a ziskali sme

z nefixovaného materialu. Stanovenie Obsa%nkovu suspenziu s dostatgm mno stvom
DNA na zéklade hodn6t DNA indexov .
cytoplazmy okolo jadier.

dezintegracii nefixovaného materidlu sa
prednostuje metoda mechanickej



Mechanickd dezintegracia formalinommno stvo deStruovanych buniek a bunkovych
fixovaného tkaniva zaliateho do parafinu jehlukov a vySSie hodnoty CV oproti suspenzii
malo pou ivanym spd6sobom pripravy bunkovegiskanej z nefixovaného bioptického materialu
suspenzie. astejSi spésob pripravy je pomoco(5, 6). Pripravi suspenziu buniek z fixovaného
enzymove] digescie najma& pepsinom tkaniva s dostatmym mno stvo jadier so
trypsinom. V naSej praci sme pri pripravebytkami cytoplazmy je pod naSich skusenosti
bunkovej suspenzie testovali rozne koncentragieoblematické. Napriek tomu, e sme pouili
pepsinu (1%, 0,75%, 0,5%, 0,25%, 0,15%metodicky postup poé Leersa et al. (7),
0,1%) a najvhodnejSie boli 1% pre tkanivonedosiahli sme také mno stvo CK+ buniek ako
ovaria a0,1% pre tkanivo prsnika, kedy smeavadza autor.

ziskali dostatoné mno stvo izolovanych Vysledky analyzy obsahu DNA vo
a neposkodenych jadier o) zbytkamvzorkach nefixovaného a formalinom
cytoplazmy. fixovaného materidlu dosahuju dobru korelaciu.

Fixacia tkaniva vo formaline spésobujev/ analyzovanom materidle sme podobne ako
zhorSenu farbitenos jadier propidium jodidom viaceri autori (7, 8, 9) dosiahli vysokd hodnotu
a zniuje kvalitu histogramov, o je moné korelaného koeficientu medzi hodnotami DNA
zlepSi revitalizaciou tkaniva v citratovom indexov, tak e obidva metodické postupy je
roztoku (5, 6). V naSom experimente sme tymimo né spoahlivo poui na analyzu obsahu
postupom nedosiahli zlepSenie farbitesti DNA. Taktie hodnoty S fazy dosahuju
jadier. Metoda bez zahrievania sa v naSickyznamnu korelaciu, ale korelay koeficient je
podmienkach ukazala ako vhodnejSia, lebai Si (7, 8, 9), preto je frakcia S fazy lepSie
umo ovala aj lepSiu morfologickl analyzuhodnotitena v nefixovanom tkanive vzadom
izolovanych buniek. na ni Sie hodnoty CV a mensSie mno stvo DBA.

Suspenzia buniek pripravena
z parafinovych  bldkov obsahuje znaé
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Uvod alSie typy konexinov (Cx30, Cx31, Cx32,
Cx43), ktorych vyskyt je zriedkavejsi,

Frekvencia vyskytu vrodenej hluchoty je= " - .
pribli ne 1:1000 novonarodenych deti. Asi 50 o/vynlmkou mutac,le deﬂg‘JBGD13V8183"O) genu
JB6 pre konexin 30. Neraz vsak figuruju pri

pripadov vznika na genetickom podklade (1 luchote neiasnei _etiolodi leb form
V su asnosti sU zname mutacie desiatok gén chote ‘nejasnej  etiologie alebo vo Torme
Zlo enych heterozygotov u jedincov s jedinou

podmie ujucich senzorineuralnu hluchotu (2),-~ = . .
ori om odhady pau génov podieajiicich sa na postihnutou alelou génu pre konexin 26, ktorou
I recesivne] dednosti nemo no vysvetli

poruchach sluchu dosahuju radovo 150-209" . L . i
génov (3). Dedine podmienena porucha sluch®" 1N sluchoveho postihnutia (7).
sa mbe prejavi aj neskér poas ivota
u prvotne poujucich jedincov, napstejSie ako
progredujuca porucha sluchu. \&fha pripadov Subor vySetrovanych tvorilo 60 pacientov (vek:
prelingvalneho sluchového postihnutia patri &-51 rokov, M: = 30:30) I. ORL Kliniky
senzorineuralnemu typu poruch sluchu. TieEFUK a iakov jednej z bratislavskych
tvoria etiopatogeneticky réznorodu skupinunternatnych Skol pre sluchovo
ochoreni vnutorného ucha a sluchovej nervovbegndikepovanych. Vtomto subore bolo
drdhy. Mo nosti ich klinickej molekularno- zahrnutych aj 13 uivat®v kochlearneho
genetickej diagnostiky na Slovensku bolimplantatu. Na zaklade predchadzajucich
doteraz vyrazne limitované (dostupné je lemobrazovacich vySetreni bol u 2 pacientov
vySetrenie génu pre konexin 26). zdokumentovany vyskyt vyvinovej anomalie

V Europskej populécii st najstejSou vnutorného ucha (rozSirenie vestibularneho
genetickou priinou nesyndromovej hluchoty aqueduktu, Gzke vnatorné zvukovody). Inklizne
mutacie génuGJB2 kédujucom konexin 26 kritéria zah ali obojstranni senzorineuralnu
(Cx26). Mutacie génsJB2 sa dedia preva ne poruchu sluchu, vek diagnostikovania poruchy
autozémovo recesivne. Fenotysluchu do 60 rokov, absencia zava nych
senzorineuralnej poruchy sluchu suavisi s typomiacpo etnych  vyvinovych  chyb  a/alebo
mutacie a zaha naj astejSie vrodenu poruchumentélnej retardaciea Sieho stupa a suhlas
sluchu a hluchotu, zriedkavejSie postupns genetickym vySetrenim potvrdeny podpisom
progredujucu, pripadne rekurentni  nahlpacienta alebo jeho zakonného zastupcu na
poruchu sluchu (4, 5zacne sa mutacie génutla ive informovaného suhlasu. S pacientom,
pre konexin 26 viau aj so syndromovoiwktory sp al uvedené kritéria, bol vyplneny
poruchou sluchu vasociacii s ko nymidotaznik zamerany na bli Siu charakteizaciu
ochoreniami (KID - _kratitis —ththyosis - poruchu sluchu, sprievodné symptémy a
deafness syndrom, palmoplantarnaodinni. anamnézu. Nasledne bola odobrata
keratodermia) (6). Hluchota mbe by vzorka vendznej krvi na molekularno genetické
spbsobena aj defektami génov kodujucich

Material a metédy



vysetrenie do Specialnej odberovej skimavky
(PAXgene, Svajarsko). Diskusia

Analyza  DNA  bola  vykonana Vyskyt patogénnych, recesivne dedich

vlabo_rator{l,JI . DI(;A‘E;GEI\"E g’ S Al\J/StaVItIJ mutécii konexinovych génov sa potvrdil u
experimentain€j -~ endokrinologie : apolovice vySetrovanych subjektov. Svédo o

pl\r/lesllt<_r||r1|ng DN"L‘. b(:_la v&/bran% mtetoda g'bLPA\/ysokej frekvencii nosstva mutacii génu GJB2
(Multiplex +lgation-dependen _febe -, populécii, ktord udavaju aj ini autori (8).

Amplification), schopna zachyti naj astejsie Prevalencia poruch sluchu podmienenych

delené mutacie. Pouity bol komene PP A ! . .
. ; mutaciami konexinovych génov na urovni 36,7
dostupny MLPA kit (SALSA MLPA KIT P163- %. DoterajSie odhady pripisuju konexinovym

'CI':ii’ '\ZA;]C;GOHSPGC&/ Osrsﬁhvuéjgfliyﬂ'ge)'yg;]z’o‘g%rr?g\'/mutéciém pribline 20 9%-ny podiel na
GJB2 (konexin 26) aGJB6 (konexin 30) a 4 pripadoch hluchoty v detskom veku. Zisteny

b Ssteid HACi AMGJB3 rozdiel mono vysvetli réznou poetnosou
proby pré najastejsie -mutacie gent suborov, Sirkou nastavenia inkliznych kritérii a
(konexin 31). alej st pritomné préby pre

. L . etnicko-geografickymi rozdielmi, ktoré s@asto
vybrané mutacie génowOU3F4 (porucha 4 . . L
sluchu viazana na chromozém X) \WFS1 markantné (9). Vysoky podiel mutacie 35deG

. A . i bol o akadvany, k e v kaukazoidnej populacii
(Wolframov syr_1drom). Udaje z iskane [,)NA'e najfrekventovanejSou prave tato mutéacia,
analyzou boli  vyhodnotené  softvéro

) eslica zhruba 50 9%-ny podiel na

GeneMarker (SoftGenetics, USA). vSetkych mutaciach gér@JB2(10). V romskej
. populécii dominuje mutacia W24X (9). Tato
Vysledky mutacia nebola u vySetrenych pacientov
U 60 pacientov indikovanych na genetick@nalyzovana. Digenicky viazana detbs
vySetrenie pre obojstrannld senzorineuralmsenzorineuralnej poruchy sluchu (GJB2xGJB6)
poruchu sluchu bol vykonany preskriningpatri medzi zriedkavé formy, hoci v literatare
vybranych konexinovych génowB2, GJB3, bola u opakovane dokumentovana (7). VSetky
GJBH metédou MLPA. Mutacia v génochmutacie zaznamenané v prezentovanom subore
kédujucich molekuly konexinov bola dokadzan& boli v minulosti popisané ako patogénne
u 30 probandov (50 %). Kady ztychtomutacie s recesivnym typom deubsti.
pacientov niesol mutaciu gén®JB2 ktora Negativny vysledok vySetrenia u
postihovala aspo jednu alelu. U jedného pacienta nevylwje mo nos poruchy sluchu na
probanda bola zistenA mutacia gé@iB6 baze inych  mutacii génov pre Studované
(zlo eny heterozygot s mutaciou 35delG génkonexiny. Dévodom je selektivita pou itej
GJB2. Vo vySetrovanom subore nebolanetédy MLPA, ktorou je mo né vySetrilen
preukazana iadna mutacia géGuB3 naj astejSie sa vyskytujuce mutacie (delécie) vo

Zistené spektrum mutacii zallo: vySetrovanych génoch. Vzorky DNA od
35delG, ivs1+1G>A, 167delT, 313dell4 v génpacientov, ktorym nebola uvedenym vySetrenim
GJB2 a mutaciu delD13S1830 v gér®@JB6 zistena iadna mutacia alebo bol pritomny nalez
NajfrekventovanejSia delécia 35delG bolgedinej mutovanej alely, budli podrobené DNA
zachytena u 23 pacientov, u 16 z nich (26,7 %halyze pomocou sekvenovania celych génov.
v homozygotnom stave. Zlo ena heterozygozitAk ani tato metdéda nepomd e odhalpri inu
bola potvrdena u 6 probandov (10 %), vratangoruchy sluchu, bude DNA tychto pacientov
jedného  pripadu digenickej vazby alo en& do zriadenej DNA banky na neskorSie
mutaciou genuGJB6 Presnu etioldgiu poruchy pou iti, kedy na zakladne najnovsich vedeckych
sluchu tak bolo moné stanovi u 22 poznatkov sa budu pri vySetrovaalSie gény,
vySetrenych o0s6b (36,7 %). Bialelicképodieajuce sa na vzniku senzorineuralnej
postihnutie sa podarilo dokazaj u 30,7 % poruchy sluchu. Vysledky mo no v sdsnosti
uivate ov  kochlearneho implantatu. Upriamo aplikova do klinickej praxe na urovni
pacientov ) potvrdenou kongenitadlnogenetického poradenstva. V budicnosti sa
anomaliou vnutorného ucha nebola metédquwedpokladda monos predikcie vysledku
MLPA zistena iadna mutécia. kochlearnej implantacie na baze podrobnych



znalosti vzahov medzi genotypom a fenotyponv asnej etiologickej diagnostiky a sluchovej
poruchy sluchu a zavedenia skriningovéheehabilitacie.
vySetrenia rizikovych skupin na zabezpeie
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Introduction sialyltransferases Il and IV (ST3Gal — I, IV)
Sialic acids occupy the terminal position on théAviva Systems). Sugar specificity of lectins
oligosacvharide chains of glycoconjugatesias confirmed by neuraminidase pretreatment
situated on the outer cell membranes. Thef sections (Sigma).

serve a diverse variety of functions referring to

almost all types of recognition phenomena arilochemical analyses

adhesion mechanisms (1). The knowledge abolfie level of glycoprotein-bound sialic acid was
glycoproteome in skeletal muscle is limited angetermined in homogenized muscle tissue
most of the information come from detailedsamples by color acidic ninhydrin reaction and
studies on aberrant g|ycosy|ation in Som@e absorbance was measured at 470 nm. Sialic
inherited muscle diseases (2). This worRcid was expressed in terms of nmol N-
describes for the first time the intracellula@cetylneuraminic acid/mg protein.  Total
changes in sialylation of skeletal muscle fibegialyltransferase activity was measured by
during the process of its transformation into #corporation of CMP-N-{'C]-acetylneuraminic
nurse cell after occupation by the parasitidcid (Amersham) on acceptor asialofetuin

nematoddrichinella spiralis (Sigma). Radioactivity was counted in liquid-
scintillation  spectrometer.  Sialyltransferase
Material and Methods activity was expressed in terms of counts-per-

Sample preparations minute (cpm)/mg protein.

BALB/C mice, 3 males in each group, WETe, teomic study

inoculated with 500 infective Trichinella - : :

T _ Precipitated and enriched cytoplasmic muscle
splra}l!s larvae (_code 'ISSO3).The MICE WETe nrotein fraction (0 and 16 d.p.i.) was separated
sacrificed at defined time points (0, 10, 14, 1 n 5% gel by SDS-PAGE and western-blots
and 45 days post infection (d.p..)). .Skelet. ere stained with SNA. Protein bands from
muscle samples were frozen or fixed iffocteq muscle samples, which were more
mocﬂﬂed methacarn'flxatlve'for 48 hours aNBeactive to SNA unlikely to their counterparts
routinely .proces'sed in paraffln._ParaIIeI se.ctlorﬁom control samples, were submitted to
were sta_med V\."th haemat_oxylln and eosin fq{'/IALDI-TOF for identification by peptide mass
routine histological evaluation. fingerprinting. The spectra of the peptide
sequences were analyzed using the Mascot

ngine through databases NCBInr, MSDB and

wissRrot.

Immuno- and lectin histochemistry

Muscle tissue sections from all intervals wer
stained with three lectins specific for sialic aci
— TML (Calbiochem), MAL and SNA (Vector)
and two rabbit polyclonal antibodies te2,3-



Results Gal-1V in non-occupied muscle fibres. ST3-Gal-
Detection of sialylated glycoproteins Il d_id_ not cha_nge in occupied fibres; STBGaI_-IV
At day 10 p.i. all three lectins showedBt@ining was increased at days 10 and 14 p.i. but
membrane and focal sarcoplasmic reactivity i¥as lostin nurse cell. The rates of incorporation
occupied fibres, the staining was increasingf iSotope-labelled sialic acid were enhanced at
during the transformation of the fibre (Fig. 1}933/5 10 and 16 p.i.
and persisted also in the nurse cell. The i . -
sarcoplasm of non-affected muscle fibres digSP!c€ Mass fingerprinting
not react with the lectins. The level of boun het .SN% Iedctln btlﬁts show_ed ?t Ieaslt folur
sialic acids was increased from 18.2 nmol/mg'® eﬁ? b f‘n S \1\%6 agpﬁ)glin[?e rr?or:ecu ar
protein in control samples up to 52 nmol/m €g etween an a, which were
protein in infected samples ore reactive to SNA compared to their
' counterparts from the control samples (Fig. 2).
Siayltransferase activity Results from peptide mass fingerprinting did not
Immunohistochemistry showed weakprovide sufficient information about the protein

constitutive expression of ST3Gal-Il and ST3Part of the reactive glycoconjugates.

A 4 B C
Y o R

o\ *

v

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

A B
200 kDa — Myosin, rabbit muscle—>
muscle
159 kba —m8M8M8m —> - —
158 kba ———M8M8M8™ > —>
«— —>
156 kDa _ —>
<
126 kba —m8™—> —> <« _5
116 kDa — - Galactosidases.—>
coli
C S S C

Fig. 2. SDS-PAGE (A) and SNA lectin affino-blot (B) of dool (C) and infected witf.
spiralis (S) mouse muscle samples, 16 d.p.i. The arrowisdtel protein bands whi
were analyzed by peptide mass fingerprinting.



Discussion from the satellite cells after regeneration (2).

Our work presents for the first time thatT herefore, -dystroglycan seemed to be a

occupation of the striated muscle fibre by thgylltalblte dcalmdldat(i 'relpr(tesent]:fngttge ol;etecttfed
parasitic nematod€. spiralisis associated with slalylated glycoprotein in the atfected portion o

) : . lasm.
local intracellular increase of sialylated®® cOP , L
glycoproteins, even though we coulﬁ not Recent pioneer studies indicated that the

identify the protein carriers  of this Processes of gene expression and cell

oligosaccharide modification. The sialylateﬁﬁerentiaﬁon are associated with increased
glycoproteins in the muscle fibres are situate osythesis of sialylated glycoconjugates and

on the outer cell membrane (2) and theft'® hact_uallyfa;h r_esult Ioi |t;fh0\;\_/eve_r t?ﬁ
intracellular accumulation in the affected fiore§1€CNanism of their regulatory tunction Is st

is an intriguing feature of this phenomenon. no_t_known_ (5, 6, 7). An OVerexpression of
After invasion by Trichinella the uridine  diphospho-N-acetylglucosamine  2-

occupied cytoplasm of the muscle cell graduall! pimerase/N-acetyimannosamine kinase, which

dies by apoptosis. Satellite cells are activate the key enzyme of the sialic acids

proliferate and differentiate into cytoplasm o i_osynthe5|s was re_cently reported in muscle
the newly-formed nurse cell that persists fopury and regeneration (8, 9). We also detected

years (3). The invaded portion of sarcoplasmcreased. dal;:tlvatlon Iotf s:cacliy#ranste;ases
looses its contractility (4), which could lead giecompanied by accumuiation ot difterent types

gsialylated glycoproteins as indicated by the

an increased expression of proteins responsitﬁ1 ) . .
for cellular integrity. Alpha-dystroglycan is onel €€ lectins. Thus, it is evident that skeletal

of the well studied skeletal muscle protein%?uscﬁhinjwy ifn?#]?ed ?WliChine"? gcti\gates_
This 156 kDa sialoglycoprotein provides losynthesis ot ditierent glycoproteins bearng

mechanical link between dystrophin and Iaminiﬁ'al'c laC|ds,”wh|_||ch are nottr[])resenttln th% notr_;nal
2 (2). Dystrophic myofibres with a dystroglyca uscie ~cell. However, the protein identity,

post-translational processing defect show antion and the biological significance of these

expression of normally processed dystrogchaﬂ""k?’gIyCOpmtelrls remain to be elucidated.
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Uvod organy pred posSkodenim. Okrem toho ma

Esencidlna hypertenzia je determinovan@t:"latom,n .aj centr.élne aperiférng podmigneny
ympatolyticky Ginok, podporuje kvalitu

alteraciami funkcie a Struktary srdca a ciev? ANk naei mier doorui hovani
Stale viac vystupuje do popredia skutos, e Spanku a v znai€j mieré podporuje zachovanie

hladina krvného tlaku je modifikovana ajnormélnych cirkadiénnych rytmqv (2). Zda &
preto, e svetlom indukovanad hypertenzia

zmenou centralnych regulaych mechanizmov. . L, -
Patologicka modifikacia vzajomnych interakcit predpokladanym melatoninovym deﬂmt_om _by
cirkula ného a centradlneho nervového systé rptha premletnu, do psychomotorickej
(CNS) mbée by dbleitym determinantom atera_(:le, hypgrten_znych po,tkanov anaopak,
vzniku a udriavania hypertenzie ako u zvieratChrOnICke podav'anle me]atonmu by mphlp tieto
tak aj v humannej medicine. zmeny v chovani normalizovalebo zmierni.
Pri rozli nych typoch experimentalnej .
hypertenzie  potkanov  bola detegovan!%(le'[ool'ka
biochemicka a Strukturdlna prestavba nieleb2-tyd ové samce potkanov kme Wistar sme
v srdci, aorte a periférnych organoch, ale aj vmzdelili do Siestich skupin po 10: kontroly (K),
viacerych mozgovych Struktarach,lie ené melatoninom (10mg/kg/de (K+M) a
charakterizovana napriklad zmenami  kaptoprilom (100 mg/kg/dg (K+C), 24
koncentracii DNA a RNA a zvySenimhodinové  kontinudlne  osvetlenie  (24),
fibrotického potencialu vo viacerych oblastiachie ené melatoninom (10mg/kg/de (24+M)
mozgu (1). Domnievame sa, e uvedendé kaptoprilom (100 mg/kg/d¢ (24+C).
Strukturalne zmeny CNS by sa mohlPotkanom sme v pravidelnych intervaloch
premietnu aj do behavioralnych prejavovmerali systolicky  tlak Krvi (STK)
potkanov s indukovanou hypertenziou. Jpletyzmograficky na chvoste.
mo né vyslovi predpoklad, e odliSn4
etiopatogenéza experimentalnej hypertenzie Bahavioralne testy
odrazi v rozdielnych typoch V animalnej medicine existuju viacerée
neurohormondlnych  aktivacii  spojenyctPsychologické postupy, ktorymi je mo né ur
astokrat s roznymi psychologickymi typmirozli né typy psychomotorickych prejavov
spravania pri akiitnom a chronickom testovani.experimentalnych zvierat. Metodikapen-field
Cie om prace bolo detegovalteracie v Sme sledovali horizontalnu aktivitu, ktora je
behavioralnych prejavoch potkanov $arametrom odré ajucim lokomau aktivitu
experimentalnou hypertenziou indukovanoifdincov  avertikalnu  aktivitu,  ktora
kontinualnym osvetlenim v priebehu 6 tyal. Ccharakterizuje exploraé spravanie. Mo no
Trvalé osvetlenie zniuje hladinu melatoninupredpokliada, e terapeutickou modifikaciou
ktory ma okrem antihypertenzivneho pdsobenisychologickych prejavov tychto zvierat by sa
aj U inky, ktoré by mohli pdsobiprotektivne mohlo ovplyvni neurohormonalne pozadie
nielen proti vzniku hypertenzie, ale aj chranicirkula nych alteracii potkanov s hypertenziou,



o by konene viedlo k zmierneniu z&va nosti ahodnotenie boli pou ité ANOVA a Bonferroni
doésledkov hypertenzie. test.
Po as Siestich ty dov sme uskutaili 7
merani; prvé meranie slailo na adaptaciwysledky
zvierat, ke neboli vystavené iadnym

lie ebnym vplyvom. alsich 6 merani bolo Po as 6 tyd och sa STK v kontrolnej skupine

i “ch konci iednotlivich tv o nemenil. Podavanie melatoninu kontrolam tlak
reallzovanych -na konci jednotiivych ty ov nezmenilo, ale aplikicia kaptoprilu kontrolnej

po as_pokusu. Pre‘goe u pas adapteneho_ skupine vyznamne redukovala STK u od 2.
obdobia vykazovali randomizované skupiny,,

ierat odlignosti h torickel aktivit ¥yd a pokusu. Aplikacia kontinualneho
zvierat odlisnostl v pSychomotoricke] aktivite,q, atjenig signifikantne zvySovala STK od 3.
tito zmenu sme vyjadrili percentualn

. - ) ) ‘%yd a pokusu. Podavanie melatoninu aj
vporovhani S aktlyltou jednotllvygh kaptoprilu potkanom S hypertenziou
randomizovanych skupin v adamam obdobi, signifikantne redukovalo STK (Obr. 1).

ktora sa pova ovala pre konkrétne skupiny ako Kontinualne osvetlenie pas  pokusu

A 0,
zaklad((}oo /O)lb o 1. detek ., . vyznamne nezmenilo variabilitu horizontalnej
Ie om holo - detekova varacie —gp vertikalnej aktivity potkanov v porovnani

vbehaworglnych prejavpch pas 7 _merant ¢ ontrolnou. Melatonin podavany kontrolnym
(pred zaatim mene ovania a na konci ka dého

wd K 5 . hodnét zvieratdm  sposobil  evidentné  zni enie
ya a po usu) ac. porovhgriemery nodno horizontalnej aj vertikalnej aktivity vasovom
variacii v behavioralnych  prejavoch v 6

priereze 6 tydov. Naopak, podavanie

'ty dd ?l\.lo,m : asoyotm priereze K r.nedz.'kaptoprilu kontrolnej skupine horizontalnu aj
1€ tﬂo vyml vysetrovanyml SKUPINAMI e tikalinu — aktivitu pozorovatee zvysilo.
potkanov. Aplikdcia  melatoninu  alebo  kaptoprilu

o s . potkanom o) svetlom indukovanou
Statisticka analyza . . s . . .
+ hypertenziou len mierne zvysila horizontalnu aj

Vysledky sme vyjadrili ako priemer = o .
Standardna chyba priemeru (SEM). Rozdiel\ﬁertlkalnu aktivitu potkanov (Obr. 1, 2).

boli signifikantné, ak P<0,05. Na Statistické

S TN
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Obr. 1 Efekt kontinualneho osvetlenia, lley kaptoprilom anelatoninom na systolic
tlak krvi po as lie by. *P<0.05 vs. K, #P<0.05 vs. 24.



o g1
%" - o
@ H2 +-. M
# /0 lllll . D =
2+, # /1
# /0 &" 1
2+,
# 10 %"
|2+, [ ]
# /0 $" - # /
n 2 +’_' "
# 10 # 4
2 +,-.
# /0 -
( (0 #e)+ ( 0~ #e)+

Obr. 2 Vplyv kontinualneho osvetlenia, liey kaptoprilom a melatoninom na horizontalna akdivi
*P<0.05 vs. K, #P<0.05 vs. 24.
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Obr. 3 Vplyv kontinudlneho osvetlenia, liey kaptoprilom a melatoninom na vertikalnu aktivitu
*P<0.05 vs. K, #P<0.05 vs. 24.

Diskusia k modulacii viacerych fyziologickych prejavov,
Preto e pravidelné striedanie svetla atm{/”edzI inymi kprogr,eswnen_]u zvyseniu ‘.STK

predstavuje ki ovy faktor v modulé&cii 3). Na etiopatogeneze vzn|}<u hyperte'n2|e sa
cirkadiannych rytmov cicavcov, naruéenieaStoh kl;ath p(.)d'?liju vrodlf:nel _alebo Z|§k§ne

striedania cyklickych periéd mé e malejadu ptsyc 0-DE a\;l?(rta ne ,\i (e;rqme . d[f”%”?l.

U inkov na fyziologické reakcie zvierat a ichoresovymi - faktormi. edzi najdole ftejsie

chovanie. Podobne, modifikacie Zmierprejavy neurohormoralnej alteracie patri

psychiky, ktoré su potencidlne pozorovaie ?gggg‘iﬂa meé{s;??u Chrre;l_lnl;zfmglotle_:l?,zm
pri kontinualnom osvetleni exprimentalych” ~-" : n. onicka - apilkacia
inhibitorov angiotenzin konvertujiceho enzymu

zvierat maju svoju paralelu aj v humanne . o :

medicine (trvalé osvetlenie na jednotkac .CE) alebo me!atqnmu po.2|t|vne.ovpﬁlyvnlla

intenzivnej starostlivosti, naa zmennos pnebeh, patologmlgych zmien pri roznych
’ chorobé&ch kardiovaskularneho systemu,

at .). . .
) Expozicia  zvierat 24-hodinovémunap”klad pri infarkte myokardu (4, 5).

nieko ko tyd ov trvajucemu osvetleniu vedie



V tomto experimente aplikacia kontinudlnehaktivitu, o by mohlo nasveadva
osvetlenia vyvolala hypertenziu a aplikacigrotektivnemu anxiolytickému inku tychto
ACE-inhibitora kaptoprilu aj melatoninu vznikulatok pri svetlom indukovanej hypertenzii.
hypertenzie iasto ne zabranila.

Zatia o0 stav po infarkte je v literatire Zaver
sprevadzany  anxidoznymi  prejavmi (6),1
kontinualne osvetlenie so vznikom sprievodnej’
hypertenzie bolo sprevadzané normalnou
hladinou lokomécie a exploraciep nesvedi
0 anxidznej modulécii v chovani. Aplikacia
melatoninu alebo kaptoprilu mala odliSny efeki’
u kontrolnych a hypertenznych zvierat. Zni enie
horizontalnej aj vertikalnej aktivity pri aplikacii
melatoninu  kontrolnym zvieratam suviselo
pravdepodobne so sedativnym inkom
melatoninu (7). Naproti tomu kaptopril3
u kontrolnych zvierat horizontalnu aj vertikalnu™
aktivitu zvySoval, o je v sulade s literarnymi
Gdajmi anxiogénneho inku angiotenzinu Il (8)
a anxiolytického tinku ACE-inhibicie (6). Pri
svetlom indukovanej hypertenzii melatonin aj
kaptopril  mierne zvySovali  horizontalnu

Kontinualnym osvetlenim indukovana
hypertenzia nemenila lokomieé ani
explorativne chovanie potkanov.

Pri kontrolnych potkanoch melatonin
horizontalnu aj vertikalnu aktivitu zni oval,
zatia o kaptopril oba typy aktivity
zvysSoval.

Na modeli svetlom indukovanej hypertenzie
melatonin aj kaptopril mierne zvySovali
pohybovu aktivitu potkanov,0 by mohlo
svedi o potencialne anxiolytickom
posobeni oboch testovanych liekov pri
tomto type hypertenzie.

Praca bola podporena VEGA 1/0187/09, GUK/357/2010.
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Uvod kompenzovanych (DK). Do skupiny DK sme
zaradili pacientov, ktorych priemernd hodnota
glykovaného hemoglobinu za posledné 2 roky
nepresiahla 6 % (n=24). ZK diabeticki pacienti
Ostatni pacienti (ZK) boli zaradeni do skupiny
nedostatme kompenzovanou glykémiou

n=24). Zdravl kontrolnd skupinu tvorili
V dosledku vazodilatacie sa do zélpalovéh'aed""lbet'ckI pacient (n—12)_. Zk“n'CkyCh.
parametrov sme stanovovali vek, trvanie

loiska dostavaju imunoglobuliny, zlo ky ™. . .
komplementu, proteiny akutnej fazy, CRP(,j'abew’ vysku, hmotnos BMI, obvod pasa

fibrinogén a alSie, ktoré sa z@stnia v procese u vsetkyc.h dlapetlckych . _pamentoy.Na
stanovenie IL-6 v sére sme pou ili Fluorokine®

likvidacie infekcie. Hypotoxia, podobne ako - i
endotoxin, vedie k poSkodeniu aaktivéciMAP kit flrmy R&D S,ysteims, In'c. Stanovenie
sa uskutonilo na pristroji Luminex® 100™

cievneho endotelu, endotelové bunky imaju p Lumi C i Ziskané vvsledk
tvori zapalové cytokiny TNF; IL-6 (1-3). MY “UMINEX Lorporation. Zlskane vysiecky
eprezentuju priemer + SD pre normalne

V patogenéze DM hra spolu so zépalorﬁ. trib né rametr ktors m
vjznamni dlohu  glykécia, glykooxidaciadiStribuovane - parametre, ~ ktoré - sme

a oxidany stres. Z produktov glykacie Suvy_hodgoc_ov_ali pomocou Stud,e ntqvho tfte,stu.
vyznamné glykovany hemoglobin (HbAlc)Pr'. s:tatlstlckpm spracovani jednotlivych
a neskoré produkty glykacie (AGEs). AGE I|n|c_:l_<ych ab|ochem|_ckych parametrov. sme
predstavuju  glykené  adukty s rdznou pou ili program StatsDirect.

Struktarou, ktoré moéu by imunogénne,
fluorescenné a nefluorescené. AGEs maju
vyznam pri patogenéze réznych ochoreni akeozorovali sme signifikantne zvySené hladiny
diabetes mellitus, Alzheimerova choroball-6 (p 0,05) u vSetkych diabetikov (1,90 pg/ml
ateroskler6za ako ipri VnaSej praci sme 0,60 pg/ml), ZK diabetikov (1,75 pg/ml £ 0,62
stanovili hladiny z&palového cytokinu IL-6pg/ml) a DK diabetikov (2,06 pg/ml + 0,54

Diabetes mellitus 2. typu (DM 2) je naptejSou
formou diabetického syndrému. Tento typ |
charakterizovany inzulinovou rezistenciou
relativnym deficitom inzulinu a chybanim
tendencie k vzniku ketoacidézy. V Eurdpe tvo
80-90 % zcelkového ptu diabetikov.

Vysledky

a AGEs v sére diabetickych pacientov. pg/ml) v porovnani so zdravou kontrolnou
skupinou (1,36 pg/ml + 0,40 pg/ml) (Obr. 1,
Material a metédy Tab. 1).

Krv akrvné séra/plazmy boli ziskané od . Naéli sme fie étatistic,ky sigr!ifikantng
pacientov, ktori pravidelne navitevovalfVY>¢Ne hodnoty s-AGEs v sérach diabetickych

diabetologickii ambulanciu IlI. internej innikyp.""C'?.ntov' I'<oreIaC|('a:.Nepozvorov'aI| sme _|adnu
vo fakultnej nemocnici s poliklinikou signifikantni korelaciu u vSetkych pacientov

v Bratislave. Pacienti (n=48) vo veku od 47-8 sd2| ”"9 S AG_ES (p=0,79, r—e(t),OS), IL-6 s
rokov s d kou trvania diabetu 1-35 rokov boli 1PALC (p—_0,57, r—_0,12) alL-6 s dou trvania
rozdeleni poda glykemickej kompenzécie nad'abetu (p=0.19, r=-0,27).

zle kompenzovanych (ZK) a dobre



Tab. I Klinické a biochemické parametre pacientov s DNiygu.

vSetci diabeticki ZK diabeticki DK diabeticki kontrolna
pacienti pacienti pacienti skupina
vek 65,54 + 8,44 65,04 + 8,73 66,04 + 8,3 65,2080+ 7
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 + 35,7 082
IL-6 1,93 + 0,62 1,80 + 0,65 2,05 + 0,56 1,36400,
3 -
2,5
2
E
815
1
0,5
0 T T
VSetci diabetici zle kompenzovani  dobre kompenzovani  kontroln& skupina
Obr. I Porovnanie IL-6 vSetkych diabetickych pacientowq8) azdravej kontrolne
skupiny (n=12).
Diskusia u pacientov s DM 2. typu (5). Prozapalové

girkulujuce monocyty  vykazuju  znamky
zvySeného zapalu u obéznychdi, ateda su
zdrojom produkcie prozapalovych cytokinov.
la kontrola inzulinu savisi s rozvojom
nzulinovej rezistencie a vyvolava tvorbu IL-6.

spojena so zapalom, ktory podporuje rozvo praci sme nezistili iadnu korelaciu medzi

komplikacii, ako je DM 2. typu aateroskleréza,thl.Est. rll(a}prqtl tomu v p:jaql (632 :glé‘ Z|IsLte6na
IL-6 zohrava ulohu pri metabolizme Iipidovsals ICka vyznamnosmedzl €s alL

a vydaju energie, ateda mo e viek obezite (9:0’03)', I?Iazmove esF'RAQE' a IL-6 Vhr.aju
(4). ZvySené hladiny IL-6 sa vyskytujl vyznamnu Ulohu v modulécii zapalu. \alSej

pacientov s ischemickou chorobou srdcﬁtl_f_?\;'lzsatl_cgcem% zameraa stanovenie IL-1
(ICHS). Patria medzi rizikové faktory @ , IL-o all-ovsere.

V naSej praci sme zistili signifikantne zvySen
hladiny IL-6 u vSetkych diabetickych pacientov
zvySené hodnoty IL-6 vsére uZK abD

diabetickych pacientov a signifikantné korelaci
IL-6 s LP. Prave inzulinova rezistencia |

Praca je finanne podporena grantom 1/0375/09.
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