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PROGRAM KONFERENCIE

UVODNE PREDNASKY
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Od Christiana Dopplera k radiofrekvencnej ablacii )
MUDr.FrantiSek Zernovicky, Klinika cievnej chirurgie NUSCH
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Skolitel: doc. MUDr. Jén Koller, PhD.
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Sekc¢ov, Pracovisko nuklearnej mediciny, Wesper sro., Presov, SR; Klinikum Kassel, Nuklearmedizin,
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Skolitel’: prof. MUDr. Peter Pont'uch, CSc.

39. Neuroendoskopia v liecbe posthemoragického, postinfekéného a kongenitalneho hydrocefalu
MUDr. Dana Dubravova

Klinika detske chirurgie DFNsP a LFUK Bratidava

Skolitel: doc. MUDr.Jan Trnka, CSc
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mediciny, Wesper sro., PreSov, SR; INMM, Pracovisko Banska Bystrica, PET CT Agel Diagnostic,
SR; ONM LInternej kliniky LF UK a UNB; Service de médecine nucléaire, Hopital Tenon AP HP &
Université Pierre et Marie Curie, Paris, Francuzsko
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metabolizmu u pacientov s osteoporézou

MUDr. Stefan Balogh

V. interna klinika LFUK a UNB

Skolitel: doc. MUDTr. Zdenko Killinger, PhD.

46. Jednoduché antropometrické indexy potencidlne vyuZitePné pri diagnostike celkovel a
abdominalnej obezity u mladistvych

Mgr. Radana Kollarova

Ustav molekularnej biomediciny LF UK

Skolitel: doc. MUDr. Katarina Sebekové, DrSc.

47. Stanovenie koncentracie folatov v erytrocytoch a ich vyuZitie v liecbe anémie u predcasne
narodenych

novor odencov

MUDr. Tatiana Zikavska

I. detska klinika LFUK a DFNsP Bratislava; 1. gynekologicko-porodnicka klinika UNB akademika L.
Dérera Bratislava

Skolitel: doc. MUDr. Ingrid Brucknerova, PhD.

48. Transplantacia amnionovej membrany — nase skusenosti
MUDr. Marek Hornak

Oc¢na klinika LF UPJS, Klinika oftalmolégie LF UK a UNB
Skolitel: doc. MUDr. Marian Potocky, PhD.
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predseda: doc. MUDr. Katarina Sebekova, DrSc.
¢lenovia: doc. Ing. Ingrid Zitiianova, PhD.
MUDr. Rastislav VazZzan, PhD.




51. FAKULTNA KONFERENCIA STUDENTSKE] VEDECKE] ODBORNE] CINNOSTI

1. Variacie remodelacie aorty v zavislosti od typu
experimentilnej hypertenzie: NG-nitro-L-
argininmetylesterom a kontinualnym osvetlenim
indukovana hypertenzia

Lenka Slapakova, Tomas Baka
(vSeobecné lekarstvo, 3. rocnik; vSeobecné lekarstvo, 4. ro¢nik)

Skolitel: prof. MUDr. Fedor Simko, CSc.
Skolitel-$pecialista: MUDr. Kristina Repova, MUDr. Mgr. Jaroslav Hrendk,
Mgr. Silvia Aziriova
Ustav patologickej fyziolégie, LF UK

Uvod

Hypertrofia 'avej komory, ktora vznika ako odpoved’ na chronické hemodynamické pretazenie, ma za
ciel’ zvysit vykon srdca bez zvySenia tenzie v stene l'avej komory. Tenzia je totiz jednym z hlavnych
faktorov, ktorym sa devastuju energetické zasoby myokardu. Na druhej strane, hypertrofované tkanivo
je Strukturdlne zmenené ahypertrofia sa preto povazuje za samostatny rizikovy faktor
kardiovaskularnych udalosti.

Hypertroficky rast a remodelécia s deje, ktoré su charakteristické nielen pre srdce, ale g pre cievny
systém. Laplaceov zakon hovori, Ze tenzia je priamo imerna vnutrocievnemu tlaku a polomeru cievy
anepriamo tmerna dvojnasobku hrubky steny cievy. Pri vzniku hypertenzie sa zvySuje vnuatrocievny
tlak atym aj tenzia v stene. Normalizacia stenovej tenzie sa da dosiahnut’ zmenSenim priemeru cievy,
zhrubnutim cievy alebo oboma zasahmi (1). Typy remodelacie ciev sa delia do niekolkych skupin
v zavislosti od priemeru cievy aplochy prie¢neho rezu. Remodelacia, ktora prebieha smerom dovnttra
aebo smerom von, moze byt podla tejto klasifikacie hypertroficka, eutroficka alebo hypotropicka
(Obr. 3). Jednotlivé typy remodelacie sa davaju do suvislosti s uritym typom neurohormonalnej
aktivacie (2,3).

Remodelovana cievna stena je okrem alteracie morfometrickych parametrov charakterizovana aj
zmenami v kvantite akvalite intravaskularnej fibrozy. Z hl'adiska neurohormonalnej aktivacie vo
vSeobecnosti plati, Ze proti sebe stoja dve skupiny rozli¢ne pdsobiacich humoralnych latok: na jedng
strane st to angiotenzin II, katecholaminy, endotelin a aldosteron, ktoré maji vazokonstrikéné
aproliferativne u¢inky a na druhg strane oxid dusnaty (NO), prostacyklin aebo atrialny natriureticky
peptid, ktoré maju vazodilatatné a antiproliferativne vlastnosti (4). Relativna dominancia jednej
Z tychto dvoch skupin determinuje stupen a kvalitu remodelacie.

Metodika

Dospelé samce potkanov kmena Wistar sme rozdelili do 3 skupin (n=11): kontrola (K), lieCené¢ NG-
nitro-L-argininmetylesterom (40 mg/kg/dent) (L-NAME) a potkany vystavené kontinualnemu 24-
hodinovému osvetleniu (24h). L-NAME bolo rozpustené v pitnej vode, priCom pre zachovanie
spravneho davkovania bola jeho koncentracia upravovana vzhladom k aktudlnej spotrebe vody.
Vsetky potkany mali neobmedzeny pristup k potrave askupiny K a24h g k pitng vode. Zvieratam
smeV pravidelnych intervaloch neinvazivne merali systolicky tlak krvi (STK).

Po 6 tyzdnoch trvania experimentu sme potkany usmrtili. Zvazili sme hmotnost’ I'avej komory (LK)
srdca avypocitali jeho relativnu hmotnost’ (ako pomer k hmotnosti potkana). Zaroveni sme odobrali
vzorky aorty pre histologické vySetrenie, ktoré sme fixovali v 4% roztoku formaldehydu, zaiai do
parafinu a narezali na 5 um rezy.

12



PREDKLINICKA A TEORETICKA SEKCIA

Morfometrické vySetrenie aorty

Pre morfometrické vysetrenie sme tkanivové rezy ofarbili hematoxylinom a eozinom. Pouzitim
svetelng mikroskopie asoftvéru Image] (National Institut of Health, USA) sme zmerali hrabku
intimy+médie aorty v um (WT), vnatorny obvod aorty v mm avypocitali Sme vniitorny priemer V. mm
(ID) aplochu prieneho rezu aorty v mm? (CSA) (5).

Histologické stanovenie kolagénov v aorte

Tkanivové rezy aorty sme ofarbili pikrosiriusovou Cervenou. Pouzitim polarizovanej mikroskopie
asoftvéru Imagel] sme stanovili percentudlne zastiipenie kolagénov typu I (hrubsie vlakna, cervena
azlta farba) alll (tensie vlakna, zelena farba) v analyzovanom vyseku médie aorty (6).

Statistickd analyza

Vysledky sme vyjadrili ako priemer+S§tandardna chyba priemeru. Rozdiely sme povazovali za
signifikantné, ak p<0,05. Na $tatistické hodnotenie boli pouzité ANOVA a Bonferroni test.

Vysledky

Po 6 tyzdioch bol STK u kontrol 120+0,5 mmHg. STK sttpol signifikantne (p < 0,05) po podavani L-
NAME (45%) g vystaveni 24-hodinovému osvetleniu (12%). Relativna hmotnost’ DK u kontrol bola
1,1+£0,04 mg/g, L-NAME ju signifikantne zvysilo o 27% (p < 0,05), priCom 24h osvetlenie nemalo
vplyv na hypertrofiu LK (Obr. 1).

U kontrol sme pri morfometrickom vySetreni namerali nasledovné parametre: WT 0,1+0,004 mm, ID
1,4+0,01 mm, CSA 0,49+0,02 mm? apomer WT/ID 0,08+0,003. L-NAME signifikantne zvysilo WT
0 24%, CSA 047% apomer WT/ID 037% (p < 0,05). 24-hodinové osvetlenie znizilo signifikantne
ibalD 0 7% (p < 0,05) (Obr. 1).

Zastupenie kolagénu Iv aorte u kontrol bolo 0,26+0,06% a kolagénu III 0,02+0,01%. Kontinualne
osvetlenie vyrazne znizilo (p < 0,05) zastapenie kolagénu I (85%) g Il (84%) vo vySetrovanom
vyseku aorty (Obr. 1,2).

a b
Systolicky tlak krvi
Relativna hmotnost’ Favej komory
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Obr. 1 Grafické znazornenie vysledkov experimentu. a— Systolicky tlak krvi; b — Relativna hmotnost’
lavej komory; ¢ — Hrabka aorty (WT); d — Vnutorny priemer aorty (ID); e — Plocha prieéneho rezu
aorty (CSA); f — WT/ID; g — Obsah kolagénu I, h — Obsah kolagénu IIl. K - kontrola; 24h -
kontinualne osvetlenie. * p < 0,05 vs. K
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Obr. 2 Obsah kolagénu | alll v médii aorty (farbenie pikrosiriusovou ¢ervenou). a— kontrola; b — L-
NAME; ¢ — 24h.

Strukturalna remodelacia ciev

hypotroficka eutroficka hypertroficka
smerom
do limenu @
(inward)

bez zmeny ID

smerom
z ldmenu
(outward) “:..

Obr. 3 Strukturalna remodelacia ciev. Volne upravené podla Mulvany et al. (1996). L-NAME — L-
NAME indukovana remodelacia; 24h svetlo — 24h-svetlom-indukovana remodelacia. WT — hriibka
steny cievy; ID — vnutorny priemer cievy.

Diskusia

Uloha artériovej hypertenzie pri zmenach morfologickych parametrov aorty nie je jednozna¢ne
stanovend. Krvny tlak sposobuje tahové napitie a krvny prad Smykové napitie, ktoré sa podiel'aji na
remodelacii cievnej steny zmenou charakteristiky hladkych svalovych buniek (7). Hoci niektoré udaje
nasvedéuju, ze vnltorny priemer aorty sa v zavislosti od hodnot krvného tlaku vyrazne meni (8), iné
zdroje priamu stvislost’ priemeru aorty s arterialnou hypertenziou nepotvrdzuju (9). Hrabka cievnej
steny sa pri hypertenzii zvic¢Suje nasledkom hypertrofie a hyperplazie hladkych svalovych buniek, ale
g zvacsenim podielu intersticialnej hmoty avody (10).

Modd L-NAME-indukovang hypertenzie akontinualnym osvetlenim-navodené zvySenie krvného
tlaku su z hladiska neurohormonalnej aktivacie podstatne odlisnymi patofyziologickymi stavmi. L-
NAME navodzuje prostrednictvom inhibicie NO syntazovej aktivity deficit NO — tento model samoze
povazovat’ za tzv. NO-deficitnii hypertenziu. Na druhej strane, vystavenie potkanov kontinualnemu
24h osvetleniu inhibuje endogénnu produkciu melatoninu v epifyze, ktorého hodnota je oproti
fyziologickym hodnotdm vyrazne znizena. Mohli by sme preto hovorit’ o melatonin-deficitne
hypertenzii (11). Pri oboch typoch hypertenzie vSak primarny humoralny deficit (NO alebo
melatoninu) produkuje v sekvencii nadvézujucich dejov aktivaciu celého radu humoralnych faktorov
ako systém renin-angiotenzin-aldosteron, endotelin, glukokortikoidy a d’alSie (12).

V skupine 24h sme zistili signifikantné znizenie ID, avSak bez zmeny CSA. Podla Mulvanyho
klasifikacie je to teda remodelacia eutroficka (bez zmeny hribky) smerom do limenu. Na druhg
strane, pri L-NAME-indukovang hypertenzii sa zvacSila hriibka steny aorty, CSA, ako g pomer
medzi hrabkou a vnatornym priemerom. Podl'a Mulvanyho schémy ide teda o hypertroficka
remodelaciu, av§ak bez zmens$enia vnutorného priemeru. Takyto typ remodelacie Mulvanyho schéma
nezahffia, a preto sme ju nazvali ,,L-NAME indukovana remodelacia® (Obr. 3).
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Navrhnuté schémy cievnej remodelacie su vSak zamerané na charakterizovanie periférnych
rezistentnych ciev, pricom nebert do uvahy védzivova prestavbu cievnej steny. Dolezitou
av klasifikaénych schémach zanedbavanou zlozkou remodelacie je fibréza. Kolagény su
heterogénnou skupinou proteinov, ktoré tvoria zakladnt zlozku intersticialneho tkaniva. Zo znamych
27 typov kolagénov hraju kolagény typu | alll pravdepodobne rozhodujucu tlohu. Zmeny v ich
zastupeni sa opisuju pri roznych patologickych procesoch ciev. Zatial’ ¢o kolagén typu |, ktory ma
pevnost ocele, je hlavny Cinitel” tuhosti aorty, kolagén typu 1l (retikulin), ktory je zastapeny v malom
mnozstve, zodpoveda za elasticitu aorty (13) (Obr. 2).

Vzhladom na to, Zze v oboch prezentovanych experimentalnych modeloch hypertenzie dochadza
k posunu humoralnej rovnovahy v zmysle dominancie proliferaciu podporujtcich alteracii (deficit NO,
melatoninu, hyperprodukcia angiotenzinu II, katecholaminov), predpokladali sme, ze v aorte dojde
k zmnoZeniu jednotlivych typov kolagénu. Zistili sme vSak prekvapujuci vysledok. Zastapenie
kolagénu | aj kolagénu Il bolo v aorte v skupine L-NAME nesignifikantne znizené a v skupine
kontinualneho osvetlenia boli oba kolagény signifikantne znizené (Obr. 1).

Redukcia jednotlivych zloziek kolagénu v oboch modeloch pravdepodobne suvisi so $pecifickou
ulohou aorty V cirkulécii pocas hypertenzie. Fyziologickou tlohou rezistentnych ciev je zabezpecit
konStantnu perfuziu periférnymi organmi, pricom dochadza k aktivacii fibrozy (vratane kolagénu I)
v arteriolach, ¢o v§ak spolu s hypertrofiou médie prispieva K vzostupu systémového arterialneho tlaku
(14). V aorte je vSak situdcia podstatne ina. Aorta patri medzi tzv. pruznikové cievy, ktorych tilohou je
akumulovat’ hemodynamickt energiu pocas systoly v podobe roztiahnutia cievngj steny avratit’ tito
energiu do cirkulacie tym, ze pocas diastoly sa roztiahnutd aorta kontrahuje apritomna krv sa tym
posunie distalne. Nasledkom zvySeného vnutroaortalneho tlaku a nadslednej muskuldrnej remodelécie
dochadza sice k znizeniu tenzie cievnej steny, ale remodelacia vrstvy hladkych svalovych buniek
obmedzuje distenzibilitu aorty pocas systoly. Zda sa logické predpokladat’, ze nasledkom odburania
jednotlivych zloziek viziva sa elasticita cievnej steny pocas systoly zlepsi amnozstvo akumulovaneg
energie sa zvySi. Tym je umoznend lepSia kontrakcia aorty pocas diastoly, ¢o umozni zachovanie
funkcie aorty ako diastolickej pumpy udrziavajucej diastolicky tlak na adekvatnej irovni. Nasu uvahu
podporuju aj zistenia d’alsich autorov, ktori stanovili redukciu kolagénu I alll v aorte u hypertenznych
zvierat (15). Detekcia mechanizmov, ktorymi sa redukcia véziva v aorte dosiahne (napr. aktivaciou
metaloproteinaz) presahuje zameranie a moznosti tejto prace.

Zavery

L-NAME-indukovana hypertenzia zvi¢sila hrubku steny aorty, CSA, g pomer WT/ID, ale bez
zmensenia vnutorného priemeru. Tento nami detekovany novy typ cievnej remodelacie sSme podla
upraveng Mulvanyho schémy nazvali ,,L-NAME indukovana remodelacia“ (Obr. 3).

Kontinualne osvetlenie zabezpecilo remodelaciu aorty len redukciou vnatorného priemeru, bez zmeny
hrubky alebo CSA. Ide teda 0 ,,eutroficki remodelaciu do vnutra*“ podl’a Mulvanyho klasifikacie (Obr.
3).

Hladina kolagénu | alll sa v aorte pri modeli L-NAME-indukovang hypertenzie mierne znizila,
pri¢om pri modeli kontinudlneho osvetlenia bolaredukcia kolagénu | alll vyrazna. Predpokladame, ze
hemodynamickym pretazenim indukované redukcia kolagénneho tkaniva v aorte je kompenzacnym

mechanizmom na zabezpecenie udrzania elastickych vlastnosti a kontrakénej schopnosti aorty (Obr.
1,2).
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I ntroduction

Carcinogenic agents (chemical agents) exert the growth-inhibition power and the ability to induce cell
death. These properties are widely used in anticancer chemotherapies (1). Cell death can be classified
according to its morphological appearance, enzymologica, functional aspects or immunological
characteristics (2). In our study we examined the type of death (apoptotic or necrotic cell death)
caused by aminoguanidine derivate RAG on carcinomacell line.

Apoptosisis the process of programmed cell deaththat may occur in multicellular organisms. It is
caused by various biochemical events leading to characteristic cell changes (morphology) and death.
These changes include blebbing, cell shrinkage, nuclear fragmentation, chromatin condensation,
and chromosomal DNA fragmentation (3).

On the other hand, necrosisis a form of traumatic cell death that results from acute cellular injury.
Until recently it was believed that necrosis was a random, uncontrolled process that leads to the
“accidental” death of the cell. Consequently, necrosis as a death modality was not well studied, which
is unfortunate as necrosis probably plays a larger role in the pathogenesis of diseases than either
apoptosis or autophagy. This dogma, however, is changing with the discovery of key mediators of
necrotic death (4).

Aminoguanidine derivates are known for their antidiabetic properties. Considerable attention has been
paid particularly to -resorcylidene aminoguanidine (RAG), often shown as the efficient anti-glycation
and antioxidant agent in both animal studies and in vitro experiments. The am of the present study
was to examine the cytotoxic and genotoxic effect of resorcylidene aminoguanidine derivate (RAG)
on carcinomacell line (5).

M aterialsand methods
Chemical

In our study we used aminoguanidine derivative — resorcylidene aminoguanidine hydrochloride
(RAG), in the concentration range of 100 - 450 umol / L, solublein water.

Cell lines

Human colon carcinoma cells (HT-29) were purchased from American Type Culture Collection
(ATCC), and were maintained in complete Dulbecco's Modified Eagle's Medium supplemented with
10% (vol./vol.) fetal calf serum, penicillin and streptomycin (100 ug/mL). Cell lines were grown at 37
°C, 5% CO..

Antiproliferative assay
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Cell proliferation, growth curves and cytotoxic potentia of RAG was determined by the trypan blue
dye exclusion test. HT-29 were seeded at 1.5x10° cells per mL of medium in 60-mm Petri dishes.
After 24 h of incubation at 37 °C, the cells were exposed to RAG for 24, 48 and 72 h. Growth curves,
cytotoxic/cytostatic effects and inhibition concentration 1Csy and 1C,o Were determined after 3 days.
Fina concentrations of RAG added to the cells were in the concentration range of 100 - 450 umol / L.
The cell proliferation was determined by direct counting of cellsin acounting chamber.

Electrophoretic analysis of cell death

Control HT-29 cells (without RAG) treated with RAG (300, 350, 400, 450 umol/L) were harvested,
washed with PBS, and then lysed in the solution supplemented with proteinase K (1Img/mL) and
incubated for 1 hour. Following lysis, RNase (200 ug/mL) was added and samples were incubated
again. The cell lysates were loaded into 2% agarose gel, stained with ethidium bromide (1 mg/mL),
and subjected to eectrophoresis. Separated DNA fragments (DNA ladders) were visualised on a UV
transilluminator (254 nm).

Comet assay

DNA single strand breaks were measured using the alkaline comet assay (6). Cells were embedded in
agarose on amicroscope dlide, lysed with detergent, and treated with high salt. With this procedure,
nucleoids are formed, containing non-nucleosomal but still supercoiled DNA. Any breaks present in
the DNA cause supercoiling to relax locally and loops of DNA are then free to extend toward the
anode as a “comet tail” when the slide is subjected to alkaline electrophoresis. Comets were viewed by
fluorescence microscopy by DAPI.

Results
Antiproliferative effect

For 72 h treatment of RAG with cells HT-29 (Fig. 1) cell growth inhibition was determined by direct
counting of viable cells by trypan blue exclusion assay. Concentration range tested for RAG was 100-
450 pmol/L. As shown in the Fig. 1 for cell line HT-29, two highest concentrations of RAG (400 and
450 pmol/L) induced cytotoxic effects after 72h of influence. Percentage of cell growth inhibition was
dose- and time-depended in both cell lines.

HT-29
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S 500000 - . 200
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2 300000 - ——350
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Fig.1: Effect of RAG on human colon carcinoma cell line HT-29. Cells were incubated with RAG for
72 h at the concentration range of 100-450 umol/L. C - control cell line without RAG.

Electroforesis
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In this study we determined the type of cell death (apoptosis or necrosis) caused by RAG in HT-29
cells (Fig. 2). For this purpose we used four highest concentrations (300, 350, 400 and 450 umol/L) of
RAG. Electroforetic assays showed a necrotic death in both cell lines at used range of concentrations.
As apositive control we used DNA fragmentation caused by cis-platin at concentration of 6 pmol/L in
murine leukemia cell line L1210.

24 48 72

PC C 300 350 400 450 300 350 400 450 300 350 400 450

Fig.2: Effect of RAG on human colon carcinoma cell line HT-29. As a positive control cis-platin was
used on L1210 cell line at concentration of 6 pmol/L and control cells were cells without RAG. PC -
positive control; C - control; 300, 350, 400, 450 - concentrations of RAG in umol/L).

Comet Assay

We have monitored also genotoxic effect of RAG complex (100-450 umol/L) on HT-29 cells after 24
h of incubation of RAG with the cells. We detected DNA strand breaks (buffer) and total DNA
damage (Fpg enzyme). Comets formed by damaged DNA were viewed by fluorescence microscopy
after staining with 4°, 6-diamidine-2-phenylindole dihydrochlorid (DAPI). The relative intensity of
fluorescencein the tailsis afunction of the frequency of DNA breaks, which can be assessed visually.
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Fig. 3: Genotoxic effect of RAG (100 -450 umol/L) on human colon carcinoma cells HT-29. Cells
were treated without Fpg enzyme (buffer) and with Fpg enzyme (Fpg enzyme). C - control cell line
without RAG.

Discussion
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In this work we have studied the cytotoxic and genotoxic effect of RAG on the human colon cancer
cells HT-29 cells. Trypan blue dye exclusion test suggested significant, concentration dependent
antiproliferative effect of RAG on HT-29. Two higher concentrations of RAG (400 and 450 umol/L)
showed a significant cytotoxic effect on cancer cells after 72 h of incubation (Fig.1). The ICsy value of
RAG for HT-29 was 360 umol/L after 72h. Some studies from literature indicated an inhibitory effect
of RAG on the proliferation of influenced cells that was probably caused by antioxidant properties of
RAG. This effect could be ascribed to RAG's ability to form a redox system. At the same time, no
cytotoxic or genotoxic effect was determined in the used concentration range (7).

Electroforetic assays showed a necrotic death of cells while there was no indication for apoptotic cell
death. We examined various concentrations (300-450 pumol/L) of RAG and different times of
incubation (24-72 hours) with the HT-29 cells (Fig.2).

In this work we also studied a genotoxic effect of RAG. As presented in Fig.3 HT-29 cell line without
RAG has the same percent of DNA damage without (DNA strand breaks) and with (total DNA
damage) Fpg enzyme. Genotoxic effect of RAG on HT-29 was not significant. Vojtassak J. et al. (7)
found no significant increase of DNA damage in B-HNF-1 cells (human neonatal diploid cell line) in
the concentration range from 1x10™ to 1x10° mol/L.

Based on our results we can conclude that RAG is not suitable for further investigation as an
anticancer agent for human colon carcinoma (8).

Acknowledgement: This project was supported by Mind and Health civil association.
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Uvod

Vztah medzi l'udskou sexualitou, vyberom partnera ahladinou androgénov stale nie je eSte presne
znamy. Zebricky pestré, ktorym podavali v dospelosti testosteron, viac spievali a boli agresivne;jsie,
ale vyssia hladina testosteronu vyber ich partnera neovplyvnila (1). Samicky potkanov, ktorym sa
umelo podaval testosteron propionat v§ak preferovali sexudlne aktivnych samcov (2).

Pomer dizky druhého (2D) a $tvrtého (4D) prsta ruky je ovplyvneny pdsobenim androgénov, najmi
testosteronu pocas prenatalneho vyvoja jedinca, pricom nizsi pomer 2D:4D sved¢i o vySsej prenatalnej
expozicii androgénom. Pomer 2D:4D je sexudlne dimorfny, u muzov byva druhy prst kratsi, u zien je
druhy prst rovnako dlhy alebo dlhsi ako $tvrty prst (3).

Ciel'om nasej prace bolo analyzovat’ suvislost’ medzi atraktivitou, markermi prenatalneho testosteronu
a hladinami aktualneho testosteronu u mladych muzov a Zien. Nasou pracovna hypotéza hovorila, Ze
zeny budt hodnotit’ atraktivnejSie muzov s vysokym aktudlnym testosteréonom.

Material a metody

Subor. V praci bol analyzovany stubor 12 Zien vo veku 20-27 rokov a 14 muzZov vo veku 20-22 rokov,
pricom ani jeden z muzov nepoznal ani jednu zo Zien a naopak. Praca bola rozdelena do dvoch kol.

Prvé kolo. V prvom kole sa probandom naskenovala ruka, spravila fotka tvare a vyplnil kratky
dotaznik, kde sme sa pytali na stav (slobodna/vydata), dizku su¢asného vztahu, priemerné mesaéné
vydavky, ru¢nost’, u zien na uzivanie hormonalnej antikoncepcie, na priemerné trvanie menstrua¢ného
cyklu a dizku menstruécie. Pri skenovani a foteni sme dodrziavali §tandardizované podmienky.

Druhé kolo. V druhom kole sa odobrali sliny a krv na urCenie hladiny testosteronu a probandi
hodnotili opa¢né pohlavie. Na zaklade fotiek si probandi navzajom prirad'ovali hodnotenie od 0-10,
pricom 0 bolo najhorSie a 10 najlepsie. Zeny sa zacastnili druhého kola v 21. deit menstruacného cyklu
+/-2 dni.

Z naskenovanych prstov rik sme odmerali dizku druhého a $tvrtého prsta pravej ruky. Na merani
hladin testosteronu bol pouzity ELISA KIT od firmy DRG Diagnostics (Marburg, Nemecko). Ziskané
udaje sme spracovali a analyzovali pomocou programov Microsoft Excel 2007, XL Statistics 09.09.24
alBM SPSS 20. Pre tcely analyzy vysledkov a hl'adania korelacie medzi jednotlivymi faktormi sme
Z celého suboru jedincov vytvorili vietky mozné kombinacie dvojice muz-Zena. Vzt'ah medzi faktormi
sme Studovali korela¢nou a linedrnou regresnou analyzou. Data boli normalizovane na priemer
hodnoteni pre odstranenie interindividualnych rozdielov v pouZzivanych skalach hodnotenia.

Vysledky

Skamali sme zavislost hodnoteni od veku, stavu (slobodny/zenaty(vydata)), dizky stéasného
partnerského vztahu, priemernych mesaénych vydavkov, rucnosti, uzivania hormonalnej
antikoncepcie, hladin testosteronu v slinach a plazme aod odhadu prenatalneho testosterénu na
zaklade pomeru 2D:4D u hodnotenych a hodnotiacich.
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Signifikantné zo vietkych ziskanych tdajov pri hodnoteni muza zenou boli vek muza, dizka druhého
prsta Zeny, dizka partnerského vztahu hodnotiacej Zeny, mesaéné vydavky Zeny a salivarny
testosteron Zeny. Vyssi vek muza o 1 rok zlepsil jeho hodnotenie zenami o 0,860 bodu, dlhsi 2. prst
Zeny zlepsil hodnotenie muza o 0,301 bodu, kazdy rok dizky partnerského vztahu hodnotiacej Zeny
zlepsil hodnotenie muzov o 0,732 bodu, zvysenie vydavkov Zeny o 1 euro zhorSilo hodnotenie muzov
0 0,016 bodu. Vysledky st zobrazené v Tabul'ke 1. Po normalizacii hodnoteni muzov Zenami je ako
jediny signifikantny faktor vek muza, pricom o 1 rok vyssi vek muza zlepsil jeho hodnotenie o 0,224
bodul.

TabulPka ¢. 1: Hodnotenie muZov Zenami

Faktor zmena hodnotenia Standardizovany signifikantnost’
koeficient beta (p hodnota)

vek muza 0,860 0,268 < 0,001
dizka 2. prsta Zeny 0,301 0,375 0,005
diZka partnerského vztahu Zeny 0,732 0,919 < 0,001
mesacné vydavky Zeny -0,016 -0,937 < 0,001
salivarny testosterén zeny -0,008 -0,348 0,001

Faktor po normalizacii

vek muza 0,224 0,277 0,001

Pri hodnoteni Zien muzmi sa ako signifikantné faktory ukazali hodnoty salivarneho testosteronu Zeny,
dizka partnerského vztahu muza a mesatné vydavky hodnotiaceho muza. Zvysujiica sa hladina
testosteronu v slinach hodnotenych Zien zniZovala ich hodnotenie, diZka partnerského vztahu muza
zlepsovala hodnotenie Zien kazdym rokom o 0,576 bodu, vyssie mesacné vydavky hodnotiaceho muza
negativne ovplyvnili hodnotenie atraktivity zien. Vysledky st zhrnuté v Tabul'ke 2. Po normalizécii
hodnoteni sa ako signifikantna ukazala len hladina salivarneho testosteronu hodnotenej Zeny.

Tabul’ka ¢. 2: Hodnotenie Zien muzmi

Faktor zmena hodnotenia Standardizovany signifikantnost’
koeficient beta (p hodnota)

salivarny testosterén zeny -0,005 -0,299 < 0,001
dizka partnerského vztahu muza 0,576 0,534 < 0,001
mesacné vydavky muza -0,015 -0,457 < 0,001

Faktor po normalizacii

salivarny testosterén zeny -0,001 -0,334 < 0,001
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Diskusia

Ukazalo sa, ze ako jediny faktor muza, ktory uréuje mieru atraktivity u Zien je jeho vek, nepotvrdil sa
na$ predpoklad medzi korelaciou hladiny prenatdlneho testosteronu muza (2D:4D), ani aktudlnymi
hladinami testosteronu na hodnotenie atraktivity muza zenami. Miera atraktivity viac zavisi od
faktorov hodnotiacej zeny, pozitivne ovplyvituje hodnotenie dlhsi druhy prst a dlhsi partnersky vzt'ah,
negativny vplyv maju vySSie mesacné vydavky a vysSia hladina testosterénu v slinach zien. Ako
signifikantny faktor hodnotenia po normalizacii je iba vek muza, ¢im je jeho vek vyssi tym lepSie
hodnotenie dostal. Nase vysledky sa podobaju vysledkom uinych primatov. Napr. u samic goril
nemala na kopula¢né sprédvanie vplyv hladina androgénov, ale zvySené kopulacné spravanie suviselo
so zvySenou hladinou estrogénov v periovulacnom obdobi (4).

Pri hodnoteni Zien muzmi za signifikantny faktor povazujeme hladinu salivarneho testosteronu zien,
pricom jeho vysSia hladina negativne ovplyviiuje hodnotenie, aj po normalizacii hodnoteni. Ako
U zien, tak aj u muzov, vyssie mesacné vydavky hodnotiaceho muza zhor$uju hodnotenie zien a dlhsi
partnersky vztah muZza hodnotiaceho Zeny zlepsuje ich bodové ohodnotenie. Problémom v nasej praci
bol nizky pocet zapojenych l'udi, do budicna treba zvacsit' stibor. NavySe sme zistili zaujimavu
savislost medzi dizkou partnerského vztahu, medzi mesaénymi vydavkami, hladinou testosteronu
v slinach Zien a hodnoteniami u oboch pohlavi. Pri hodnoteni muzov bol pre Zeny dolezity navySe eSte
vek muza a dizka jej 2. prsta. Podobny vysledok, kedy to bolo skér socioekonomické postavenie, ktoré
hralo ulohu pri vybere sexualneho partnera zistili aj ini autori (5).

Hlavnou limitaciou stadie bol fakt, Ze iSlo Cisto o korela¢nu stadiu, a preto nie sme schopni vysvetlit
kauzalne pri¢iny. Na druhej strane, lepSie hodnotenie muzov zenami zavislé od veku muzov mohlo
byt ovplyvnené malym vekovym rozptylom muzov.

Aj ked” sa nam nepotvrdili naSe predpoklady, Ze atraktivita a hodnotenie atraktivity uopaéného
pohlavia suvisi s hladinami testosterénu, vysledky st zaujimavé aneodporuji doteraz zndmym
vysledkom v podobnej oblasti. Na zaklade naSich vysledkov sa nam podarilo identifikovat’ na malom
stibore probandov ako nezavisly determinant atraktivity muzov ich vek. V d’alej praci by bolo vhodné
roz$irit’ stbor, zvacsit vekovy rozptyl a vzhladom na metabolizmus testosterénu by bolo vhodné
sledovat’ aj vplyv ostatnych pohlavnych horménov.

Pouzita literatira
1. Adkins-Regan E: Testosterone increases singing and aggression but not male-typical sexua
partner preference in early estrogen treated female zebra finches. Horm Behav 1999; 35(1):
63-70.

2. de Jonge FH, Eerland EM, van de Poll NE: The influence of estrogen, testosterone and
progesterone on partner preference, receptivity and proceptivity. Physiolo Behav 1986; 37(6):
885-91.

3. Zhengui Z, Cohn MJ: Developmenta basis of sexually dimorphic digit ratios. PNAS 2011,
108(39): 16289-16294.

4. Nadler RD, Collins DC, Miller LC, Graham CE: Menstrua cycle patterns of hormones
and sexua behavior in gorillas. Horm Behav 1983; 17(1): 1-17.

5. Edelstein RS, Chopik WJ, Kean EL: Sociosexuality moderates the association between
testosterone and relationship status in men and women. Horm Behav 2011; 60(3): 248-55.

24



PREDKLINICKA A TEORETICKA SEKCIA

4. Glutathione and glutathione detoxification system in the
liver of animals with streptozotocin induced diabetes

Christos Chatzakis
(General Medicine, 3rd year)

Tutor : RNDr. Eva Uhlikova, PhD., Viera Rendekova, MD, PhD.
Institute of Medical Chemistry, Biochemistry and Clinical Biochemistry,
Faculty of medicine, Comenius University, Bratislava

Introduction

Diabetes Mdllitus is a metabolic disorder which is consequence of partial or complete lack of insulin.
Experimental model of diabetes represents source of basic knowledge on human diabetes. The present
experimental model of diabetes is useful for the observation of functional, morphological disorders
and metabolic changes in cellular and subcellular level. Liver has a crucid role in intermediate
metabolism. Therefore it’s obvious that diabetes has significant affect in liver metabolism. A
pathol ogic factor, that cause tissue damage in the liver, is the increased oxidative stress in diabetes. A
factor which increase the oxidative stress in the liver of diabetics animals, is the induction of hepatic
biotransformation system. Glutathione and GSH-dependent enzyme system represent an important
system of detoxification, responsible for the inactivation of reactive oxidative species and products of
bi otransformation.

M ethods

Role of this work was to investigate the levels of reduced glutathione and activity of glutathione
detoxification system (glutathione S-transferase, glutathione peroxidase) in liver of animals with
streptozotocin induced diabetes. In order to achieve this,

we used model of experimental streptozotocin induced diabetes in new born rats by administration of
streptozotocin in the 2™ and 9" day of their life, in dose of 45mg/kg of body mass intraperitoneally.
The animals where sacrificed at the 12" week. From the liver of experimental animal we prepared 10%
(w/v) homogenate in 0.25 mol/l of sucrose. We determined the reduced glutathione (GSH) by the
method of Van Doorna et a (1980) using Ellmanov reagent. Activity of glutathione S-transferase were
determined by the method of Habig and Jakoby (1981) using 1-chlor-2,4-dinitrobenzene as the
substrate and activity of glutathione peroxidase by spectrophotometric UV-method Paglia and
Valentine(1967).

Results

Amount of reduced glutathione (GSH) in the liver of diabetic animals were significantly decreased,
compared to the control group (8.8umol/g of tissue versus 7.78umol/g of tissue). Activity of
glutathione S-transferase (0.52 pkat/g of tissue versus 0,61 pkat/g of tissue) and also glutathione
peroxidase (0.62 pkat/g of tissue versus 1.03 pkat/g of tissue) were significantly elevated compared to
the control group.

Discussion

Decreased level of reduced glutathione (GSH) in the liver of diabetic animalsisin agreement with the
idea of increased oxidative stress in the liver of the experimental animals. Decreased levels of this
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important metabolite reflects its enhanced utilization and indicates the increased activity of GSH-
dependent enzymes and also the decreased regeneration of the reduced form of glutathione.
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Introduction and purpose of thework

Many cellular and molecular aspects of brain ageing are shared with other organ systems, including
increased oxidative damage to proteins, nucleic acids, membrane lipids, impaired energy metabolism,
the accumulation of intracellular and extracellular protein aggregates.

The aim of this project is to understand the basic cellular and biochemical changes during ageing of
human brain, by diabetes mellitus that may predispose neurons to degeneration in disorders such as
Alzheimer’s disease (AD) and Parkinson disease (PD).

Materials

Blood examinations from 58 diabetic patients in department of Internal Medicine in Ruzinov
Hospital

Laboratory room in department of Internal Medicine in Ruzinov Hospital

Pc room in department of Biochemistry of Comenius University

1 Laboratory white coat

Pc Toshiba A-300 A15

Book: Medical Biochemistry Jonh W Baynes, Marek H Dominiczak

M ethods

All of the mgjor cdl types in the brain undergo structural changes during ageing. These changes
include nerve cell death, dendritic retraction and expansion, synapse loss and remodeling. Furthermore
glia cel (astrocytes and microglia) reactivity. But one of the most important reasons that can lead in
cellular and neurochemical changes of human brain is Diabetes Méllitus.

Firstly, with the help of doctors, they took blood samples of all diabetic patients and then they had the
results for each patient. Personally, | observed immediately the blood results of patients with diet
markers: 9 or 9N which mean low salt.

| was working with diabetic patients, 58 patients in different ages( from 22 years old till 83 years old)
and gender( 32 males & 26 females), in department of Internal Medicine of Ruzinov Hospital, to
observe their blood biochemical results, but also some important increased indicatorsin their blood.

A biochemical blood test include:

Glucose in serum
Ureain serum
Creatinine in serum
Uric acid

Albumin in serum
Total proteinin serum
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Total serum bilirubin

Conjugated bilirubin in serum

AST (Aspartate Aminotransferase) in serum
ALT (Alanine aminotransferase ) in serum
ALP (Alkaline Phosphatase ) in serum
Cholesterol in serum

LDL (Low-density lipoprotein)

HDL ( High-density lipoprotein) cholesterol
Triacylglycerol

Ferrumin serum

Sodium in serum

Potassium in serum

Chlorinein serum

Calciumin serum

Osmolality in serum

CRP(C-reactive protein) in serum

Results

In the end of record of the most significant markersin blood biochemical tests, | made atable in which
| distinguished the genders and ages having as aim to present every change in blood that can be
combined with a progressive way which leads to cellular and other neurochemical aspects during the
ageing of human brain/

The most significant markers from research are:

Glucose in 5,7- 6,21- 9,21- 5,6- 6,24- 6,29- 4-55

serum 9,15 11,5 17,3 6,2 858 12,7 mmol/L

Creatinine in 0,64- 0,64- 0,67- 0,63- 0,64- 0,69- 0,62-1,06

serum 1,10 1,19 1,28 1,10 1,15 1,29 mg/dL

Triacylglycerol 0,80- 0,84- 1,10- 1,10- 0,92- 1,20- 0,45-
1,81 191 2,01 192 183 212 1,70

mg/L

Free Radicals

»superoxide

dismutase 7 ) 7 ) ) )

» nitricoxide T T i 7 ) )

3 supe‘oxi de 7 T 7 1 1 1

Osmolality in 282- 280- 300- 290- 295 284- 280-300

serum 304 308 310 302 309 314 mmol/Kg

CRPinserum 1,57- 13,7- 36,7- 328- 193 324 0,5mg/L
5,32 314 87,1 525 26,7 1138

(1= increased)
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As we can see, there are some increased changes in our biochemical results that can a catalytic role to
progress syndromes during ageing such as Parkinson Disease and Alzheimer Disease.

Discussion
How these significant markers can lead to cellular and neurochemical changes during aging?

Increased glucose in serum and CRP in serum can lead to protein oxidation :

Levels of protein oxidation, measured as protein carbonyls, are significantly elevated in the brains of
aged rodents, and such age-associated protein oxidation can be prevented by administration of
antioxidants. Studies of membrane structure have provided evidence for oxidation-related alterations
in membrane protein conformation in old rodents. Studies of brain tissues of patients with Alzheimer
Disease and Parkinson Disease have revealed increased levels of protein oxidation in vulnerable brain
regions and, in particular, in degenerating neurons.

Oxidation of proteinsimpairs their function and is therefore a likely contributor to age-related cellular
dysfunction and neuronal degeneration. Progressive addition of sugar residues to many different
proteins occurs during the aging process. This process, called glycation, may promote oxidative stress
in cells. Two proteins that have been shown to be heavily glycated in Alzheimer Disease are AP and
tau, the major components of plaques and neurofibrillary tangles, respectively.

Increased level of Triacylglycerol in serum can lead to vascular changes:

As in other organ systems, vessels that supply blood to the brain are vulnerable to age-related
atherosclerosis and arteriosclerosis, which render the vessels susceptible to occlusion or rupture
(stroke), amajor cause of disability and death in the elderly population.

Reduced brain perfusion in the absence of overt stroke may play a role in age-related cognitive
dysfunction. Decreased cerebral blood flow occurs with advancing age and is accompanied by
declines in cerebral metabolic rate for oxygen and glucose use. Age-related changes in cerebral
vasculature are generally similar to those that occur in vessels el sewhere in the body and are therefore
likely to result from common cellular and molecular changes, including oxidative damage to vascular
endothelial cells and an inflammatory response in which macrophages may penetrate the blood-brain
barrier.

Age-dependent cerebral vascular changes are strongly linked to heart disease and hypertension.
Interestingly, apolipoprotein E polymorphisms are linked to increased risk of both atherosclerosis and
Alzheimer Disease , with the apolipoprotein E4 increasing the risk. This association suggests that age-
related vascular changes may make an important contribution to the neurodegenerative process in
Alzheimer Disease. Finally, important transport functions of cells (endothelia cells and astrocytes)
that comprise the blood-brain barrier may also be impaired in the aging brain and more so in
Alzheimer Disease.

Amyloid accumulation can lead to increased osmolality in serum during ageing( especially in older
ages) :

Amyloid plagues accumulate most heavily in brain regions involved in learning and memory
processes such as the hippocampus and entorhinal cortex. In AD, the accumulation of A in the brain
is correlated with the amount of neuronal degeneration and with the severity of cognitive impairment.

Although the causes of the magjority of cases of AD is unknown, some AD cases are caused by
mutations in APP, presenilin-1, or presenilin-2; mutations in each of these proteins result in increased
production of self-aggregating neurotoxic forms of AB. AP can be neurotoxic, and can increase
neuronal vulnerability to metabolic, excitotoxic, and oxidative insults.
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The sequence of events involved in AB-induced neuronal injury and death may involve induction of
membrane lipid peroxidation, which generates a toxic adehyde called 4-hydroxynonenal that
covalently modifies proteins involved in maintenance of cellular ion homeostasis and energy
metabolism, including the plasma membraneNa+/K+ and Ca2+ ATPases (adenosine
triphosphatases),glucose transporters, and glutamate transporters. This may lead to excessive elevation
of intracellular calcium levels, mitochondrial dysfunction, and a form of cell death called apoptosis. In
addition to its likely involvement in the neurodegenerative process, APmay also disrupt
neurotransmitter signaling pathways.

Increased freeradicals:

A free radica is any molecule with an unpaired electron in its outer orbital; in biological systems,
oxygen-based molecules are the predominant free radical species. A major oxyradical in cells O2-. is
superoxide (O2-.), which is generated during the mitochondria electron transport process; superoxide
dismutases (Mn-SOD and Cu/ZnSOD) eliminateO2—. by converting it to hydrogen peroxide (H202).

H202 can be converted to hydroxyl radical(OH ) via the Fenton reaction, which is catalyzed by Fe2+
and Cu+. Peroxynitrite(ONOO-) arises from the interaction of nitric oxide (NO) with O2—.; calcium
influx is a major stimulus for NO production. While OHand ONOO- can cause direct damage to
proteins and deoxyribonucleic acid (DNA), their major means of damaging cells is by attacking fatty
acids in membranes and initiating a process caled lipid peroxidation. Studies of aging have provided
compelling evidence that there is an increase in production and accumulation of oxyradicals in
essentialy all tissuesin the body during the aging process, including in the brain.
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Uvod

Poznatky o zranujicom potenciali projektilov réznych typov malokalibrového streliva mozu byt
prakticky zarocené v medicinskych odboroch — sidnom lekarstve, chirurgii, ¢i traumatoldgii, ako @ na
trovni kriminalisticko - expertizneho skiimania. Uginky priamoletiacich projektilov si neustale
podrobne analyzované askimané v roznych jednoduchych aj zlozitych experimentoch (1,2).
Zranujuci potencial a u¢inok odrazenych projektilov vo vztahu k l'udskému telu vsak predstavuje
menej zastlpenu oblast’ zranujlicej balistiky a taktiez experimentdlnych prac. K Stadiu poraneni
spésobenych odrazenymi projektilmi nas priviedol aj pripad strel'by v Bratislave — Devinskej Novej
Vs zroku 2010, kedy bolo potrebné zodpovedat’ na otazku, ¢i doslo uc¢inkom projektilov vystrelenych
zo zbranovych systémov ozbrojenych zloziek g K zraneniam civilného obyvatel'stva (3). Uvedena
problematiku je mozné skamat =z hladiska mediciny a stdnolekarskeho hodnotenia ucinkov
simulaciou v podmienkach balistického experimentu (4). Predexperimentalny matematicky model
zraitujuceho U¢inku odrazeného projektilu (5) dotvara komplexny pohlad na tuto problematiku.
Odrazeny projektil, tzv. ricochet projektil, je projektil, ktory sa odchyli od svojho smeru tym, Ze pred
zasiahnutim postreleného subjektu kontaktuje isty vmedzereny objekt. Samotny odraz vystreleného
projektilu od prekazky je pomerne zlozity dej, na ktory vplyvaji viaceré faktory: kaliber strely, jg
tvar, konstrukcia, pouzity material, hmotnost’, rychlost’ a uhol dopadu strely na prekdzku, ako aj
vlastnosti vmedzereného objektu (6,7). Balisticky experiment S pouzitim biologického modelu
(prasacieno stehna) ako substitiicie zranené¢ho, postreleného objektu umoznuje ziskat dobre
popisate'né a analyzovateI'né vysledky, Comu prispievaji aj vysoko porovnatelné podmienky
v biomechanickych a histologickych vlastnostiach biologickych tkaniv prasata a ¢loveka (8). Cielom
nasej prace je poukazat’ na vysoky potencial zrafujuceho efektu odrazenych striel naboja konkrétneho
kalibru so zameranim sa na poranenia dlhych konc¢atinovych kosti.

Material a metédy

Vlastny balisticky (strelecky) experiment bol realizovany za Gcelom simuldcie realnej situdcie z praxe
zasahujtceho prislusnika Policajného zboru Slovenskej republiky (PZ SR). I§lo o experiment so sériou
vystrelov z kratkej gulovej zbrane (KGZ) s neocakdvanym zdsahom steny panelového domu, alebo
horizontalnej pevnej plochy (zivicovy povrch vozovky) s naslednym ocakédvanym odrazom projektilu.
V experimente bol pouzity zbranovy systém CZ vz. 82 anaboj kalibru 9 mm vz. 82, momentalne
pouzivany vo vyzbroji PZ SR. Dizajn experimentu bol zostaveny tak, aby sa prioritne splnila
podmienka bezpecnej realizacie série opakovanych vystrelov, reprodukovatelnosti vysledkov, ako aj
nizkej finan¢nej naro¢nosti vybavenia streleckého stanovista. Usporiadanie balistického experimentu
(meracieho retazca) je zrejmé z obrazku ¢. 1. abolo realizované podla zauZivanej schémy aj inych
autorov (9).
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Obr. 1. Schéma usporiadania streleckého stanovist'a experimentu

Priestor, kde prebichala strel’'ba bol ohrani¢eny zadnym zachytnym valom o vyske 5 metrov abocnymi
zachytnymi valmi o vyske 2,5 metra Na zaiatok stanovista bol do jeho pozdiznej osi upevneny
dreveny kolik, ktorého vrchnd ¢ast’ sa nachadzala vo vyske 140 cm nad zemskym povrchom. Od tohto
vychodzieho miesta bol do vzdialenosti 7 metrov horizontdlne umiestneny beténovy kvader
orozmeroch 50x50x10 cm, ktorym bola modelovana stena obytného domu. Koncovou sucastou
experimentalnej balistickej sustavy bola kovova, pevna konsStrukcia tvaru Sibenice s hakmi,
umiestnena do vzdialenosti 150 cm od zadnej plochy betonového kvadra, na ktort sme jednotlivo
pripeviovali biologické modely (kompletné prasacie stehna vratane koze) orientované do ich
anatomickej pozicie. Takto bola vytvorena zakladnd os streleckej experimentalnej sustavy, ktora
tvorili: ustie hlavne zbrane - betonovy kvader - prasacie stehno. Sportovy strelec dodrzujuci Gplné
poziadavky bezpec¢nosti drzal oboma rukami zbran opreti o pevnil oporu v podobe dreveného kolika
tak, aby ustie hlavne nepresahovalo hranu kolika. Nasledne bola vedend mierena strel'ba na hornu
plochu betoénového kvadra, pricom vzdy doSlo k jeho zasahu a k naslednému odrazeniu sa projektilu
do pripevneného prasacicho stehna. Samotnému experimentu predchadzalo 10 nastrelov, kde bol
namiesto prasacicho stehna pripevneny vykres formatu A2, ureny na zachytenie akalibraciu
priblizného smeru pohybu projektilu po odraze, ako g vysky od zemského povrchu pri danej
vzdialenosti 150 cm od beténového kvadra. Kvoli zvySeniu pravdepodobnosti zasahu heterogénneho
biologického modelu bola z priemernej vySky odrazeného projektilu z 10 pokusov uréena presna
poloha modelu. Spolu boli postrelované 4 kusy prasacich stehien, pricom kazdy biologicky model bol
oznaceny od 1. do 4.

Model €. 1 bol zasiahnuty 4 - krat, model ¢. 2 1 - krat, model ¢. 3 4 - krat amodel €. 4 1 - krat.
Biologicky model ¢. 4 bol findlne zasiahnuty aj jednym priamym projektilom, pre moznost
neskorSieho porovnania charakteru strelnych poraneni. Zasahy v jednotlivych modeloch boli oznacené
poradovymi ¢islami zasiahnutia abola realizovana fotodokumentacia zasiahnutych modelov. VyuZitim
teorie plochych drah striel sme stanovili zakladné balistické parametre drahy strely a predpokladaného
zraitujuceho potencialu odrazenej strely. Po kazdom vystrele bola zaznamenana vzdialenost’ stopy
projektilu na beténovom kvadri od priemetu tustia hlavne zbrane na zem avyska zasahu na kozi
prasacieho stehna od zeme. Zasiahnuté modely boli nasledne zabalené do priesvitnej potravinarskej
folie a prevezené na stdnolekarske pracovisko Uradu pre dohlad nad zdravotnou starostlivostou v
Bratidave, kde bol kazdy model podrobeny RTG snimkovaniu v dvoch na seba kolmych projekciach
(predozadnej abocénej). Miesta vstrelu, strelné kanaly, strelné zlomeniny dlhej kosti (femur), ako aj
finalne pozicie projektilov (pri zastrele) a miesta vystrelov boli revidované preparaciou biologickych
modelov pitevnou technikou za u¢elom sudnolekarskeho zhodnotenia experimentu.
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Vysledky

Na biologickom modeli €. 1 nedoslo k strelnej zlomenine femuru, co sa preukézalo aj na RTG snimke,
ato aj napriek Styrom zasiahnutiam modelu odrazenym projektilom. Na RTG snimke biologického
modelu ¢. 2 nebolo preukdzané zrejmé strelné poranenie stehnove kosti, avsak po preparacii bol na
diafyze kosti vizualizovany defekt charakteru tangencialneho ostrelu s vyvojom motylovitej lomnej
linie.

Na biologickom modeli ¢. 3 sme po vykonani RTG snimkovania popisali viacnasobné poskodenie
femuru v zmysle pritomnosti dvoch rézne velkych ovalnych zatieneni lokalizovanych v kosti, pricom
jeden takyto wtvar sa projikova do hibky lateralneho kondylu femuru a d’alsi bol popisany v oblasti
distalnej tretiny diafyzy, kde sa zistila aj porusena linia kosti imponujtica ako motylovitd zlomenina
(obr. 2). Vykonanim pitvy bolo verifikované, e v hibke 4,5 cm pod koznym krytom sa nachadza
trieStiva zlomenina v distalnej tretine diafyzy femuru s motylovitym priebehom triestivych ilomkov,
spOsobend prednou ogivalovou castou projektilu pistolového naboja kalibru 9 mm vz. 82
z homogénneho materialu, pribliznej dizky 5 mm (obr. 3A). DalSou preparaciou kosti a pril'ahlého
svalstva distalnym smerom bol odhaleny defekt v oblasti lateralneho kondylu femuru nepravidelného
kruhovitého tvaru s priemerom priblizne 4 cm a v hibke 3 mm od chrupavkového povrchu laterdlneho
kondylu femuru bol najdeny fragment projektilu bez jeho predného ogivalu, tvaru valca s pribliznou
dizkou 6 mm (obr. 3B). Vizualizaciou poskodeného useku kosti ajg extirpaciou zo stehenného
svalstva bol blizSie popisany komplexny strelny defekt vytvoreny projektilom v kostnom tkanive
prasaciecho femuru. Po revizii azhodnoteni tohto strelného poranenia prasaciecho femuru
predpokladame, ze projektil vnikol po prieniku kozou do kosti cez lateralny kondyl femuru, kde doslo
kjeho fragmentacii na dve nerovnaké Casti - predny ogival a zvy$na valcova Cast. Ogival po
rozdeleni prenikal tkanivom kosti priblizne 8 cm smerom proximalne a mierne medialne az do oblasti
distalnej tretiny diafyzy, kde spdsobil triestivi zlomeninu s motyl'ovitého charakteru.

Obr. 2. Nativna RTG snimka biologického modelu ¢. 3, Sipky ukazuji na ovalne zatienenia (bo¢na
projekcia)
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Obr. 3A. Fotografia defektu diafyzy femuru spdsobeného ogivalom projektilu (Sipka ukazuje na
ogival)

Obr. 3B. Fotografia defektu lateralneho kondylu femuru s viditelnym fragmentom projektilu (Sipka
ukazuje nafragment)
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Na RTG snimke biologického modelu €. 4 bol popisany kruhovity defekt v oblasti distalnej epifyzy
femuru. Pitva modelu preukazala, ze ide o strelné poranenie — priestrel kosti v oblasti distalnej epifyzy
femuru skruhovitym vstrelom priblizného priemeru 1 cm typu , drill hole®, lokalizovanym na
vonkaj$ej strane lateralneho epikondylu femuru a vystrelom v Kosti nepravidelného tvaru, priemeru
ccal cm, pricom lomna linia na chrupavkovom povrchu epikondylu smerovala asi 2,5 cm dovnutra
kibovej dutiny. Bolo zistené, Ze projektil smeroval z lateralnej strany medialne a doglo k priestrelu
znacnej Casti lateralneho epikondylu femuru, izolovane - bez poskodenia ostatnej kosti, priCom strelny
kanal mal dizku 4 - 5 cm. Priemetom pozicie lateralneho epikondylu na povrch koZe biologického
modelu bolo ozrejmené, ze toto strelné poranenie bolo sposobené priamym - neodrazenym
projektilom, ktory bol vystreleny na biologicky model priamo.

Diskusia

Z vysledkov realizovaného experimentu mozno odvodit, zZe sa naplno prejavila spravnost’ a ticelnost’
pouzitého zbranového systému, ktory predstavuje v sluzobnej ¢innosti Policajného zboru SR pomerne
vysoky zrafiujuci potencial. Znacne zaujimavym neziadicim fenoménom je fakt, Ze sa tymto
poukazalo préve na jeho nechcené, ale zial’ aj veI'mi mélo ovplyvnitelné ucinky, ktoré vSak mézu byt
zasadné pre zranenie okolitych nahodnych osdb. V jednom z pokusov doslo po odraze projektilu od
beténového kvadra anaslednej penetracii cez kibovi plochu stehnovej kosti k rozdeleniu projektilu na
dve nerovnakeé Casti, S vel'kou pravdepodobnostou vplyvom homogénneho materidlu strely a este stale
vysokel nadlimitng rychlosti (kinetickej energie) projektilu po odraze. Predna ogivalna cast
rozdeleného projektilu pokracovala vo svojom prieniku vovnutri kosti az spdsobila klinicky
preukdzanu triestiva zlomeninu diafyzy. Charakter strelnych defektov odrazenych projektilov na dlhej
kosti vykazuje rovnaké tendencie vyvoja lomnej linie kosti ako pri priamych téinkoch projektilov, t.j.
drill hole, resp. butterfly efekt (10). V stvislosti s tymto realnym experimentalnym poznatkom je nutné
otvorit’ diskusiu smerujucu aj k otazke vyberu zbrani a streliva prislusnikov Policajného zboru SR.
Balisticky experiment za danych podmienok vyraznou mierou prispieva do odbornej diskusie
ohl'adom aplikacie modernejsich zbranovych systémov do praxe Policie SR. KIicovym postupom
k dostatocnej argumentacii na tito tému by rozhodne malo byt pokracovanie asustavné
zdokonal'ovanie metodickych postupov. Primarne by bolo vhodné potvrdit’ a doplnit’ doterajSie
Zistenia na vd¢$om subore modelov. V d’alSich pokracujticich experimentoch by pouZitie rychlobeznej
kamery bolo ich neocenitelnou sucastou za ucelom spresnenia trajektorie strely a hodnotenia jg
penetracie tkanivom v Case a priestore, ako g k verifikacii smerovania projektilu modelom, ¢im by
bolo mozné overit morfologické hodnotenie poskodenych anatomickych Struktur a podla nich
g predpokladany priebeh strelného kanala. lzolovanou anadstavbovou etapou Vv dalsich
experimentalnych Stidiach je pouzitie iné¢ho typu zbranového systému, ktorého projektil by svojou
konstrukciou a vlastnostami dobre spiiial poziadavky pouZitia v zastavanych aglomeraciach (napr.
strely typu frangible).
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Uvod

Prevalencia zubného kazu a periodontitidy je vysoka. Patogenéza periodontitidy a zubného kazu je
pomerne znama. Periodontitida je povazovand za zapalovi reakciu v dosledku pritomnosti
patogénnych mikroorganizmov v ustnej dutine, ¢o sa spaja aj so zvySenym oxidacnym stresom [1].
Preto je z pohl'adu molekularnej biologie a klinickej stomatologie potrebné zaoberat’ sa metddami na
identifikaciu mikroorganizmov nachéadzajucich sa v ustnej dutine a markermi oxida¢ného stresu, ktoré
si meratelné v sline. Slina ma ako diagnosticka tekutina mnohé vyhody (jednoduchy aopakovany
odber, pomer zloziek analogicky s plazmou, vytvara prostredie tstnej dutiny) [2].

Analyza terminalnych dizkovych polymorfizmov restrikénych fragmentov (the restriction fragment
lenght polymorphism — t-RFLP) je metdda, ktora umoziuje sledovat diverzitu komplexnych
bakterialnych spologenstiev. Terminalne restrikéné fragmenty maj réznu dizku charakteristicku pre
rozne bakteridlne druhy bakteridlneho spoloCenstva. T-RFLP analyza umoziiuje mapovat’ globalnu
oralnu mikrofloru, ktora moze byt charakteristicka pre jednotlivé stomatologické ochorenia [3].

Oxidacny stres je naruSenie rovnovahy medzi reaktivnymi metabolitmi kyslika aantioxidacnou
kapacitou bunky. Boli zistené asocidcie medzi oxida¢nym stresom a niektorymi patofyziologickymi
procesmi [4]. Tato praca sa zaobera markermi peroxidacie lipidov (thiobarbituric acid reactive
substances - TBARS; spolu smalondialdenydom - MDA su najéastejSie meranymi markermi
oxida¢ného stresu voObec), oxidacie proteinov (advanced oxidation protein products - AOPP),
karbonylového stresu (advanced glycation end products - AGES) amarkermi celkového
antioxidaéného statusu (total antioxidant capacity - TAC, the ferric reducing ability of saliva- FRAS).
Cielom tejto prace je porovnat markery oxidacného stresu a oralnu mikrofloru pacientov bez
mikrobidlneho ochorenia azjavného aktivneho ochorenia zubnych tkaniv (d’alej len kontrola) s
pacientmi s periodontitidou a pacientmi so zubnym kazom.

Material a metédy

Nestimulované sliny odoberané klinickym stomatoldgom boli ziskané od pacientov, ktorym boli
extrahované zuby (23 zien vo veku 19-70 rokov a20 muzov vo veku 18-62 rokov). Nasledne bola
identifikovana zakladna pri¢ina ochorenia vediceho k extrakcii zubov apacienti boli zaradeni do 3
skupin: 1. kontrola, 2. speriodontitidou a 3. so zubnym kazom. Vzorky slin aj zubov boli po odbere
zmrazené na-20°C.

Zuby boli inkubované 30 minut pri 37°C v timivom fosfatovom roztoku(phosphate buffer saline -
PBS). Zuby boli odobrané a obsah skiimavky bol centrifugovany pri 15 500 g 30 minut. Pelet bol
rozsuspendovany v 200 pl PBS a pouzity na izolaciu DNA kitom QIAamp DNA Blood Mini (Qiagen,
Nemecko) podrla instrukeii vyrobcu (DNA Purification from Blood or Body Fluids, prirucka 04/2010).
Analogicky bola izolovana aj DNA z 200 ul celej necentrifugovanej sliny.

Vyizolované DNA boli pouzité na amplifikdciu 16S rDNA s vyuzitim bakteridlnych primerov 27F
a1492R. PCR produkty boli Stiepené restrikénou endoukleazou FastDigest Hhal (Fermentas, Litva).
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T-RFLP fragmenty boli d’alej spracované pomocou kapilarnej elektroforézy. Elektroforetogramy boli
spracované v programe Genemapper. Na zostrojenie dendrogramov bol pouZity program Bionumerics.

Markery oxida¢ného stresu boli stanovené pomocou spektrofotometrickych aspektrofluorometrickych
analyz v 96-jamkovych platnickach. Markery oxida¢ného stresu (TBARS a AOPP), markery
karbonylového stresu (AGEs) a markery antioxida¢ného statusu (FRAP a TAC) boli stanovené
pomocou metdod pouzitych v Elanku Celeca akol. [5]. Na merania bol pouzity platni¢kovy
spektrofotometer (Safire 1I, Tecan, Rakusko). Na Statistické vyhodnotenie merani bola pouzita
jednosmerna ANOVA a Tukeyho post-hoc test.

Vysledky

V dendrogramoch z t-RFLP neboli pacienti zoradeni do klastrov podl'a diagnostikej skupiny.
V strome zostrojenom z t-RFLP profilov zo slin boli pacienti s periodontitidou zaradeni do klastrov
Spacientmi so zubnym kazom aj s kontrolou. V strome zostrojenom z t-RFLP profilov zo zoskrabov
zubov probandi neboli zaradeni do klastrov podla diagnostickej skupiny a zaradenie nekorelovalo
s dendrogramom zostrojenym z t-RFLP profilov zo slin (data nie s prezentované vo vysledkoch).

Priemerné salivarne koncentracie (d’alej iba koncentracie ) TBARS boli v tejto praci v jednotlivych
skupinach stanovené nasledovne: kontrola zeny 9.94 umol/l; kontrola muzi 1.6 umol/l (16%
z koncentracie stanovenej u zien); Zeny so zubnym kazom 7.15 pmol/l; muZzi so zubnym kazom 6.85
pmol/l (95% =z koncentracie stanovenej u zien; zeny s periodontitidou 11.89 pmol/l; muzi
speriodontitidou 13.35 pmol/l (112% z koncentracie stanovenej u Zien). V porovnani s kontrolami
bola uzien so zubnym kazom koncentracia TBARS znizena na 71.93% au zien s periodontitidou
zvySena na 119.62%. V porovnani s kontrolami bola u muzov so zubnym kazom koncentracia TBARS
zvySena na 328% (Statisticky nesignifikantny rozdiel; d’alej P=ns) au muzov s periodontitidou na
734% (P<0,05; pozri Obr.¢.:1). Statistické vyznamnost rozdielov koncentracii markerov medzi
vSetkymi tromi skupinami probandov, stanovena na zaklade jednosmerného ANOVA testu je uvedena
v Tab.c.:1.

Priemerné koncentracie markerov pokrocilej oxidacie proteinov boli u kontroly azien so zubnym
kazom porovnatelné¢ (103.74 a 104.74 umol/l), rozdiel bol vo velkosti Standardnej odchylky.
V skupine zien s periodontitidou bola koncentracia znizena na 53.21% (P=ns) koncentracie u kontroly.
U muzov bola priemerna koncentracia v porovnani s kontrolou u pacientov so zubnym kazom zvySena
na 326% (P=ns) au pacientov s periodontitidou zvysena na 526% (P=ns; pozri Obr.¢.:1).

Priemerné koncentracie AGEs uZien boli porovnatelné (1.04; 1.28 a0.94 ¢g/l). U muzov bola
v porovnani s kontrolami priemernd koncentracia u pacientov so zubnym kazom zniZzena na 81.92%
(P=ns) au pacientov s periodontitidou zvysena na 195% (P<0,05; pozri Tab.¢.:1).

Pri markeroch antioxidacného statusu boli priemerné hodnoty koncentracie u zien porovnatelné, bez
Statisticky signifikantnych rozdielov (pozri Tab.c.:1). Pri FRAS bola koncentricia v porovnani s
kontrolami u muzov so zubnym kazom zvy$ena na 606% (P=ns) au muzov s periodontitidou bola
zvySena na 1328% (P<0,001). Pri TAC bola koncentracia v porovnani s kontrolami u muzov so
zubnym kazom zvySend na 278% (P=ns) a umuZov s periodontitidou na 553% (P<0,001) (pozri
Obr.¢.:2).
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Tab. &.:1: Statistickd vyznamnost' rozdielov salivarnych koncentracii markerov oxida¢ného stresu
(jednosmerna ANOVA) po porovnani vSetkych troch stomatologickych skupin

Marker zeny muZi
P hodnota F hodnota P hodnota F hodnota
TBARS 0,385 1,01 0,025 4,97
AGEs 0,667 0,42 0,002 9,40
AOPP 0,251 1,49 0,802 3,04
FRAS 0,752 0,29 0,004 8,05
TAC 0,493 0,73 0,0004 13,43
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209 20 *
154 154
= o
S 104 3 0-
g E’
54 54
kontrola zubny kaz  periodontitida 0 kontrola zubny kaz  periodontitida
AOPP Zeny AOPP muzi
2501 2501
2004 ~ —y— 2004
= 150 = 150
S S
§. 1004 i 100
50 50
0 T 0-
kontrola zubny kaz  periodontitida kontrola zubny kaz  periodontitida
AGEs Zeny AGEs muzi
39 34
24 24
< '|' <
) )
N N T 00
C T C T
kontrola zubny kaz  periodontitida kontrola zubny kaz  periodontitida

* _kontrola vs. zubny kaz alebo periodontitida

° -periodontitida vs. zubny kaz

Obr.:1: Salivarne koncentracie markerov oxidaéného poskodenia lipidov, proteinov a karbonylového
stresu
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Obr.:2: Salivarne koncentracie markerov celkového antioxida¢ného statusu

Diskusia
Oxida¢ny status zrejme nie je asociovany so zubnym kazom, ale periodontitidou, pretoze ide
0 zapalovy proces, ktory je induktorom oxida¢ného stresu [2]. Tato asocidcia je naznacena aj v tgjto

praci, kde sme sledovali zvySené koncentracie markerov celkového antioxida¢ného statusu aj
U pacientov so zubnym kazom, no vyraznejsie u pacientov s periodontitidou.

Signifikantné rozdiely medzi vSetkymi tromi diagnostickymi skupinami boli v tejto praci zistené iba
umuzov pri markeroch karbonylového stresu (AGEs) a pri markeroch celkového antioxida¢ného
statusu (TAC, FRAS). V slinach muzov so zubnym kazom bola stanovena niz§ia a S periodontitidou
vysSia koncentracia AGEs oproti kontrole. Koncentrdcie markerov FRAS a TAC boli najvyssie
umuzov s periodontitidou a U muzov so zubnym kazom boli vyssie ako u kontroly, no vyrazne nizsie
ako umuzov s periodontitidou. Pravdepodobne ide o kompenzaény mechanizmus k zvySenej
produkcii volnych radikdlov. Prace zaoberajlice sa vztahom salivarnej koncentracie markerov TAC
aperiodontitidy uvadzaja rozdielne zavislosti [6, 7]. Koncentracie TAC boli sledované u deti a bolo
preukazatelné, ze stupaju s vekom asu vyssie u deti so zubnym kazom [8]. Sledovanim koncentracie
TAC mozno uréit’ nachylnost’ na zubny kaz [9].

Koncentracie markerov oxidacného stresu su u pohlavi odlisné [10]. Zvysené koncentracie MDA boli
pozorované pri pacientoch s periodontitidou [1]. V tejto praci bol zisteny ten isty trend len u muzov, aj
ked’ statisticky nesignifikantne, ¢o moze byt’ désledok velkych standardnych odchylok. V niektorych
vzorkach bola pritomna krv, ¢o mbéze mat’ vyrazny vplyv na vysledky merani oxidacného stresu
(Kamodyova 2011, nepublikované vysledky). Tieto fakty naznaCuju, Ze tento marker je vyuZziteny
skor pri popula¢nych $tadiach ako diagnostike [10]. V databaze PubMed zatial’ nebola indexovana
ziadna praca, ktora by sa zaoberala vztahmi medzi koncentraciami AOPP a stomatologickymi
ochoreniami. Oxida¢ny stres by sa dal pravdepodobne znizit' aplikovanim antioxidacnej terapie
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(vitamin E, koenzym Q) [2]. Markery oxida¢ného stresu v sline vSak ovplyviuje viacero faktorov, ako
napriklad pritomnost’ krvi, ale aj rozne systémové ochorenia [10, 11].

Tato prdca ma niekolko limitacii. Pracovalo sa so star§imi vzorkami (Ziadna praca indexovana
v databaze PubMed sa zatial nezaoberala vplyvom dlhodobého skladovania vzoriek na hladinu
markerov oxida¢ného stresu v sline). AGEs a TBARS predstavujii nehomogénnu skupinu chemickych
latok, a preto su ako markery oxidaéného stresu neSpecifické [12]. Populacia, ktora sa zucastnila
pokusu, bola vekovo nehomogénna.

V dendrogramoch klastre nerozliSovali medzi kontrolou a pacientmi s periodontitidou, resp. zubnym
kazom, podobne ako v praci Sakamota a kol [13]. Mdze to naznafovat' zle zvoleni metédu ich
konstrukcie a/ alebo Stiepenie nevhodnou nukleazou. V d’alSich pracach by bolo potrebné pracovat’ s
inou nukleazu, resp. kombinaciou nukleaz.

Aplikacia metody t-RFLP vyzaduje d’al$iu optimalizaciu. Metéda t-RFLP ma niekol’ko limitacii. Piky,
ktoré st ziskané na zaklade t- RFLP analyzy nie je mozné jednoznacne priradit ku konkrétnemu
mikroorganizmu. Déta z r6znych analyz sa nedaju medzi sebou porovnavat. Pomocou tejto metody je
mozné sledovat’ vyskyt najmé dominantnych predstavitel'ov oralnej mikroflory, ale nie jej dynamické
zmeny [14]. Dalsie limitacie tejto metody vyplyvaju z problémov mobility vzoriek na kapilarnej
elektroforéze [3].

Skuimat’ markery oxidacného stresu pri stomatologickych ochoreniach méze objasnit’ ich patoldgiu,
ale aj dosledok zmien v stave ustnej dutiny pri zdanlivo nesuvisiacich systémovych ochoreniach [10,
11]. T-RFLP je metédou, ktord bude pravdepodobne postupne nahradena high-throughput
sekvenovanim [14], no momentalne je jednoduchSou alternativou poskytujiucou dostatok informacii na
porovnavanie oralnej mikroflory pri réznych stomatologickych ochoreniach [15].

Pouzita literatura

1. Akalin, F.A. et al., Lipid peroxidation levels and total oxidant status in serum, saliva and
gingival crevicular fluid in patients with chronic periodontitis. J Clin Periodontol, 2007. 34(7):
p. 558-65.

2. Battino, M., et a., Oxidative injury and inflammatory periodontal diseases: the challenge of
anti-oxidants to free radicals and reactive oxygen species. Crit Rev Ora Biol Med, 1999.
10(4): p. 458-76.

3. Takeshita, T., Y. Nakano, and Y. Yamashita, Improved accuracy in termina restriction
fragment length polymorphism phylogenetic analysis using a novel internal size standard
definition. Oral Microbiol Immunol, 2007. 22(6): p. 419-28.

4. Dalle-Donne, I., et al., Biomarkers of oxidative damage in human disease. Clin Chem, 2006.
52(4): p. 601-623.

5. Cedec, P, et d., Oxidative and carbonyl stress in patients with obstructive sleep apnea treated
with continuous positive airway pressure. Sleep Breath, 2011.

6. Brock, G.R., et a., Local and systemic total antioxidant capacity in periodontitis and health. J
Clin Periodontol, 2004. 31(7): p. 515-21.

7. Su, H., et a., Sdivary DNA, lipid, and protein oxidation in nonsmokers with periodontal
disease. Free Radic Biol Med, 2009. 46(7): p. 914-21.

8. Hegde, A.M., K. Rai, and V. Padmanabhan, Total antioxidant capacity of saliva and its
relation with early childhood caries and rampant caries. J Clin Pediatr Dent, 2009. 33(3): p.
231-4.

9. Kumar, D., RK. Pandey, and D. Agrawal, An estimation and evaluation of total antioxidant
capacity of saliva in children with severe early childhood caries. Int J Paediatr Dent, 2011.
21(6): p. 459-64.

42



10.

11.

12.

13.

14.

15.

KLINICKA SEKCIA

Behuliak, M., et al., Variability of thiobarbituric acid reacting substances in saliva. Dis
Markers, 2009. 26(2): p. 49-53.

Matough, F.A., et a., The role of oxidative stress and antioxidants in diabetic complications.
Sultan Qaboos Univ Med J, 2012. 12(1): p. 5-18.

Lykkesfeldt, J., Maondiadehyde as biomarker of oxidative damage to lipids caused by
smoking. Clin Chim Acta, 2007. 380(1-2): p. 50-8.

Sakamoto, M., et a., Application of terminal RFLP analysis to characterize oral bacterial flora
in saliva of healthy subjects and patients with periodontitis. J Med Microbiol, 2003. 52(Pt 1):
p. 79-89.

Hamady, M. and R. Knight, Microbial community profiling for human microbiome projects:
Tools, techniques, and challenges. Genome Res, 2009. 19(7): p. 1141-52.

Sakamoto, M., et a., Application of terminal RFLP analysis to characterize oral bacterial flora
in saliva of healthy subjects and patients with periodontitis. Journal of Medical Microbiology,
2003. 52(1): p. 79-89.

43



51. FAKULTNA KONFERENCIA STUDENTSKE] VEDECKE] ODBORNE] CINNOSTI

8. Hodnoty krvného tlaku vo vztahu k vitaminu D

Katarina Krivosikova
(vSeobecné lekarstvo, 3. rocnik)

Skolitel: Prof. MUDr. Viera Stvrtinova, CSc.'; doc. MUDr. Martin Gajdos, PhD.?
1. interna klinika LFUK
Oddelenie klinickej a experimentalnej farmakoterapie SZU

Uvod

Vitamin D je hormén, ktory sa tvori predominantne v koZi (vitamin D), alen minimalne mnozstvo
ziskavame z potravy (vitamin D, aDj3). Obidve formy sa hydroxyluja najprv vV peceni na 25(OH)D,
apotom v oblicke na aktivnu formu 1,25(OH),D. Vitamin D patri medzi kalciotropné hormony a jeho
primarnou tlohou je regulécia G¢innosti ¢revnej resorpcie vapnika a zabudovavanie vapnika do kosti.
Deficit vitaminu D spdsobuje znizenie resorpcie vapnika z tenkého Creva, o vedie ku zvySeniu tvorby
auvolnovaniu PTH do krvného obehu. PTH zvysi tubuldrnu resorpciu vapnika v oblicke,
vyplavovanie vapnika zkosti atiez zvysi tvorbu 1,25(OH),D, vdaka ¢omu opidtovne navodi
vapnikova homeostazu (1). Cirkulujaci 1,25(OH),D sa viaZze na vitamin D receptor (VDR), ktory sa
vzapiti viaze na receptor kyseliny retinovej a sluzi ako jadrovy transkripény faktor, ktory priamo
alebo nepriamo reguluje mnohé gény. VDR boli identifikované aj v d’alSich bunkach, tkanivach
aorganoch, ktoré nie si spojené s vapnikovou homeostazou a kostnym metabolizmom. Vitamin D ma
tak Siroku Skalu biologickych ucinkov, ako je inhibicia proliferacie buniek, inhibicia angiogenézy,
stimulacia produkcie inzulinu a mnohé iné (1). Jednym z d’alSich Gc¢inkov je aj vplyv vitaminu D na
krvny tlak.

Ciel'om naSej prace bolo zistit’ hodnoty krvného tlaku vo vztahu k vitaminu D vo vybranej populacii
zdravych dobrovol'nikov z Bratislavy a okolia

Material a metédy

Do retrospektivnej $tadie bolo zahrnutych 671 subjektivne zdravych probandov (506 Z/ 165 M) vo
veku od 15 do 81 rokov. Na analyzu sme vyuzili udaje o systolickom adiastolickom tlaku,
plazmatickych koncentraciach 25(OH)D ako aj zakladné antropometrické tdaje (vek, vyska,
hmotnost, BMI) a fajcenie. Exkluzne kritéria boli: akékol'vek diagnostikované a lieené zévazné
ochorenie, suplementacia vitaminom D alebo inym vyzivovym doplnkom obsahujucim vitamin D
pocas najmenej dvoch mesiacov pred zaradenim do sledovania a Gc¢ast’ na $tudii v obdobi od maja do
oktobra vcitane.

Vitamin D status sme hodnotili ako optimalny (> 60 ng/ml), dostatocny (30-59 ng/ml), nedostatocny
(20-29 ng/ml) adeficitny (< 20 ng/ml) (2).

Na statistické analyzy sme pouzili softvér SPSS, verzia 12.

Vysledky

Udaje o pohlavi, veku, fajéeni, BMI, STK, DTK a 25(OH)D st uvedené v tabulke 1. Spojité
premenné sme vyjadrovali ako priemer £ SD. U jednotlivych pohlavi sme nezistili vyznamny rozdiel
Vv percentualnom zastipeni fajciarov.

Muzi mali $tatisticky vyznamne vyssSie hodnoty BMI, STK aDTK ako aj plazmatické koncentracie
25(0OH)D.
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Pri hodnoteni statusu vitaminu D sme zistili vysoki prevalenciu nedostato¢nej a deficitng
plazmatickej koncentracie 25(OH)D v celom subore, z toho u muzov 47% a u zien 68%. Dostatocnti
az optimalnu koncentraciu 25(OH)D sme nasli len u 32% zien, o je $tatisticky vyznamne menej nez
umuzov (53%) (graf 1-2).

Korelacna analyza (Spearmanov test) (tabulka 1) ukézala Statisticky vyznamné korelacie medzi
25(0OH)D aSTK (graf 3), vekom aBMI. Vztah medzi 25(OH)D aDTK sa nenaSiel (tabulka 2, graf
4).

Vseobecny linedrny model sme pouzili na modelovanie vplyvu veku, BMI, 25(OH)D, pohlavia
afajcenia na hodnoty STK a DTK. V pripade STK sa ukazal Statisticky vyznamny vplyv veku (p<
0,001), BMI (p< 0,001) a 25(0OH)D (p= 0,032). Vpripade DTK sa ukazal Statisticky vyznamny vplyv
veku (p< 0,001), BMI (p<0,001) a pohlavia (p= 0,013).

Zeny Muzi p<
N (%) 506 165 0,001
Fajciari (%) 105 (20,8) 44 (26,7) ns
Vek (roky) 38,2 (17,7) 35,8 (14,9) ns
BMI 24,2 (5,2 26,9 (4,5 0,0001
STK (mmHg) 128,5 (21,3) 129,9 (14,5) 0,001
DTK (mmHg) 76,1 (9,2 78,8 (9,0) 0,003
25(CH)D (ng/ml) 26,4 (13,8) 33,3 (15,7) 0,0001

Tab. 1: Charakteristika suboru rozdeleného podl'a pohlavia.

TK-S | TK-D

Spearman'srho  Vek Correlation Coefficient | ,599 ,358
Sig. (2-tailed) ,000 ,000

N 671 671

BMI Correlation Coefficient | ,516 ,389

Sig. (2-tailed) ,000 ,000

N 671 671

25(0OH)D Correlation Coefficient |-,117 |,028

Sig. (2-tailed) ,002 ,465

N 671 671

Tab. 2: Spearmanove korelacie medzi krvnym tlakom, vekom, BMI a 25(OH)D.
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Tests of Between-Subjects Effects
Dependent Variable: TK-S

Source Type 1l Sum of Squares | df Mean Square | F Sig.
Corrected Model 126552,467(a) 6 21092,078 102,170 ,000
Intercept 158051,814 1 158051,814 765,602 ,000
25(0OH)D 957,478 1 957,478 4,638 ,032
vek 63620,608 1 63620,608 308,178 ,000
BMI 5780,626 1 5780,626 28,001 ,000
Pohlavie 411,666 1 411,666 1,994 ,158
Fajcenie 342,825 1 342,825 1,661 ,198
Pohlavie * Faj¢enie | 30,828 1 30,828 ,149 ,699
Error 137076,958 664 | 206,441

Tota 11395968,000 671

Corrected Tota 263629,425 670

a R Squared =,480 (Adjusted R Squared = ,475)

Tab. 3: Modelovanie vplyvu 25(0OH)D, veku, BMI, pohlavia, faj¢enia a interakcie medzi pohlavim a

faj¢enim na TK-S.

Tests of Between-Subjects Effects
Dependent Variable: TK-D

Source Type Il Sum of Squares | df Mean Square | F Sig.
Corrected Model 11232,451(a) 6 1872,075 26,976 ,000
Intercept 73481,067 1 73481,067 1058,829 | ,000
25(0OH)D 155,986 1 155,986 2,248 134
vek 2485,428 1 2485,428 35,814 ,000
BMI 2401,041 1 2401,041 34,598 ,000
Pohlavie 432,802 1 432,802 6,236 ,013
Fajcenie 210,777 1 210,777 3,037 ,082
Pohlavie * Fajcenie | 170,498 1 170,498 2,457 117
Error 46080,568 664 | 69,398

Total 4012452,000 671

Corrected Total 57313,019 670

a R Squared =,196 (Adjusted R Squared =,189)

Tab. 4: Modelovanie vplyvu 25(OH)D, veku, BMI, pohlavia, faj¢enia a interakcie medzi pohlavim a

faj¢enim na TK-D.
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Vitamin D status - ieny

@>60 ng/ml
m30-60 ng/ml
020-30 ng/ml
0<20 ng/ml

Graf 1: Percentualne zastupenie zien v skupinach podla plazmatickych koncentracii 25(OH)D.

Vitamin D status - Nuzi

21% 7%
a>60 ng/ml
@ 30-60 ng/ml
020-30 ng/ml
46% (O <20 ng/ml
26%

Graf 1: Percentualne zastapenie muzov v skupinach podl'a plazmatickych koncentracii 25(OH)D.
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Graf 3: Zavislost TK-S od plazmatickej koncentracie 25(OH)D.

0,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00 120,00
25(0OH)D

Graf 4: Zavislost TK-D od plazmatickej koncentracie 25(OH)D.
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Diskusia

Deficit 25(OH)D je celosvetovy problém, ktory odhadom postihuje priblizne 40% dospelej populécie
aviac ako 50% T'udi vo vy$som veku (3,4). Podobne je to aj s hypertenziou. Podl'a Snincaka a spol., na
Slovensku je prevalencia hypertenzie v populacii 25-64 roénych 41,4% so stipajucou tendenciou (5).
Otazke vztahu medzi nizkymi plazmatickymi koncentraciami 25(OH)D a hypertenziou sa
V poslednom obdobi venovalo vel'a pozornosti. Ukdzalo sa, Ze nedostatocné a deficitné plazmatické
koncentracie 25(OH)D vyznamne koreluju s hypertenziou (4). Podl'a stidie NHANES III, priemerny
STK bol priblizne o 3 mmHg nizsi u os6b s najvyssim kvartilom 25(OH)D v porovnani s osobami
Vv najniz§om kvartile (6). V §tudii Sugdena a spol. podanie jednej davky 100 00 IU vitaminu D,
pacientom, ktori mali diabetes typu 2 a zdroven nizke koncentracie 25(OH)D, znizilo STK o 14
mmHG (7). Moznych mechanizmov G¢inku vitaminu D na krvny tlak je niekolko. 1,25(OH),D
inhibuje RAAS g NF-xB signalnu drahu, ktoré podporuju produkciu profibrotickych a prozapalovych
faktorov, zvySujui oxidac¢ny stres a poskodzuju podocyty, ¢o prispieva k zvySovaniu krvného tlaku (8).
Okrem toho vitamin D pdsobi preventivne na vznik sekundarnej hyperparatyre6zy, mé priamy uc¢inok
na cievne bunky afunkciu endotelu (9).

V naSom subore sme zistili vysoka prevalenciu nedostatku az deficitu 25(OH)D s prevahou u zien.
Zistili sme tieZ Statisticky vyznamny inverzny vzt'ah medzi STK a 25(0OH)D nezavisle od veku, BMI,
pohlavia afajéenia. To znamena, ze nizka plazmaticka koncentracia 25(OH)D vyznamne savisi so
zvySovanim systolického krvného tlaku, aj ked’ berieme do tuvahy zname ucinky vySsieho veku,
obezity, fajéenia a prislusnost’ k muzskému pohlaviu navznik hypertenzie (10).

Nedostatky tejto Studie spocivaji hlavne v nerovnomernom zastupeni muzov a zien v subore
anerovnakom pocte probandov v jednotlivych vekovych skupinach. V d’al'Som sledovani by preto
bolo vhodné rozsirit’ skupinu muzov a doplnit’ poéty podl'a veku.

Zaver

Zisteny deficit vitaminu D v slovenskej populécii je alarmujuco vysoky, pricom uzko suvisi so
zvySenym systolickym krvnym tlakom, nezavisle od znamych rizikovych faktorov hypertenzie.
Stadium vztahu vitaminu D ku krvnému tlaku méa velky vyznam hlavne z dévodu potencialnych
klinickych dopadov. Stanovenie plazmatickych koncentracii 25(OH)D je relativne dostupné
asuplementacia vitaminom D, ktora je potrebna hlavne v zimnom obdobi, nie je financne narocna.
Udrziavanie optimalnej plazmatickej koncentracie 25(OH)D by tak mohlo napomdct’ v prevencii a
liecbe hypertenzie.

Pod’akovanie

Autori dakuju RNDr. L. Wsoélovej, PhD. za pomoc pri Statistickom vyhodnoteni stiboru. Praca bola
finan¢ne podporenad projektom Ministerstva zdravotnictva ,,Vplyv genetickych a environmentalnych
faktorov na prevalenciu v¢asnej inzulinovej rezistencie”.

Pouzité skratky

25(CH)D 25-hydroxyvitamin D, kalcidiol
1,25(0OH),D 1,25-dihydroxyvitamin D, kalcitriol
BMI body massindex

DTK diastolicky tlak krvi

STK systolicky tlak krvi

PTH parathormén

RAAS renin-angiotenzin-aldosteronovy systém
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NF-xB

VDR

jadrovy transkripény faktor kappa B

vitamin D receptor
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Uvod

Skler6za multiplex (SM) je progresivne zapalové, demyeliniza¢né, autoimunitné ochorenie
centrdlneho nervového systému. Pri¢iny vzniku SM nie st zname, ale laboratérne a epidemiologické
stadie predpokladajui, Ze toto autoimunitné ochorenie sa vyskytuje prevazne u jedincov s genetickou
predispoziciou a je iniciované infekénym agens (1). Novsie prace naznacuju, Ze v patogenéze zapalu
ademyelinizacie zohrdva vyznamnu ulohu oxidacny a nitracny stres (2,3). Cielom naSej prace bolo
detegovat’ celkovy antioxida¢ny stav krvng plazmy u pacientov so SM aanalyzovat’ rozli¢né markery
oxidacného poskodenia, ich vzajomné korelacie, ako i korelacie tychto parametrov so stavom
hematolikvorovej bariéry (HLB). Taktiez sme sledovali hladiny kyseliny mocovej (UA) ako
antioxidantu, o ktorej koncentracii v plazme u pacientov so sclerosis multiplex sa veda v su¢asnosti
diskusie.

Material a metédy

Do studie bolo zaradenych 58 pacientov (32 zien a 26 muzov) s diagnostikovanou SM podla
McDonaldovych pravidiel a zdroven potvrdené pritomnostou oligoklonalnych pasov. Priemerny vek
pacientov bol 36,5 £ 10 rokov, vekovy rozptyl (18-56 rokov). Funkcia hematolikvorovej bariéry sa
hodnotila pomocou indexu QA (QA = CSF albumin/sérovy albumin x 1000; CSF-cerebrospinal fluid),
ktory indikoval jej poskodenie (QA > 7,4) u 7 muzov a 3 zien. Podl'a nasich informacii sa u pacientov
nevyskytovalo iné zavazné ochorenie, ktoré by ovplyviiovalo sledované parametre oxida¢ného
poskodenia. Kontrolnt skupinu tvorilo 43 zdravych jedincov s priemernym vekom 39,22 + 14,88 roka
(24 muzov a 19 Zzen). U Ziadneho z nich sa nevyskytovalo demyeliniza¢né ochorenie ani iné
ochorenie spojené s narastom oxidacného stresu. Vzorky krvi sme odoberali do komer¢nych
skimaviek s EDTA ako antikoagulantom. Krv sme centrifugovali, plazmu sme rozdelili na alikvoty a
uskladnili pri -18 °C.

Celkovy antioxidacny stav krvnej plazmy (TAS) bol analyzovany metédou TEAC (trolox equivalent
antioxidative capacity) podl'a Re a kol. (4). Ako Standard bol pouzity Trolox a antioxidatna schopnost’
bola vyjadrena v alikvotoch Troloxu (mmol/l). Touto metédou sa merala pritomnost’ hydrofébnych aj
hydrofilnych antioxidantov v plazme danych probandov.

Miera oxida¢ného poskodenia lipidov bola detegovana stanovenim koncentracie lipidovych
hydroperoxidov spektrofotometrickou metédou podla el-Saadaniho a kol. (5). Koncentraciu
lipoperoxidov sme vyjadrili v nmol/ml.

Pri poskodeni proteinov boli vyhodnotené markery oxida¢ného (karbonyly proteinov) aj nitra¢ného (3-
nitrotyrozin) stresu. Na stanovenie karbonylov bol pouzity ELISA test (enzyme linked immunosorbent
assay) podra Bussa a kol. (6). Hladina karbonylov bola vyjadrena v nmol/mg proteinov. Koncentracia
3-nitrotyrozinu (nmol/l) bola stanovend prostrednictvom komerénych ELISA testov (Hycult®).
Hladina tejto zluceniny v plazme bola vypoc¢itana pomocou rovnice Hillovej krivky.

51



51. FAKULTNA KONFERENCIA STUDENTSKE] VEDECKE] ODBORNE] CINNOSTI

Kyselina moc¢ova sa stanovila HPLC metodou (high performance liquid chromatography) sUV
detekciou. Po deproteinacii (s 8% HCIOy) a naslednej centrifugécii (10 000 ot/min, 20 min, 0-4 °C) sa
vzorka injektovala do HPLC systému. Ako Standard sa pouzila UA o koncentracii 0,1; 0,25; 0,5; resp.
0,75 umol/l. Mobilna faza obsahovala: 2 % (v/v) metanol v 80 mmol/l KH,PO,, pH 5,1; prietokova
rychlost: 0,8 ml/min, koléona 250 x 4 mm Nucleosil 120-5 C18 (Watrex, Ceska Republika).
Koncentracia UA sa stanovila z kalibra¢nej krivky a vyjadrila v pmol/l.

V experimentoch naSe vysledky reprezentuju priemer + SD pre normalne distribuované parametre.
Data, ktoré nepreukazovali odchylku od normality sa vyhodnotili Studentovym t-testom. Na statistické
vyhodnotenie sa pouzil program StatsDirect” 2.3.7 (StatsDirect Sales, Sale, Cheshire M33 3UY, UK).
Vsetky grafické zndzornenia sa robili pouzitim programu Excel 2007 (Microsoft Co.). Na stanovenie
vztahu medzi parametrami sme pouZili Pearsonov test.

Vysledky

Vysledky merania st uvedené v tabul’ke 1.

Tabul'ka 1: Hladiny analyzovanych parametrov v plazme u SM pacientov Vv porovnani s kontrolnym
stiborom

PARAMETER PACIENTI-SM | KONTROLA P

Pocet 58 43

Vek[roky] 36,52 + 10,56 39,22 + 14,88 p>0,1
[Crf]&‘gl‘;ly] arilosdony S8y WS g g 1,91 + 0,74 p<0,001
Lipoperoxidy [nmol/ml] 79,17 £ 50,70 46,62 + 27,36 p<0,001
3-nitrotyrozin[nmol/l] 104,51 + 38,43 | 21,57 + 3,67 p<0,001
Karbonyly proteinov [nmol/mg P] 0,44 + 0,08 0,31 + 0,01 p<0,001
Kyselina mo¢ova-M [umol/1] 380,41 + 86,57 | 320 +£101,6 fyziologicka
Kyselina mo¢ova-Z [umol/1] 298,86 += 56,11 | 240 +£101,6 fyziologicka

Zistili sme, ze celkovy antioxida¢ny stav plazmy bol u pacientov so SM v priemere 1,4+0,5 mmol/I,
zatial o uzdravych jedincov bola stanovena hodnota 1,9+0,7 mmol/l (p<0.001). Sledovanim
intersexudlnych rozdielov pri tomto parametri neboli zaznamenané Statisticky vyznamné rozdiely
(p>0,2).

Oxida¢né poskodenie lipidov je jednym z délezitych ukazovatel'ov stavu bunkovych membran a
priamo suvisi so stavom hematolikvorovej bariéry. Pozorovali sme $tatisticky vyznamny rozdiel v
koncentracii lipoperoxidov v plazme SM-pacientov v porovnani s kontrolnou skupinou (79,17 + 50,70
vs. 46,62 £ 27,36 nmol/ml; p<0,001). Zaznamenali sme aj korelaciu medzi stavom hematolikvorove;j
bariéry a mierou lipoperoxidacie (p<0,05). Vyznamne vys$sia miera lipoperoxidacie bola pozorovana
u muzov ako u zien (p<0,05).

3-nitrotyrozin ako vyznamny marker neurodegenrativnych ochoreni_sa nachadazal vo vysokych
koncentraciach v plazme u testovanych jedincov bez ohladu na ich pohlavie. Jeho priemerna
koncentracia bola u SM-pacientov vyznamne zvySena 104,51 + 38,43 nmol/l v porovnani s kontrolnou
skupinou 21,57 £+ 3,67 nmol/l (p<<0,001).

Vyskyt karbonylov proteinov bol v plazme u pacientov so SM 0,47 £ 0,13 nmol/mg P, zatial' ¢o
v plazme zdravych jedincov len 0,31 + 0,01 nmol/mg P (p<0,001). Intersexualne rozdiely tohto
parametru neboli pozorované.
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Hladina kyseliny mocovej bola vyhodnotena umuzov azien samostatne, nakolko fyziologické
hodnoty st u muzov a zien odlisné. Stanovené hodnoty UA ( 380,41 + 86,57 umol/l u muzov vs.
298,86 + 56,11 umol/l u zien) st vo fyziologickej oblasti.

Pri sledovani korelacii jednotlivych markerov a stavu HLB bol vyznamny iba vztah k lipoperoxidacii
(r=0,289, n = 58, p<0,05). Analyzovanim vzijomnych vztahov nami testovanych parametrov sme
potvrdili pozitivny vztah medzi TAS a koncentraciou kys. mocovej (r=0,308, n=58, p<0,05), dalej
vzajomny vztah markerov poskodenia proteinov — karbonylov a3-nitrotyrozinu (r=0,436, n=58,
p<0,001). Zaroven bol pozorovany negativny vztah medzi koncentraciou UA a koncentraciou
karbonylov (r=0,328, n = 58, p<0,05).

Zavislost koncentracie lipoperoxidov od stavu
hematolikvorovejbariéry
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Graf 1: Zavislost’ koncentracie lipoperoxidov od stavu hematolivkorovej bariéry
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Graf 2: Zavislost’ koncentracie karbonylov proteinov od koncentracie kyseliny mocovej

Diskusia
Oxidacny stres a nitraény stres (OS/NS) su dolezité faktory, ktoré zohravajii vyznamnua ulohu pri
demyelinizacnych ochoreniach spojenych s neurodegenerativnymi zmenami ako je SM (8). V naSej

Stadii sme hodnotili stupen OS/NS uSM pacientov pomocou plazmovych hladin 3-nitrotyrozinu,
karbonylov proteinov a lipoperoxidov ako markerov oxida¢ného poskodenia.

V sulade s inymi §tadiami (3,7,8,9) sme u SM pacientov zistili znizent antioxida¢nu kapacitu plazmy
azvySené hladiny lipoperoxidov (tab.1), ktoré pozitivne korelovali so stavom HLB. V suvislosti
s lipoperoxidaciou sa objavuju aj tivahy o jg detekcii pri diagnostike sclerosis multiplex (8). U SM
pacientov sme zaznamenali aj signifikantné zvySenie d’alSiecho markera OS, karbonylov proteinov,
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ktory vykazoval Statisticky vyznamnu negativnu korelaciu s kyselinou mocovou (p<0,05). Ku
karbonylécii, ireverzibilnej modifikacii proteinov indukovanej oxidaénym stresom dochadza
v situdciach, kedy tvorba volnych kyslikovych radikalov nestaci byt eliminovand prirodzenymi
antioxidaCnymi rezervami organizmu. V tejto situdcii mdzeme uvazovat o posSkodeni proteinov
plazmy, poskodeni integrdlnych proteinov bunkovych membran alebo o zvySenom poskodeni
plazmovych lipoproteinov (8). Ak sa tvoria voI'né radikaly vo vodnej faze krvi, prvou ochranou su vo
vode rozpustné antioxidanty plazmy (vitamin C, bilirubin naviazany na albumin, kyselina mocova).
Lipofilné antioxidanty sa spotrebovavaju az v neskorsich $tadiach a su zodpovedné za vychytavanie
lipofilnych radikalov, ktoré sa formuju v membranach, alebo pri atakoch volnych radikalov na
membrany (10). Negativna korelacia medzi kyselinou mocovou a karbonylmi proteinov (Graf 1)
poukazuje na znizenu antioxida¢nu kapacitu plazmy u SM pacientov, ktora je asociovana s deficitom
hydrofilnych a lipofilnych antioxidantov v plazme. Pozitivny korela¢ny vzt'ah medzi lipoperoxidaciou
astavom hematolikvorovej bariéry (Graf 2) poukazuje na tlohu oxida¢ného poskodenia lipidov pri
znizovani jej funkénosti. Absencia korelacie medzi nitrotyrozinom a kyselinou mocovou méze
poukazovat’ na vyznamnejSiu tlohu kyseliny mocovej pri ochrane bielkovin pri OS ako pri NS.
Antioxida¢né ucCinky kyseliny mocovej ajej ucast na vychytdvani volnych radikalov plazmy
potvrdzuje aj jej signifikantny korela¢ny vztah s TAS.

Nitrotyrozin sa povazuje za indikator zvySenej tvorby peroxynitritu, ktory sa tvori reakciou NO
asuperoxidu, ktoré st produkované bunkami endotelu, aktivovanymi fagocytmi a mikrogliami.
V stihlase s literarnymi udajmi (11) sme v naSom subore SM pacientov zaznamenali signifikantne
zvysené plazmové hladiny 3-nitrotyrozinu, ktoré moézu odzrkadlovat vyrazné poskodzovanie
neurénov v CNS arozvoj SM. Peroxynitrit okrem toxickej modifikacie proteinov nitraciou
tyrozinovych zvy$kov sposobuje tiez depléciu dolezitych antioxidantov a poSkodenie lipidov (10).

SM-pacienti sa vyznacuju znizenou antioxida¢nou, imunoregula¢nou a neuroprotektivnou ochranou,
¢o sa odraza vo zvySenom metabolizme purinovych nukleotidov (12), ktorého vyslednym produktom
je kyselina mocova (UA). V nasej §tadii bola zaznamenana fyziologicka koncentracia UA u oboch
pohlavi. V publikovanej literatire sa stretivame so zvySenymi, znizenymi, alebo fyziologickymi
koncentraciami kyseliny mocovej (11,13). My sa priklaname k nazoru, ze tieto diskrepancie
v hladinach UA st spdsobené faktormi, ako si stupenl integrity HLB, celkovy antioxidacny stav
organizmu a metodické vplyvy.

Doteraz nie je znama G¢inna prevencia SM, ani terapeuticka intervencia do patologického procesu jg
vzniku, ktorou by sa predislo, alebo by sa vyrazne spomalilo t'azké zneschopnenie, obmedzujice
bezné denné aktivity. Urcitym prinosom k tejto problematike je aj naSe Stadium, ktoré potvrdzuje
nedostatocntl antioxida¢nu kapacitu plazmy u pacientov so skleré6zou multiplex spdsobenu deficitom
hydrofilnych a lipofilnych antioxidantov v plazme v dosledku zvyseného oxida¢ného/nitraéného
stresu. Tento fakt by mal byt zohladneny v terapeutickej praxi. Okrem suplementacie deficitnych
antioxidantov sa v boji proti oxida¢nému stresu ukazuje sl'ubnou cestou aj celotelova kryoterapia
(14,15). Oxidacny stres je len jednym z mnohych faktorov, ktoré negativne podsobia pri tomto
ochoreni. Je preto potrebné venovat’ pozornost g vsetkym d’alSim patogénnym aspektom aich
redukcii.
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10. Analyza uZivania nesteroidovych antiflogistik a
hodnotenie percepcie ich rizika

Katarina Mészarosova
(vSeobecné lekarstvo, 4.roc¢nik)

) Skolitel: MUDr. Zoltan Varga
Ustav farmakologie a klinickej farmakologie Lekarskej Fakulty Univerzity Komenského

Uvod

Nesteroidové antiflogistika (NSA) patria medzi celosvetovo najviac pouzivané lieky. Viaceré st
dostupné bez lekarskeho predpisu. Ich uZivanie prindsa so sebou riziko gastro- anefrotoxicity, o bolo
uz davno zdokumentované (1, 2). Zo strany kardiovaskuldrneho systému hrozi zvySenie artériového
tlaku krvi, akatne zlyhanie srdca atrombotické prihody (3, 4, 5, 6). Velky pocet pacientov
predstavuji zavazny medicinsky problém, preto je tato skupina neustile predmetom klinickych
aexperimentalnych $tadii. My sme sa rozhodli vykonat dotaznikovl $tudiu na malg skupine
respondentov, aby sme zistili udaje o tom, ako Casto a za akych okolnosti uziva tieto lieiva bezny
obc¢an Slovenskej republiky a odhalit’ jeho informovanost’ o neziaducich t¢inkoch a percepciu rizika
nesteroidovych antiflogistik.

Material a metody

Anketarka oslovovala respondentov v priestoroch Obchodného centra (OC) Polus City Center
Struktarovanym dotaznikom s cielenymi otazkami. Podmienkou na zaradenie respondenta do Stidie
bolo slovenské Statne obcianstvo, plné vedomie, schopnost’ komunikacie a ochota zacastnit’ sa. Vyber
respondentov bol nahodny. V pripade kazdého respondenta, ktory spiial inklazne kritéria bol
zaznamenany Vek apohlavie, rodinné zazemie, a vzdelanie. Na otazky odpovedali sami, alebo
Smensou pomocou, ak to bolo potrebné.

Struktarovany dotaznik obsahoval celkom 13 otazok, z ktorych 3 boli otvorené a 10 bolo zatvorenych.
Prva otazka obsahovala obrazkovu prilohu pre zjednodusenie vyberu. Pri prvej otazke si respondenti
mohli vybrat’ z viacerych liekov, ale v ramci vyhodnotenia salieky stym istym lieCivom zapocitali len
raz (napriklad respondent pouziva Ibalgin, Brufen aj Aspirin ale vo vyhodnoteni je to zohl'adnené len
ako ibuprofén a kyselina acetylsalicylova na toho respondenta). Kvoéli frekventovanému pouzivaniu
sme zaradili do Stadie aj analgetikum-antipyretikum paracetamol. Dve otazky obsahovali 10
centimetrov Siroku Skalu na ktorej mal pacient oznacit’ mieru intenzity bolesti a mieru percepcie rizika
lieCiv.

Udaje boli spracované pomocou deskriptivnej $tatistiky, v potrebnych pripadoch sa pouzili metody
analytickej Statistiky (Studentov t-test, Chi kvadrat test). Respondentov v celkovom pocte 234 osbb
sme rozdelili do troch vekovych kategorii (< 20, 20- 40, > 40). Vo vsetkych vekovych kategoriach
sme zvlast’ spracovali vysledky dvoch pohlavi.

Limitaciami prace je nizky pocet respondentov, mozna predpojatost’ (bias), vzajomné ovplyviiovanie
sa respondentov, Sirka na skale je subjektivnym odhadom, stale miesto (OC POLUS) zrealizovania

ankety ovplyvnil vyber respondentov (klientela obchodného centra je Specificka) a mozné chyby pri
vyplneni dotaznika.
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Vysledky

Subor respondentov predstavoval vekovu skupinu od 11 do 68 rokov s priemernym vekom 32,4 rokov.
Z 234 respondentov bolo 98 (42 %) muzov a 136 (58 %) zien. Muzi si kupovali analgetika v priemere
raz za 5,47 mesiacov, ato najmé lieky s lieCivami ibuprofén, paracetamol akyselina acetylsalicylova.
Zeny si kupovali analgetikd v priemere raz za 4,67 mesiacov ato najmé ibuprofén, paracetamol
akyselinu acetylsalicylova (tab. 1). 17 (17,3 %) muzov a 10 (7,4 %) Zien nepouzivlo ziadne lieky
proti bolesti. Obe pohlavia najviac pouZzivali analgetikd ak ich bolela hlava. Muzi si uzili liek pri
intenzite bolesti 6,28cm azeny pri 7,32cm Sirky Skaly. 62 (63,3 %) muzov a 71 (52,2 %) zien
nevedelo o ziadnych neziaducich téinkoch. O moznych rizikdch terapie sa najviac informovali
Z pribalovych letdkov, ale 43 (43,9 %) muzov a 25 (18,4 %) zien vobec neprejavilo zaujem o takéto
informacie (rozdiel v zaujme muzov a zien - P < 0,001). Respondentov, ktorych lekar ani lekarnik
neinformoval 0 moznych neziaducich téinkoch bolo u Zien 76 (55,9 %) a u muzov 62 (63,3 %). Muzi
odhadovali rizikovost’ tychto liekov na 4,58 cm a zeny na 4,95 cm (P = 0,104) Sirky skaly.

Prva vekova skupina predstavovala respondentov do 20 rokov veku, priCom najmladsi mal 11 rokov
apriemerny vek bol 17,65 rokov. Tato skupina zahrnala celkovo 44 respondentov, z toho 18 muzov
a26 zZien a tvorila 18,8 % z celkového stiboru. Muzi v tejto skupine si kupovali analgetika v priemere
raz za 3,66 mesiacov, zeny raz za 4,24 mesiacov. 1 (5,6 %) muz a 1 (3,8 %) Zena nepouzivali Ziadny
takyto liek. Muzi aj Zeny najviac pouzivali analgetikd pri bolestiach hlavy, muzi si uzili liek pri
intenzite bolesti 5,44 cm azeny pri 7,23cm Sirky Skaly. 12 (66,7 %) muzov a 17 (65,4 %) zien
nevedelo o ziadnych neziaducich téinkoch. O moznych rizikdch terapie sa najviac informovali
z pribalovych letakov, ale 9 (50 %) muzov a 10 (38,5 %) zien (P = 0,46) vdbec neprejavilo zaujem
o takéto informacie. Respondentov, ktorych lekar ani lekarnik neinformoval o moznych neziaducich
ucinkoch bolo u zien 15 (57,7 %) a U muzov 10 (55,6 %). Muzi odhadovali rizikovost’ tychto liekov na
3,74 cm azeny na 4,84 cm (P = 0,042) sirky skaly. 89 % muzov a 96 % zien v tejto kategorii netrpelo
chronickym ochorenim.

Druha vekova skupina predstavovala respondentov od 20 do 40 rokov, priemerny vek bol 28,48 rokov.
Tato skupina zahfiala celkovo 123 respondentov, ztoho 50 muzov a 73 zien atvorila 52,56 %
Z celkového poctu respondentov. MuZi v tejto skupine si kupovali analgetika v priemere raz za 5,6
mesiacov, zeny raz za 4,62 mesiacov. 8 (16 %) muzov a4 (5,5 %) Zeny nepouzivalo ziadny takyto
liek. MuZi aj Zeny najviac pouzivali analgetika ak ich bolela hlava, muzi si ich uzili pri intenzite
bolesti 7,36 cm azeny pri 7,72 cm Sirky skaly. U Zien boli vel'mi ¢asté aj mensStrua¢né bolesti. 32 (64
%) muzov a 35 (47,9 %) zien nevedelo o Ziadnych neziaducich uéinkoch. Najviac informacii o nich
ziskavali z pribalovych letakov, ale 20 (40 %) muzov a 8 (11 %) Zien (P < 0,001) vébec neprejavilo
zaujem o takéto udaje. Respondentov, ktorych lekar ani lekarnik neinformoval o moznych neziaducich
ucinkoch bolo u zien 41 (56,2 %) a u muzov 31 (62 %). Muzi odhadovali rizikovost NSA na 4,9 cm
azeny na 5,0 cm (P = 0,398) sirky skdly. 84 % muzov a 94,5 % Zien v tejto kategorii netrpelo
chronickym ochorenim.

Tretia skupina respondentov predstavovala vekova skupinu nad 40 rokov, pricom najstar$i mal 68
rokov a priemerny vek bol 50,98 rokov. Tato skupina zahffiala celkovo 67 respondentov, z toho 30
muzov a 37 Zien a tvorila 28,63 % z celkového poctu respondentov. Muzi v tejto skupine si kupovali
analgetika v priemere raz za 6,64 mesiacov, zeny raz za 5,08 mesiacov. 8 (26,7 %) muzov a 5 (13,5
%) zien nepouzivalo ziadny takyto liek. Muzi aj zeny najviac pouzivali analgetika pri bolestiach hlavy,
muzi si uvzili liek pri intenzite bolesti 6,05 cm a zeny pri 7,02 cm Sirky skaly. 18 (60 %) muzov a 19
(51,4 %) zien nevedelo o ziadnych neziaducich ucinkoch. Najviac informacii o rizikach terapie
ziskavali z pribalovych letdkov, ale 14 (46,7 %) muzov a7 (18,9 %) zien (P < 0,001) vobec
neprejavilo zdujem o takéto tidaje. Respondentov, ktorych lekar ani lekarnik neinformoval o moznych
neziaducich ucinkoch bolo u Zien 20 (54,1 %) au muzov 21 (70 %). Muzi odhadovali rizikovost’ NSA
na 4,56 cm azeny na 4,9 cm (P = 0,262) Sirky skaly. 56,7 % muZzov a 59,5 % Zzien v tejto kategorii
netrpelo chronickym ochorenim.
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zeny | muzi

zeny |muzi |Zeny |muzi |nad |nad |Zeny muzi

do20 |do20 |20-40 | 20-40 |40 40 celkom |celkom | celkom
Pocet respondentov 26 18 73 50 37 30 136 98 234
ibuprofén 22 14 57 33 22 9 101 56 157 (67,1%)*
par acetamol 18 17 51 26 23 12 92 55 147 (62,8%)*
kyselina acetylsalicylova |14 5 26 11 12 10 52 26 78 (33,3%)*
diklofenak 5 5 8 7 11 9 24 21 45 (19,2%)*
meloxikam 0 0 3 1 0 0 3 1 4(1,7%)*
Iné 3 4 2 3 1 1 6 8 14 (6,0%)*
Ziaden 1 1 4 8 5 8 10 17 27 (11,5%)*

Tabulka ¢.1: Respondentmi uZivané analgetika (Cisla udavaju pocet respondentov;*percento
vypocitané zakazdym z celkového poctu respondentov)

1,4%

Zdroje informacii

M Pribalovy letak

@ Nezaujem

M Internet

O Lekar

O Lekarnik

O Nezistoval,ale ma
ZAujem

O Ostatni pacienti

0O Mé7zu mat’ NUL?

Graf ¢.1: Respondentmi vyuzité zdroje informacii o neziaducich ucinkoch (percenta vypocitané

z celkového poctu odpovedi)
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percepcia rizika .
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Graf ¢€.2: Percepcia rizika analgetik u respondentov

Diskusia

Z nesteroidovych antiflogistik sa najviac pouzival ibuprofén, ¢o je v sulade s vysledkami inych
autorov (7). Kyselina acetylsalicylova sa pouzivala o polovicu menej ako ibuprofén, diklofenak
0 polovicu meng v porovnani s kKyselinou acetylsalicylovou. Meloxikam uzivali len §tyria respondenti
(1,7 %). 27 (11,5 %) respondentov neuzivalo ziadne analgetika na zaklade presvedcenia, ze benefit
tychto liekov za Ziadnych okolnosti neprevazuje nad ich rizikom. Udaje, Ze si respondenti kupovali
analgetika v priemere raz za 5 mesiacov, uzili si ich az pri intenzite bolesti v priemere 6,8 cm Sirky
Skaly arizikovost odhadovali na 4,7 cm Sirky $kdly naznacuje, ze analgetikd pouzivali relativne
uvazlivo. Az 67,5 % respondentov si uzilo analgetikum najcastejsie pri bolestiach hlavy. Priblizne
rovnaky pocet respondentov oznacil neziaduce Gcinky postihujliice pecen aj zaludo¢ny vred ako mozné
riziko terapie, ¢o poukazuje na to, Ze pacienti nemaju kvalitné informacie o moznych neziaducich
uéinkoch. Vel'a respondentov, ktori sa informovali o rizikach terapie vedelo len o nezavaznych
neziaducich Uc¢inkoch ako nauzea alebo Utlm centrdlnej nervovej sustavy. 56,8 % respondentov
nevedelo udat’ ziadny neZziaduci u¢inok. Toto percento zahfiialo aj respondentov, ktori sa informovali
alebo boli informovani o rizikdch, ale zakratko informacie zabudli. Napriek tomu pacienti
hospitalizovani v Dubline, frsko odhadli rizikovost' nesteroidovych antiflogistik na 2,1 cm a nasa
skupina respondentov na 4,7 cm §irky Skaly, ¢o nam dava predpoklad menSieho zneuZivania tychto
liekov v naSej populacii (8). Az 58,9 % respondentov si precitalo pribalovy letdk, ale ziskané
informdcie si maloktori vedeli spracovat’ a viac bolo takych, ktori si zapamatali len neziaduce ucinky
ktoré sa vyskytuji velmi Casto aj v ramci inych liekovych kategorii a si menej zavazné, napriklad
neurCité gastrointestindlne tazkosti, preto kvalitnejSie spracovanie a vicSia prehladnost’ informacii
v pribalovych letdkoch by bolo tcelové. Je zaujimavé, Ze presne také isté percento respondentov (58,9
%) nebolo informovanych lekarom ani lekarnikom o moznych neziaducich ucinkoch. Z hladiska
nebezpecia neinformovanosti je alarmujuce, Ze v nasej malej skupine respondentov (n = 234) sa nasli
az 2 respondenti, ktori mali v osobnej anamnéze prekonany zaludo¢ny vred a kvoli neinformovanosti
si pravidelne uzivali kyselinu acetylsalicylova ako analgetikum. Zistenie, ze viaceri respondenti si
uzili kyselinu acetylsalicylovil ako analgetikum pri zalido¢nych tazkostiach je tiez alarmujtce.

Celkovo osloveni respondenti boli pomerne malo informovani, napriek tomu ich percepcia rizika
nesteroidovych antiflogistik nam dava predpoklad, Ze narabaju s tymito lieckmi viac-menej uvazlivo.

59




51. FAKULTNA KONFERENCIA STUDENTSKE] VEDECKE] ODBORNE] CINNOSTI

Pouzita literatura

60

1

Douthwaite AH. Recent advances in medical diagnosis and treatment. Brit Med J 1938; 1.
1143-1146.

Walshe JJ, Venuto RC. Acute oliguric renal failure induced by indomethacin: possible
mechanism. Ann Intern Med 1979; 91: 47-9.

Beilin LJ. Non-steroidal anti-inflammatory drugs and antihypertensive drug therapy. J
Hypertens 2002; 20 (5): 849-850.

Chan CC, Reid CM, Aw TJ, Liew D, Haas SJ, Krum H. Do COX-2 inhibitors raise blood
pressure more than nonselective NSAIDs and placebo? An updated meta-analysis. J Hypertens
2009; 27 (12): 2332-2341.

Page J, Henry D. Consumption of NSAIDs and the development of congestive heart failurein
elderly patients. an underrecognized public health problem. Arch Intern Med 2000; 160 (6):
T777-784.

Trelle S, Reichenbach S, Wandel Set a. Cardiovascular safety of non-steroidal anti-
inflammatory  drugs: network meta-analysis. Brit Med J 2011; 342:c7086
doi:10.1136/bmj.c7086

Hudec R, Kriska M, Bozekova L, Foltan V. Comparison of NSAID consumption in Slovakia,
Finland and Norway. Bratid Lek Listy 2008; 109 (8): 370-373.

Cullen G, Kelly E, Murray FE. Patients” knowledge of adverse reactions to current
medications. Br J Clin Pharmacol 2006; 62 (2): 232-236.



KLINICKA SEKCIA

11. Vakuova terapia pri lieCeni ran

Martin Bibza
(vSeobecné lekarstvo, 5.roc¢nik)

Skolitel: Doc. MUDr. Jan Koller, CSc.
Klinika popalenin a rekonstrukénej chirurgie LFUK aUNB

Uvod

Za poslednych 20 rokov nastali vyrazné pokroky v naSom chapani procesov hojenia ran. Znamena to,
ze momentalne je mozné predpokladat’ postupnost’ procesov hojenia a priblizne aj ¢as, za ktory sa rana
kompletne uzavrie. Napriek vzrastajucim poznatkom a vyvoju mnohych interaktivnych produktov,
Vv praxi sa stretivame s ranami, ktorych hojenie je velmi zdihavé, alebo ktoré sa nikdy nezahoja.
Faktory ovplyviiujuce hojenie ran moézeme rozdelit’ do Styroch kategérii: 1. faktory zavisiace od
pacienta ( patologie, komorbidity, alergie, uzivané lieciva, psychosocialne faktory, bolest’, spolupraca
pri liecbe ), 2. faktory zavisiace od rany ( trvanie, velkost, spodina, ischémia, zépal, infekcia,
anatomicka lokalizacia, odpoved na liecbu), 3. faktory zavisiace od schopnosti a znalosti
zdravotnickych pracovnikov (diagnostické, terapeutické, intervencné), 4. faktory zavisiace od zdrojov
amoznosti liecby (systém zdravotne;j starostlivosti, dostupnost, vyuziteInost, efektivita, cena). (1)

Zakladnym principom vakuovej terapie pri lieCeni tazko sa hojacich ran je klinické aplikacia podtlaku
pomocou Specialneho pristroja fungujiceho na principe odsdvacej pumpy. Miesto odsavania je
prelepené foliou , ktord zabranuje komunikicii odsavanej rany s vonkajSim prostredim . Vnutorny
priestor rany je vyplneny poréznou penou, ktora zabezpecuje rovnomerné rozlozenie tlaku v rane. Na
folii je vyrezany maly otvor, na ktoru je pripevnena podlozka prepojend s drenaznou hadi¢kou. Druhy
koniec hadi¢ky usti do rezervoaru na tekutinu odsavanu zrany. Cely systém ovlada elektronika
schopna udrziavat’ nastaveny podtlak na pozadovanych hodnotach a aplikovat’ ho ¢i uz kontinualne
alebo intermitentne. Hodnoty podtlaku ajeho zmeny v Case st nastavitelné. (2)

Vékuova terapia preukdzatelne stimuluje neoangiogenézu, zvySuje lokalny prietok krvi, redukuje
opuch, stimuluje formovanie granulaéného tkaniva, stimuluje bunkovu proliferdciu, odstraiuje
rozpustené inhibitory hojenia z rany, redukuje bakterialnu naloz a mechanicky pritahuje okraje rany
k sebe. (2)

Terapiu moézeme vyuzit' pri lieCbe popalenin, diabetického vredu, vredu predkolenia pri chronickej
vendznej insuficiencii, dekubitoch, podpore prihojenia kozného Stepu, nehojacej sa pooperacnej rany,
infekcie rany po sternotomii, problematickej rany po traume, otvorenej brusnej dutine zahfiiajucej aj
manazment fistal. (3)

Kontraindikaciami terapie su osteomyelitida, pri ktorej nebol vykonany spravny chirurgicky
debridement alebo nebola lieCend vhodnym antibiotikom, malignita v rane, nekrotické tkanivo
Spritomnym  priSkvarom vrane, priame pdsobenie podtlaku na cievy alebo organy, rany
sneobjavenymi fistulami. Liecbu treba pozorne zvazit' pokial’ rana fistuluje do niektorej telesnej
dutiny, pokial’ je pacient na antikoagulacnej terapii, pokial oblast’ rany aktivne krvaca, v rane su
fragmenty kosti alebo ostré okraje, pokial’ si pritomné akutne alebo chronické enterické fistuly. (4)

Na Klinike popélenin a rekonstrukénej chirurgie LFUK a Univerzitnej nemocnice Bratislava sa zacala
pouzivat’ vakuom asistovanu lie¢ba v roku 2007. U vsetkych pacientov bol pouzity pristroj KCI so
stipravami §pongie Granufoam® a odsavacim systémom TRAC". (5)
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Material a metédy

Do suboru retrospektivnej klinickej Studie boli zahrnuti 23 pacienti s ranami rdznej etiologie lieCenymi
na KPaRCH, ktoré nebolo mozné vylie¢it’ beznymi doteraz pouzivanymi metdédami lieenia a spliiali
indika¢né kritéria pre VAC liecbu. Studia bola schvalend etickou komisiou nemocnice Ruzinov.

Z0 zdravotnej dokumentacie z archivu kliniky boli pouzité nasledujice udaje:

Demografické udaje pacientov (vek, pohlavie)

Anamnestické udaje: pridruZené ochorenia, alergie, medikacie, ktoré mozu ovplyvnit’
proces hojenia

Charakter rany (akitna, chronicka)

Trvanie hojeniarany

Doterajsia liecba rany

Popis a fotodokumentacia rany, pripadné pomocné vySetrenia (aj bakteriologicky nalez)
Celkové trvanie VAC liecby

Charakter a popis rany po ukonc¢eni VAC liecby (+fotodokumentacia)

Komplikacie VAC liecby

Uspesnost’ VAC lie¢by

Nutnost’ opakovania VAC liecby

Pracoval som so zdravotnymi ziznamami pacientov a fotodokumentaciou pacientov.

Vysledky

Z 23 pacientov zahrnutych v §tadii bolo 9 Zien a 15 muZov. Priemerna dizka hospitalizicie pacientov
bola 31,52 diia, najkratSia doba hospitalizacie bola 9 dni, najdlhSia 73 dni. Priemerny vek pacientov
bol 58,39 roku, najmladsi pacient mal 19 rokov, najstarsi 90 rokov. Osem pacientov malo pozitivhu
alergicku anamnézu. Prevladali hlavne alergie na rozne lie¢iva, najcastejSie penicilin.

Z pridruzenych ochoreni, ktoré mohli zna¢ne ovplyvnit priebeh terapie, malo v zdravotne
dokumentacii uvedenych: 12 pacientov diabetes mellitus, 2 pacienti chronickd ven6znu insuficienciu
dolnych koncatin, 9 ischemicku chorobu srdca, 2 ischemickt chorobu dolnych koncatin.

Pét’ ran v subore bolo hodnotenych ako akitnych, 6 ako subakutnych a 12 ako chronickych.

Z etiologie rany bola najviac zastupena diabeticka gangréna dolnej koncatiny (8 pacientov), d’alej
nehojaca sa rana po traume (6 pacientov), nehojaca sa rana po sternotdmii (3 pacienti), pooperacny
defekt (2 pacienti), decubitus (2 pacienti), omrzliny (1 pacient), decollement et fractura (1 pacient).

Trvanie ran pred zacatim liecby bolo rozdelené do kategorii (Tab.1).

Trvanie rany Pocet pacientov

do 14 dni

15 dni - 1 mesiac

viac ako 1 mesiac - 3 mesiace

viac ako 3 mesiace - 6 mesiacov

viac ako 6 mesiacov - 1 rok

viac ako 1 rok - 3 roky

viac ako 3 roky

Al ] W] R N Ol O -

chronicka rana bez idajov o dlzke jej trvania

Tab.1: Trvanie ran pred za¢iatkom VAC lieCby
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Z ran pacientov bol najcastejSie vykultivovany Pseudomonas aeruginosa, nasledoval Enterococcus
faecalis, Acinetobacter, Saphylococcus aureus, Escherichia coli amnoho d’alsich druhov baktérii
amikroskopickych hub (rod Candida), celkovo 27 roznych druhov (Tab.2). Mnoho ztychto
bakterialnych kmenov vykazovalo vysoky stupen rezistencie na antibiotika.

Por.¢. | mikroorganizmus Pocet Por.¢. | mikroorganizmus Pocet
kmeniov kmetniov

1. | Pseudomonas aeruginosa |9 15. | Morganellamorganii 2

2. 16. |koagulaza negativny
Enterococcus faecalis 7 Staphylococcus 1

3. | Acinetobacter 6 17. | streptococcus pyogenes 1

4. | staphylococcus aureus 6 18. | Citrobacter koseri 1

5. | Escherichiacoli 5 19. | candidaglabrata 1

6. Proteus mirabilis 4 20. | Bacteroides sp. 1

7. | Enterococcus faecium 4 21. | Eubacterium sp. 1

8. | candidaalbicans 3 22. | Klebsiellaoxytoca 1

9. 23. | Clostridium  difficile  (pozit.
Candida parapsilosis 3 toxin) 1

10. | staphylococcus haemolyticus | 2 24. | Enterobacter sp. 1

11. | Streptococcus beta 25.
haemol yticus 2 Serratia sp. 1

12. | Corynebacterium sp. 2 26. | serratia odorifera 1

13. |Klebsiellapneumoniae 2 27. | Serratia marcescens 1

14. | Enterobacter cloacae 2

Tab.2: Bakteriologické a mykolologické nalezy v ranach pacientov pred alebo pocas terapie VAC

Priemerné trvanie VAC terapie bolo 12 dni. NajdlhSie, 45 dni, trvala lie¢ba VAC u pacienta po tazkej

traume dolnej koncatiny so stratovymi poraneniami

mikkych tkaniv a naslednou infekciou rany

multirezistentnymi mikroorganizmami. NajkratSie, 1 den, bola pouzitd u pacienta s diabetickou
gangrénou nohy (Graf 1).
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Graf 1: Osy - trvanie VAC terapie v diioch, os x - poradové Cislo pacienta

U 12 pacientov spocival dalsi postup po dokonéeni VAC lieCby v pravidelng dezinfekcii a
v prevdzoch rany. U 6 pacientov nasledovala revizia a sutura rany. U 3 pacientov bola po ukoncéeni
VAC lie¢by vykonana autotransplantacia defektu sietovanymi autotransplantatmi, u jedného pacienta
bol pouzity fasciokutanny lalok . U jedného pacienta po ukonéeni VAC liecby bola rana zrevidovana
abol zavedeny Redonov drén.

U 17 pacientov prebiehala liecba VAC bez komplikacii. Dvaja pacienti sa stazovali na bolest’ v rane.
V troch pripadoch doslo pogas VAC liedby k infekcii v rane, ktort bolo treba kauzalne lie¢it’. Dal§imi
komplikaciami, ktorych vyskyt sa neopakoval, boli maloobehova dekompenzécia, psychomotoricky
nepokoj a odmietnutie liecby pacientom.

Uspesnost’ lie¢by bola v 22 pripadoch hodnotena ako vyrazné zlepsenie, alebo zlep$enie charakteru
rany. V jednom pripade, u pacienta, ktorého liecba za pomoci VAC trvala len 1 deni, bol vysledok
lie€by nehodnotitelny.

Diskusia
VAC liecba dokéaze byt efektivnou terapeutickou metédou tazko sa hojacich ran. Je v§ak len metédou

podpornou ajej uspech je vyrazne zavisly od kvalitnej chirurgickej starostlivosti o ranu a komplexne
starostlivosti o pacienta. (5)

Efektivita VAC liecby sa Statisticky preukdzala pri liecbe diabetického vredu, ale pri lieCbe inych ran
nie su vysledky jednoznaéné. (6)

Je vhodné posudzovat’ indikaciu pouzitia VAC liecby u kazdého pacienta individudlne a dosledne
reSpektovat’ zakladné zasady chirurgickej starostlivosti o rany a celkovej starostlivosti o pacienta. Pri
rozsiahlej$ich ranach je po priprave VAC terapiou nutné vzdy zvazit moznost' urychlenia hojenia
pomocou aktivneho chirurgického pristupu kuzavretiu rany plasticko - chirurgickymi
rekonstrukénymi metédami.
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12. U¢inok ubichinolu na psychologické prejavy,
oxidacny stres a antioxidanty u deti s autizmom
(predbeZné pilotné vysledky).

Dalibor Nakladal, Anténia Koplikova
(II. Ro¢nik, Farmaceuticka Fakulta UK, Bratislava)

Skolitel: prof. RNDr. Anna Gvozdjakova, DrSc.
Univerzita Komenského v Bratislave, Lekarska fakulta, Farmakobiochemické laboratoérium II1.
Interng kliniky, Bratisava

Uvod

Autizmus predstavuje multifaktoridlne poskodenie centradlneho nervového systému, ktoré sa
manifestuje do 3 rokov po narodeni. K charakteristickym prejavom autizmu patri problémové
spravanie (hyperaktivita, destruktivita, automutilacia, agresivita), poruchy spanku, poruchy v prijimani
potravy. Pri¢ina ochorenia moze byt na genetickej, endokrinnej, imunologickej, pripadne metabolickej
urovni [1]. Metabolické zmeny mézu zahffiat’ antioxida¢ny ochranny systém, oxidaény stres a tvorbu
energie v mitochondriach mozgu, ktora priamo suvisi s koncentraciou koenzymu Qgo. V suc¢asnom
obdobi sa hl'adaju nové diagnostické metody a terapeutické moznosti autizmu.

Ciel

1./ pokusit sa najst nova diagnosticki metodu autizmu, 2./ sledovat’ ucinok podpornej terapie
Ssubichinolom (redukovany koenzym Qi QH) na spravanie, fyziologické funkcie, koncentraciu
vybranych antioxidantov a oxida¢ného stresu v plazme deti s autizmom.

Material a metédy

Pacienti vo veku 3-6 rokov, boli zaradeni podla kritérii MKCH-10 (Medzinarodna klasifikacia
chorob-10) amiery autistickych prejavov podl'a CARS (skriningové testy pre autizmus). Vsetky deti
(v celkovom poéte 24) boli vySetrené pred vstupom do projektu psycholégom, pripadne neurolégom.
Antioxidanty (y-tokoferol, o-tokoferol, B-karotén a CoQiotoraL) SMe extrahovali z plazmy, boli
stanovené pomocou metdody HPLC (vysoko ucinna kvapalinova chromatografia), za pouzitia UV
detektora [2, 3]. Peroxidéciu lipidov (parameter oxida¢ného stresu) sme stanovili spektrofotometricky
[4]. Na podporng terapii subichinolom (QH) pocas 3 mesiacov bolo 18 autistov, po¢as 2 mesiacov 6
autistov, s nasledujicim mesiacom bez podpornej terapie s QH. Dennéa davka QH (Li-QH™ - tekuty
lipozomalny redukovany koenzym Qi) bola 2 x 50 mg. Kontrolné vysetrenia boli urobené po 2 —
pripadne 3 — mesacnej podpornej terapii. Rodicia deti s autizmom vyplnili psychologicky dotaznik
pred zacatim uzivania QH, po 1-, po 2- a po 3- mesa¢nom ucinku QH. Vysledky sme Statisticky
vyhodnotili parovym Studentovym t-testom.

Vysledky

3-mesacna podporna terapia s QH udeti sautizmom sa pozitivne prejavila v spravani pacientov,
prevladalo celkové zlepSenie komunikdcie srodi€mi, hra skamaratmi, menej agresivity, menej
automutilacie, hnevu a kriku bez pric¢iny. Takmer u vSetkych sa zlepsila slovna komunikacia, zmena
Vv zaujmoch, ¢innostiach, zlepSenie spanku a stravovania (obr.1).
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Obr.1. Uginok Li-QH™ na spravanie a fyziologické funkcie u deti s autizmom
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Priaznivy u¢inok QH bol dokazany najmé u deti s autizmom, u ktorych sa zvysila koncentracia
celkového koenzymu Qyo V plazme na terapeutick(i hodnotu, nad 2,5 pmol/liter (obr. 2.) [5]. U¢inkom
QH sa mierne znizila peroxidacia lipidov, ktorda bola na hornej referencnej hranici. ZniZenie
peroxidacie lipidov pretrvavalo aj u pacientov, uktorych po 2-mesa¢nej podpornej terapii s QH,
pacienti boli d’alsi mesiac bez QH podpornej liecby. V ojedinelych pripadoch, najmi v prvych diioch
podpornej liecby s QH, sa vyskytli aj opacné Gc¢inky (zvySenie hyperaktivity, destruktivnych prejavov
ahnevu, porucha spanku). V tychto pripadoch sme prispdsobili ¢as podpornej terapie a mnozstvo

dennych davok QH.

Obr. 2. Uginok Li-QH™ na koncentraciu celkového koenzymu Q1o (CoQio.1ora) V plazme

deti s autizmom
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Diskusia

Autizmus u deti predstavuje zavazné poruchy centralneho nervového systému, ktoré sa prejavuju
problémovym spravanim, poruchou spanku, komunikacie, pripadne poruchou v prijimani potravy.
V sucasnom obdobi sa hladaju nové diagnostické pristupy autizmu ako aj terapeutické moznosti.
Oxidaény stres u autizmu stvisi so zmenami v antioxidaénych enzymoch, v poruche metabolizmu
zeleza amedi, dysfunkciou mitochondrii a energetického metabolizmu pri autizme, vplyvom
rizikovych faktorov Zivotného prostredia, genetickou predispoziciou. Oxidacny stres mdze suvisiet
sdysfunkciou neurénov, s imunitou, moze prispiet’ k vyvoju tohto ochorenia [6]. Podporna terapia
U autizmu zahffia melatonin, karnitin, vitamin C, karnozin, multivitaminovy komplex, vitamin Bg
ahorcik, probiotika, vitaminy A aD svapnikom, omega-3 polynenasytené mastné kyseliny, Zelezo,
selén, zinok, pripadne hyperbaricka kyslikova terapia [6, 7].

V stcasnom obdobi nie su dostupné informacie o u¢inku ubichinolu U deti s autizmom. Koenzym Qg
sa vyskytuje vorganizme vtzv. ,,Q-CYKLE® vramci respiraéného retazca mitochondrii, teda
v oxidovanej (ubichindn), redukovanej (ubichinol) a radikalovej forme (semichinon). Koenzym Q,
antioxidant, je kliCova latka respira¢ného ret'azca mitochondrii, ktory je nepostradatelny pre tvorbu
energie v bunkach vo forme ATP (adenozin trifosfat). Na zaklade predchadzajucich experimentalnych
vysledkov o t€inku Li-QH™ na koncentraciu koenzymu Qo V jednotlivych Struktirach mozgu, ktoré
riadia aovplyviiuju organizmus (ako je aktivita, spanok, bdenie, prijimanie potravy, ¢innost’ srdca
ainych organov, emoécie ainé...) sme predpokladali pozitivny ucinok aj udeti sautizmom [8].
Priaznivy u¢inok QH sa prejavil najmé u deti s autizmom, u ktorych sa zvysila koncentracia celkového
koenzymu Qg vV plazme nad 2,5 umol/liter, ¢o predstavuje terapeutickt hodnotu [5].

Zaver

Na zaklade predbeznych vysledkov predpokladdme, Ze stanovenie koncentracie celkového CoQqg
vV plazme ma vyznam nielen ako nova diagnostickd metéda autizmu, ale nadobuda vyznam aj pri
podporng terapii Subichinolom. Ddkazom toho s pozitivne vysledky uGéinku redukovaného
koenzymu Qyo (Li-QH™), ktoré sa prejavili pri dosiahnuti terapeutickej hodnoty CoQ,o nad 2,5
pumol CoQio-rorad/liter plazmy.

Utinok ubichinolu u deti s autizmom patri k pilotnym vysledkom podpornej terapie autizmu. Pri
odportéani dennych davok ubichinolu (Li-QH™) je nutné postupovat’ individualne, sledovat
zdravotny stav pacientov v spolupraci s oSetrujucim lekarom.
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I ntroduction

Cirrhosis of the liver was identified and published by the anatomic pathol ogist, Gianbattista Morgagni
in his 500 autopsies in 1761. Only in 1930, however, the first theory as to the pathogenesis of this
disorder was advanced by Robert Roesse as the combination of parenchymal degeneration,
regeneration and scarring'. The pathogenesisis now understood according to the sequence of tissue:

1. Injury,

2. Degeneration,

3. Fibrosis,

4. Formation of fibro-vascular membranes,
5. Parenchymal dissection into nodules,

6. Rearrangement of blood circulation and
7. Cirrhosis'

Liver fibrosis results from continuous injury to the liver, including vira hepatitis, alcohol abuse and
other chronic intoxication, metabolic diseases, auto-immune diseases, and cholestatic liver diseases.
Fibrosis is a consegquence of excessive healing response triggered by chronic liver injury. The end
stage of liver fibrosis, cirrhosis, is histologicaly characterized by increased deposition and altered
composition of the extracellular matrix (ECM) and the appearance of regenerative nodules.> The
destruction of the normal architecture and the loss of hepatocytes prevent the liver from its normal
synthetic and metabolic function.?

About one third of patients with liver cirrhosis are compensated and do not produce any clinical
symptoms. Fibrosis or cirrhosis of the liver is then accidentally discovered during a medical
examination or an operation or at autopsy. The rest are decompensated and produce complications
mainly due to liver failure and portal hypertension. To the typical clinical symptoms belongs ascites,
varices, portal vein thrombosis, digestive hemorrhages, jaundice, hepatic encephalopathy, impaired
coagul ation, anemia or neoplastic transformation. !

Histopathological examination is the gold standard in diagnostic process to confirm and stage of liver
damage. Nevertheless, dl invasive procedures are accompanied by risk of complications and have
mortality rate associated with them. The benefits of obtaining liver for histology should aways be
weighed against the possible morbidity and mortality of the procedure . There is a paucity of
publications attempting to identify reliable non-invasive alternatives to biopsy. Most aternatives to
liver biopsy assess one aspect of liver disease and trangdlate this into a numeric score. Though, asingle
numeric score cannot be a substitute for complete histologic assessment, which can identify multiple
disease etiologies. On the other hand, within defined clinical contexts, noninvasive assessment is an
attractive alternative for many patients given the ease, avoidance of risk from invasive procedures, and
validated contribution to clinical management.”

The presented study aimed to analyze the correlation between histopathological changes in cirrhotic
liver and different biochemical parameters obtained during patient hospitalization.
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Patients and methods

A retrospective study was realized using the formalin fixed and in paraffin embedded samples of liver
tissue from autopsy of 50 patients (31 males and 19 females) with clinical diagnosis of liver fibrosis or
cirrhosis; 32 patients had the history of chronic alcohol abuse, diabetes mellitus was present in 13
patients, 11 patients were hospitalized with the neoplastic process (urinary bladder, kidney, ovary,
colon) without metastasizing into the liver. Patients with the neoplastic process disseminated in the
liver tissue were excluded from the study. Additional samples from 24 patients with the diagnosis of
liver venostasis without the development of liver fibrosis or cirrhosis were analyzed as controls. The
samples came from the archive of the Institute of Pathological Anatomy, Faculty of medicine in
Bratidava and were included in the study, based on the availability of adequate liver samples and
corresponding laboratory data, referred from the hospital medical records.

Samples of the liver fixed in 4 % formaldehyde, embedded in paraffin, were cut in 4 pm slices and
stained routinely with hematoxylin and eosin to confirm the histopathologica diagnosis. Modified
picrosirius red staining technique® was used to determine the level of fibrosis. Total fibrosis of each
tissue sample was analyzed by light microscopy in polarized light and measured by histomorphometry
in 10 microscopic fiedds at 20x magnification, with the intention of covering its whole area and
posteriorly quantified using the ImageJ morphometric software v.1.33 (Nationa Institutes of Health,
USA). Results are expressed as the percentage of collagen positivity out of the total analyzed area. The
area rich for collagen type | (red color in polarized light) and collagen type Il (green color in
polarized light) were analyzed by digital color extraction, and then the ratio of collagen type | to
collagen type 111 was a so determined.

The laboratory data obtained from medical autopsy reports were recorded and correlated with the
histopathological findings. We focused at the level of standard biochemical parameters AST, ALT,
ALP, GMT, total and conjugated bilirubin and albumin. The parameters were documented according
to their minimum and maximum value described. The correlations were satisticaly analyzed by
unpaired t-test and linear regression between the analyzed parameter and collagen area, using the
GraphPad Prism (LaJolla, USA).

Results

The patients with liver cirrhosis had significantly increased level of AST (3.01+0.90 vs. 0.58+0.07
ukat/l, p<0,01), ALT (1.31+0.31 vs. 0.61+0.12 ukat/l, p<0,01), AST/ALT ratio (2.52+0.20 vs.
1.2740.13 %, p<0,01) and total bilirubin (84.26+12.33 vs. 12,6+1.9 mmol/l, p<0,01) and significantly
decreased albumin level (24.9+1.2 vs. 31.6+1.8 g/l, p<0,01 comparing to controls.

AST/ALT
<1 >2
Control 4580%  41,70% 12,50%
Cirrhosis 6,80% 41,00% 52,20%

Alcohol abuse 3,10% 46,90% 50%

Tab. 1 The percentage of patients with AST/ALT ratio bellow 1, between 1 to 2 and over 2 in each
group. AST/ALT ratio was significantly increased in cirrhotic group. This increase was not dependent
on alcohol abuse.

The development of liver cirrhosis is accompanied by the increase of collagen level in affected tissue
(3.9+0.49 vs. 0,74+0.08 %) when compared to controls. It is interesting, that the cirrhotic liver is
characterized by more pronounced increase of collagen type |11, comparing to collagen type I, with the
significant decrease of collagen type | to Il ratio (Fig.1) in cirrhotic group comparing to controls
(0,88+0.07 vs. 1,2+0.12, p=0,03).
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Fig. 1 Collagen I to Il ratio. More pronounced increase of collagen type 111, comparing to collagen
type |, with the significant decrease of collagen type | to Ill ratio was found in cirrhotic group
comparing to controls.

No statisticaly significant corrdation was found between collagen amount and any analyzed
laboratory parameter. However, in the correlation between plasma level of total bilirubin and collagen
amount in liver, we can differentiate two subgroups within the cirrhotic patients, group A and B
(Fig.2a). One group (A) is characterized by disproportionately higher bilirubin level with
simultaneoudly lower collagen amount, the second group (B) has significantly more serious liver
cirrhosis but accompanied by lower bilirubin level. In both groups, when analyzed separately, the
linear correlation between bilirubin depending on collagen amount is significant. Similar findings
were also noticed for AST and ALT, but these results were not significant. These groups were not
associated with gender (Fig.2b), or with the possible alcohol abuse (Fig.2c). Any association to
previous history of neoplastic disease or diabetes mellitus was also, not found.
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Fig. 2 Coallagen and total bilirubin correlation. Correlation between collagen area and total bilirubin
pointed at two different subgroups of patients within the cirrhotic group, independent on gender and
alcohol abuse.
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Discussion

In presented study, we analyzed the course of liver-related laboratoriad markers and their correlation to
collagen amount in liver among patients with liver cirrhosis. The quantification of collagen amount in
affected liver by morphometry followed by correlation with different laboratory markers is a suitable
approach that could help to distinguish potential parameters useful in the non-invasive staging of liver
cirrhoss.

Histologica examination revealed marked increase in amounts of collagen type | and, predominantly,
of type Il in cirrhotic patients. This is in accordance with Rojkind et a., which showed that the
collagen from normal liver is predominantly type |, whereas in fibrosis are increased both collagens,
but the increase in type |11 is proportionately larger.? Increased collagen type 111 playing the crucial
rolein the repair of liver damage was described also by Veidal et a.®

No significant correlation between laboratory markers and exact collagen amount in cirrhotic liver was
found. However, it was possible to observe two different subgroups within the cirrhotic patients,
which is suggestive of two distinct clinical courses of liver cirrhosis. One group is characterized by
liver failure expressed by higher increase of bilirubin and AST level in sooner stage of liver fibrosis,
vice versa as in the second group. We could not support our results with other authors, since in the
available literature there are not any data about the correlation between the exact collagen amount and
bilirubin or AST level. It is likely, that patients with dlightly increased levels of bilirubin
simultaneoudly with moderate to severe degree of cirrhosis (group B), follow an indolent course of the
disease, suggesting that the liver better compensates the injury. On the other hand, the patients with
highly increased levels of bilirubin and coexisting mild cirrhosis of the liver (group A), have a faster
progression of the disease, suggesting early decompensation of the liver. They are many data
indicating that the progression rate of liver cirrhosis development differs among patients, related to
etiology, especially to hepatitis C infection™ or based on genetic predisposition. In our study no
etiological correlations were found. However they were not sufficient data about the possible hepatitis
C virus infection available in clinical reports. It will be necessary to realize the genetic analysis of
liver samples for HCV in the future.

In the patients with liver cirrhosis, the AST/ALT ratio is significantly increased. According to Correia
et al., an elevated serum AST in relation to serum ALT has been proposed as an indicator that alcohol
has induced organ damage. Thus, when AST/ALT ratio is >1.5, thisis considered as highly suggestive
that alcohol is the cause of the patient's liver injury.” Giannini et al., showed that the AST/ALT ratio
was able to grade the disease in patients with cirrhosis, being significantly higher in decompensated
patients compared with well-compensated disease.? However, when correlate AST/ALT ratio with the
alcohol abuse cases in the cirrhotic patients, we found no clear relation. The AST/ALT ratio was
increased over 1 aso in half of the patientsin control group without the development of liver fibross.

The present study has shown no significant correlation between laboratory markers and collagen
amount in cirrhotic liver that could be used in non-invasive staging of liver cirrhosis. The origina
finding regarding the subgroups in the cirrhotic study group as means of representing two different
clinical courses, will enable future researches in attempting to predict the outcome of cirrhosis and
improve the care for these patients.
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Nerve plexuses are divided in two categories, visceral which are directed to inner organs (controlling
smooth muscles involuntarily) and somatic (controlling skeletal muscles voluntarily). The cervica
plexus is a mgjor nervous plexus, which is considered somatic and is formed by the anterior rami of
the spinal nerves C1 to C4. The phrenic nerve is a branch of the cervical plexus, which is responsible
for theinnervation of the pericardium, the mediastinal pleura and the diaphragm.

The aim of this research is to evaluate the path of the phrenic nerve and its relation with other organs
and structures. Another purpose of this research is also to give the chance to other medical students
understand the path and the importance of the phrenic nerve.

Materialsand M ethods

In order to comprehend the path of the phrenic nerve we had to dissect it at the level of the neck and at
the pericardium. We used the cadavers at the dissection room of Institute of Anatomy at the Comenius
University of Bratidava and the basic anatomical dissection tools. For the dissection of the phrenic
nerve from the pericardium we had to open the thorax by using medical bone cutters.

For the dissection of the phrenic nerve at the level of the neck at the right side we used a cadaver in
which the skin and the superficial muscles of the neck were dissected. In order to dissect the phrenic
nerve we had to extract some of the connective tissue in order to get a clear view of the neck. After
locating the

subclavian artery we traced the phrenic nerve, which was surrounded by some connective tissue. By
using forceps we managed to extract it from the surrounding structures and finaly dissect it.

In order to open the thorax for the dissection of the phrenic nerve from the pericardium we removed
the partly dissected skin by cutting the connective tissue with a scalpel until the level of the posterior
axillary fold. We aso dissected the pectoralis major and pectoralis minor muscles by doing an incision
with the scalpel at their origins and finally by using forceps we detached them from the thorax.
Finally by using of medical bone cutters we cut the ribs and opened the thorax. By using forceps we
dissected the left phrenic nerve from the fibrous layer of the lateral wall of the pericardium until the
level of the diaphragm. We after had to clean the nerve with forceps from parts of the fibrous layer
that were till attached to it. On the right side and again by the help of forceps we dissected it from the
lateral part of the fibrous layer of the pericardium until the level of the caval foramen and separated it
from the pericardium.

Results and Discussion

According to our research the phrenic nerve is mostly originating from the 4™ cervical nerve but the 5"
and the 3" cervical nerves are also contributing. The C5 spinal nerve contributes to the phrenic nerve
by an accessory phrenic nerve, which is a branch of the nerve to the subclavius, descending anteriorly
or posteriorly of the subclavian vein. It is placed laterally to the main nerve and may join the phrenic
nerve at the root of the neck or in the thorax. In addition to this nerve the phrenic nerve, may receive
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branches from the ansa cervicalis or from the cervical sympathetic trunk (containing the paravertebral
ganglia).

The path of the phrenic nerve is very similar in both sides. On the left side after descending anteriorly
from the anterior scalene muscle, it goes anteriorly of the subclavian artery, crosses the aortic arch and
attaches at the pericardium at the level of the left ventricle and finally exits by piercing the diaphragm.
On the right side similarly passes anteriorly of the anterior scalene muscle and anteriorly of the of the
subclavian artery, posteriorly of the internal jugular vein over the brachiocephalic trunk, posteriorly to
the subclavian vein and after continues anteriorly at the level of the root of the right lung and attaches
to the pericardium close to the right atrium. It finally leaves the diaphragm from the caval foramen at
the level of T8 where the inferior vena cava exits. Phrenic nerves supply their motor fibers to the
diaphragm and their sensory fibers to the pericardium, mediastinal pleura, diaphragmatic peritoneum
and diaphragmatic pleura.

Photo: Right phrenic nerve dissected from pericardium

From our results from the dissection preformed at the level of the neck, we located the phrenic nerve
lateral of the common carotid artery, passing anteriorly of the first part of the subclavian artery and
descending anteriorly of the anterior scalene muscle as my research suggested. After its dissection we
noticed it continued descending more medialy to join the pericardium.

At the pericardium on the left side we traced the phrenic nerve firstly attached at the level of the left
ventricle and continuing to descend at the lateral wall of the of the pericardium until inferiorly were it
pierced the diaphragm, which was accordant with that path stated in my research. We after traced the
phrenic nerve on the right side on the lateral part of the fibrous layer of the pericardium at about the
level of the root of right lung, descending down to the diaphragm to the caval foramen as again my
research suggested.

The results we obtained for the path of the right phrenic nerve at the level of the neck and for the left
and right phrenic nerves at the pericardium and inside the thorax were al confirmed by our research.
An aspect of the phrenic nerve, which is worth mentioning, is it’s clinical importance. Phrenic nerves
innervate the diaphragm with motor fibers, producing contraction of the diaphragm, which permits
expansion of the chest cavity, and alow breathing. Damage to the phrenic nerve may occur during
surgery (surgery of the lungs, heart valve surgery) or due to epidura injections, chiropractic
manipulation of the neck or even because of a trauma. The most common symptom of phrenic nerve
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injury is diaphragmatic paralysis, which causes breathing difficulties. This kind of breathing
difficulties may further cause abscess in the diaphragm and tissues or even a ruptured spleen.

Conclusion

By this project we managed to describe the path of the phrenic nerve as well asits clinical importance.
It would be favorable if this research would be used to provide to other medical students knowledge
about this important nerve of our organism.
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The aim of this project is the preparation and presentation of the knee joint, so as to become known to
students of medical school. The reported topic is examined and approached from anatomical and
clinical point of view, in order to clear the components and function of the joint and the clinical
correlations that arise from them.

The knee joint, is the largest joint in the human body and anatomically the most complicated. It
belongs to diarthroses or synovial joints and it is considered as a hinge joint, a special type of mobile
trochoginglymus. It is the site of connection of femur with tibia. The patella also participates in
formation of the joint, by being inserted in the thin anterior wall of the joint capsule. Its complexity
responds to the presence of all additional (plus the basic and necessary) features, that a synovial joint
can have. It is attached with muscle fibers from the surrounding muscles known as articular muscles
which strengthen it. The articular capsule of the knee joint, commonly known as capsular ligament, is
wide and lax; thin in front and at the side. The surrounding ligaments which offer stability to the knee
joint by limiting movements protect the articular capsule and they can be divided to extracapsular and
intracapsular. There are numerous bursae surrounding the knee joint. Thin-walled and filled with
synovial fluid, they represent the weak part of the joint, but also enlargements to the joint space. They
are usualy grouped into either communicating or non-communicating. Finally, the menisci of knee
joint are two pads of connective tissue, the lateral and the medial, which serve to disperse friction in
knee joint between tibia and femur.

The knee joint permits flexion and extension, as well as a slight medial and lateral rotation around the
axis of the lower leg in the flexed position. The knee joint is called ‘mobile’, because the femur and
lateral meniscus move over the tibia during rotation, while the femur rolls and glides over both
menisci during extension and flexion.

Material and methods

To perform the anatomical preparation of the knee joint, we’ve been to the dissection room of the
institute of Anatomy of faculty of medicine, Comenius University. We dissected the separate knee of
a male cadaver, which was kept in formaline during the procedure. First of all, by using the classical
anatomical instruments, we removed the fatty tissue, the muscles surrounding the knee joint, the blood
vessals, and nerves. We restored the collateral ligaments as well as the patellar ligament.

Afterwards, we opened the articular capsule. Later we merged the knee joint in benzyl acohol
solution, in order to dry and defat the joint for one week. Next step was treating the knee joint into
hydrogen peroxide solution for four days, so as to have all the fat and soft tissue removed. We
polished the joint and then color the components of it so as to be more distinct.
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Results and discussion

From the procedures followed at the dissection room of the ingtitute of anatomy of our faculty, we
have obtained an ideal model of the knee joint. The model presents both the extra-articular and the
intra-articular ligaments in addition to medial and lateral menisci.

The strongest extra-articular ligament is the patellar ligament. It gives the patella its mechanica
leverage and aso functions as a cap for condyles of femur. Patella tendonitis is the inflammation,
degeneration or rupture of the patellar ligament and the tissue that surrounds it, leading to pain and
discomfort to the area just below the knee cap. Activities like walking, running and especially
swimming or squatting will cause extreme discomfort to the joint. Other ligaments are the media
collateral ligament which stretches from media epicondyle of femur to the medial tibial condyle, the
lateral collateral condyle which stretches from lateral epicondyle of femur to head of fibula. Because
the media collateral ligament (MCL) resists widening of the inside of the knee joint, the ligament is
usually injured when the outside of the kneejoint is struck. This force causes the outside of the knee to
buckle, and the inside to widen. When the MCL is stretched too far, it is susceptible to tearing and
injury. Lateral collateral ligament (LCL) injury is an injury to the ligament on the outer side of the
knee. It can be a stretch, partia tear, or complete tear of the ligament. The LCL is usualy injured by
pressure or an injury that pushes the knee joint from the inside, which results in stress on the outside
part of the joint.

Moreover, the knee is stabilized by a pair of cruciate ligaments, the anterior cruciate ligament (ACL)
which stretches from lateral condyle of femur to anterior intercondylar area and the posterior cruciate
ligament which stretches from medial condyle of femur to posterior intercondylar area. The role of the
anterior cruciate ligament is to prevent forward movement of the tibia from underneath the femur. The
posterior cruciate ligament prevents movement of the tibia in a backwards direction. Together these
two ligaments are vitally important to the stability of the knee joint, therefore atorn ACL has serious
implications for the stability and function of the knee joint. The posterior cruciate ligament also helps
to prevent the tibia from twisting outwards. Injury to the ligament leads to knee instability with the
shin bone having a tendency to 'sag' backwards when the knee is bent at 90 degrees.

Last but not least, we can find the two menisci of the knee joint, the medial and the lateral. The most
common problem caused by a torn meniscus is pain. The pain may be felt along the edge of the knee
joint closest to where the meniscus is located. Or the pain may be vaguer and involve the whole knee.
The knee may swell, causing it to feel stiff and tight. Thisis usually because fluid accumulates inside
the knee joint. This is not unique to meniscal tears, since it can also occur when the knee becomes
inflamed. The knee joint can also lock up if the tear is large enough. Locking refers to the inability to
completely straighten out the knee. This can happen when a fragment of the meniscus tears free and
gets caught in the hinge mechanism of the knee.

A torn meniscus can cause long-term problems. The constant rubbing of the torn meniscus on the
articular cartilage may cause the joint surface to become worn, leading to knee osteoarthritis.

There is a group of muscles which are connected directly to the knee joint and prove to be helpful to
its movement. Those are the quadriceps femoris, the gastrocnemius (medial and lateral head) and
plantaris. Severa types of quadriceps injuries can occur, the most common being the quadriceps
contusion, which is painful and disabling, as well as strains of the quadriceps tendon, complete and
partia tears of the quadriceps tendon, and fascial rupture of the quadriceps muscle. Just like
quadriceps, gatrocnemius muscle can also suffer from ruptures and strains. Numerous bursae surround
the knee joint. As communicating bursae, we can distinguish the suprapatellar, the semimembranosous
and at the origin of the two heads of the gastrocnemius muscle, are the lateral and medial subtedinous
bursae of gastrocnemius. The non-communicating bursae include the subcutaneous prepatellar bursa,
the deep infrapatel lar bursa and some smaller bursae such as the subfcacia or subtendinous patellar.
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Conclusion

We have obtained an ideal model of the knee joint, which helped us, as medical students, to
understand thoroughly and deeply the anatomy and functions of the particular region of the lower
limb, aswell asitsclinical correlations.
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I ntroduction

The aim of this project is to gain an understanding of the axillary fossa and its topographical relations,
aswell asits underlying clinical importance.

The axillais atruncated cone or pyramidal shaped space between the neck and the upper limb and it is
worth considering its borders and limits. The apex of the axillais the cervicoaxillary canal, the floor is
formed by axillary fascia which lies between anterior and posterior axillary folds. The posterior wall is
formed by three muscles: subscapularis, teres major and the tendon of latissimus dorsi. The anterior
wall isformed by the lateral part of pectoralis major together with pectoralis minor and the envel oping
clavipectora fascia. The lateral wall is the intertubercular sulcus of humerus and the medial is formed
by serratus anterior. The contents of the axilla can be summarized as being all the major vessels and
nerves extending from the neck to the upper limb. This includes the axillary artery and branches,
axillary vein with its tributaries, lymphatic vessels and several node groups together with nerves of the
cords and branches of the brachia plexus.

Material and M ethods

Using a male cadaver, roughly 70 years of age, from Institute of Anatomy, Comenius University, we
performed a dissection of the axillary region. To conduct the dissection we used standard forceps and
scalpel and followed the dissection procedure as layed out in Mraz, P et al. With the arm abducted we
removed the skin and the subcutaneous fat. We then reflected the pectoralis major and minor muscles
and identifying the medial and lateral pectoral nerves together with the pectoral branch of the
thoracoacromial trunk. For identification of deeper structures such as the axillary vein, axillary artery
and the brachia plexus cords and branches, the pectoral nerves were cut.

Results

In the very beginning of our work we identified the superficial structures of the axillary fossa. The
cutaneous nerves of the upper limb; medial antebrachial cutaneous nerve and the anastomosis between
the medial brachia cutaneous and the intercostobrachial nerve were distinguished. As afina step we
located the “M” pattern formation between the ulnar, musculocutaneous, and median nerve which
leads to medial and lateral cords. Behind this arrangement we identified the axillary artery and vein.
We traced each of its branches aong with their accompanying nerves to reveal their close relationship.

Discussion

Besides of the identification of the different structures we tried to explain on anatomical basis the
clinical features of axillary fossa. All lymphatics from upper limb drain into axilla, but also 75% of
mammary gland. Breast cancer is closely associated to axillary region as lymphatic drainage from
lateral part of the breast passes through nodes to axilla (metastasis). During mastectomy for prevention
of postoperative sensory dysfunction of the upper arm and armpit it isimportant to underline the value
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of preserving among the others the intercostobrachial nerve. The vessels of the axillary region have
aso a clinica importance. Axillary vein, is usualy preferred in cases of catheterization (ex;
chemotherapy) as well as insertion of pacemaker wires. And while its large size and exposed position
make it ideal for catheterization, it also makes it exceptionally vulnerable to inury when the axillais
wounded. Axillary artery can be used for direct arterial pressure monitoring. In case of thrombosis of
this vessel even though it supplies the whole upper limb, a complete ischemia is prevented because of
the extensive collateral circulation. Likewise in case of profuse bleeding, it can easily be compressed
against the humerus.

However, in case of anterior dislocation of the humerus apart from axillary artery injury, brachial
plexus should be considered due to its close reationship. A radial nerve injury, for example, in
axillary region, might cause paralysis of anconeus and long extensors of the wrist, which lead to
inability of extension of the elbow joint the wrist joint and the digits. Apart from the deep nerve
injuries one should consider also the cutaneous nerves. In case of branchioplasty knowledge of the
anatomy of the course of the medial brachial and antebrachial cutaneous nerves is required for the
surgeon to limit nerve injury which might indirectly lead to painful neuromas over the anesthetic area.
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Introduction

This research was designed to aid in practical studies as well as in analysis of topographic
relations and clinical importance of the posterior mediastinum and its structures. Initially, the
mediastinum forms the central compartment of the thorax between the two pleural cavities.
From anatomical point of view is divided into a superior and inferior mediastinum which in
turn is further subdivided into anterior-middle-posterior mediastinum. At the same time, from
clinical point of view it was better to divide the posterior mediastinum- including all the
structures from the superior thoracic aperture until the diaphragm- and the anterior
mediastinum-including al the structures in front- where the border between them are the
trachea, bronchopericardia membrane and pericardium. Generally, mediastinum houses the
thymus gland superficialy; the heart surrounded by the pericardia sac, posterior to the heart
the trachea which projects in front of the esophagus, large blood vessels, and finally nerve
pathways.

Material and methods

For our work we dissected a female cadaver-from the Institute of Anatomy, of Comenius
University in Bratislava, using classical autopsy instruments, guided by the manual book-
Pitevné cvic¢enia Prof. MUDr Peter Mraz et al. In order to penetrate to the considered area we
remove all the structures which cover it by the accomplishment of the following steps: Firstly
we removed the superficial layer of adipose tissue from the superior mediastinum, extract the
right and left lung with their hilum (right —left main bronchi respectively, pulmonary arteries
and inferior pulmonary veins). Secondly we stripped from the sternocostal surface of the
heart the fatty tissue, the connective tissue between pericardia sac and heart resulting the
visualization of superior-inferior venae cavae and the chambers of the heart (atrii and
ventricles). The same procedure we followed in order to observe the ascending aorta the aortic
arch and on the right side the beginning of the brachiocephalic trunk. As we followed step by
step this procedure, finaly, we were able to detect al the structures in the posterior
medi astinum.

Results and discussion

As we approached step by step the examined area we were able to distinguish the following
structures: the thoracic aorta with its parietal (intercostal arteries accompanied by intercostals
veins and nerves) and viscera branches, the oesophagus in line together with the vagus nerve,
the azygos vein system- with the azygos vein on the right side of vertebral column and
hemiazygos and accessory hemiazygos veins on the left side and their communication point,
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the sympathetic trunk with the splanchnic nerves, and finally the thoracic duct accompanied
by the posterior mediastinal nodes.

Analytically, the thoracic aorta which is the thoracic portion of the descending aorta begins at
the level of the fourth thoracic vertebra (T4). Anteriorly isin relation with the inferior lobe of
the left lung and the retro-pericardia part of the esophagus (more precisely passes along the
left side of the esophagus and distally courses behind it). On the right side with the
hemiazygos vein and the thoracic duct, on the left side with pleura, it’s posterior wall projects
against the vertebral column and the inferiorly enters the diaphragm through the aortic hiatus
to become the abdominal aorta. Important to mention is the case of the thoracic aneurism,
enlargement of a weak area of the aorta which can cause its rupture and blunt injury.
Furthermore, esophagus is a muscular tube arises from the inferior border of the cricoids
cartilage at the level of the sixth and seventh cervical vertebrae (C6-C7) until the cardiac
orifice tenth-eleventh thoracic vertebrae (T10-T11). The examined thoracic part of the
esophagus runs paralel to the trachea and at the level of the tracheal bifurcation (T4) isin
relation to the descending thoracic aorta on the left, the azygos vein on the right and rests
directly against the left atrium of the heart. Its posterior wall contacts with the autonomic
esophageal plexus and posterior vagal trunk. Clinical importance of this organ is firstly the
gastroesophageal reflux disease (GERD), abnormality in the digestion process with presence
of acids, causes heartburn in the thoracic aorta, secondly the hiatal hernia, weakening of the
connective tissue of the esophagea hiatus, and thirdly the rupture of the esophagea wall-
Boerhaave syndrome (left posterolateral wall) due to excess amount of food and alcohol, but
only 10% of esophageal perforations occur due to vomiting.

Moreover, the azygos vein system composed from the azygos vein, on the right side of the
body, along with its left-side counterparts, hemiazygos vein and the accessory hemiazygos
vein. The former one begins from the abdominal cavity as the union of the ascending lumbar
veins with the right subcostal veins and empties at the level of fourth-fifth (L4-L5) through
the arch of azygos vein to the superior vena cava. It is covered anteriorly by the esophagus
and arches over the right main bronchus posteriorly at the root of the right lung. At the same
time, hemiazygos vein as a mgor tributary of the azygos vein, arises also from the ascending
lumbar vein and empties a the level of ninth-tenth thoracic vertebrae (T9-T10) into the
azygos vein. Injuries in azygos vein in a blunt chest trauma are uncommon and associated
with hypovolemic shock.

Sympathetic trunk, additionally, is component of sympathetic part of the autonomic division
of the peripheral nervous system. The concerned thoracic portion is composed by 11-12
ganglia, connected by white and gray rami communicantes, travelling lateral to the vertebral
bodies, asit interacts with the spinal nerves. Important component of it is the stellate ganglion
located at the level of the seventh cervica vertebra (C7), is created by the fusion of the
inferior cervical and first thoracic ganglion. Branches of the fifth to ninth thoracic gangliajoin
to form the greater splanchnic nerve, similarly ninth to twelfth ganglia form the lesser
splanchnic nerve, and lastly eleventh to ganglia compose the least/lowest splanchnic nerve.
Sympathetic trunk is sometimes damaged during the anterior approach to lower cervical
spine, leading to Horner’s syndrome, associated with ptosis, miosis, and anhydrosis. It is aso
complication in stellate ganglion result difficulty swallowing voca cord, paraysis and
pneumothorax.

Eventually, vagus nerve is the tenth crania nerve (n. X), descends into the thorax where it
ramifies with the viscera. In the examined thoracic area it forms the esophagea plexus, the
anterior-posterior vagal trunks, which consists of primarily fibers from the left vagus nerve
and few from the right one, and together contribute to the esophageal plexus. Effects of vagus
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nerve lesions result in dysphagia and hoarse voice. In addition, injury of this nerve causes the
movement of uvula away from the side of lesion, failure of paate elevation, and paraysis of
internal laryngeal muscles.

In conclusion, according with our research and the results we lead to the fact that in our
examined cadaver the communication point between azygos vein and hemiazygos wasn’t
visible enough. (Also the presented lymph nodes were enlarged due to the presence of masses
identified in the area of the thoracic cavity).

The macroscopical relations of the main pathways

Conclusion

Awareness of the regional/topographical anatomy of the posterior mediastinum may help in
identifying and preserving this important area, while it could serve as an extremely effective
medium for us to our future medical careers, and also in the teaching process to other students
of medicine school, in order to understand, analyze, and to learn more practically the
structures of the posterior mediastinum.
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I ntroduction

Though the gross anatomy of the brain has been studied by anatomists and clinicians, the intrinsic 3-
dimensional microanatomical study of the complex fibers of the white matter is still somewhat
neglected. That is the reason why we decided to dissect and study the arrangement and the anatomical
relations of the white matter inside the cerebral hemispheres. Part of the white matter structures of the
brain are association fibers and internal capsule. Association fibers connect areas within the same
hemisphere. The cell bodies of association fibers are the most prevalent type of neuron found in the
brain. To the association fibers belong short fibers, superior longitudinal fasciculus, association fibers
of gyrus cinguli, perpendicular fasciculus, uncinate fasciculus, inferior longitudinal fasciculus.
Theinternal capsule lies between the lenticular and caudate nuclei. It is a group of myelinated fiber
tracts including axons of pyramidal and extrapyramidal upper motor neurons that connect the cortex to
the cell bodies of lower motor neurons. This makes it a very crucia place to get alesion. The interna
capsule ends within the cerebrum, just above the midbrain, but the axons that pass through it continue
down through brain stem and spinal cord. They descend through the brainstem within two large
bundles caled the cerebral peduncles or crus cerebri. Despite its close proximity to the caudate
nucleus and lentiform nucleus, the internal capsule isnot part of the basal ganglia As stated
previoudly it forms part of the corpus striatum along with the caudate and lentiform nuclei. In the
horizontal section the internal capsule exhibits the shape of a hook, made up of the anterior limb, the
posterior limb and the genu. Anterior limb includes frontopontine and thalamocortica fibers, the genu
contain corticobulbar fibers and the posterior limb contains the corticospina fibers, corticobulbar
fibers and sensory fibers (including the medial lemniscus).

M ethods

During our study we used 5 human brains which were formalinated (10% formalin) and they were
provided to us by the Department of Anatomy of Comenius University. For the dissection we used
16cm and 12cm forceps. We dissected each hemisphere separately with both medial and lateral
approach. We started to dissect the brain from medial side by removing the corpus callosum, cortex of
gyrus cinguli, the association fibers of gyrus cinguli, thalamus and caudate nucleus. After the removal
of all those structures we were able to see the internal capsule. After the display of the internal capsule
we were able to follow the course of the fibers through crus cerebri and pons to medulla oblongata.
We continue with the lateral dissection and we first removed frontal, temporal and parietal operculato
expose insular cortex. Then we removed insular cortex, extreme capsule, claustrum to expose lateral
aspect of putamen. After we removed that to display fibers of the internal capsule. Then we removed
optic tract and superficial dissection of medulla oblongata we exposed longitudina pontine and the
medullary fibers. We also used the transversal section of the brain to display the relations and the
topography of the internal capsule.
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Results

During our dissections we were able to find and describe the structure and topography of interna
capsule by realizing the transversal section of the brain. After we studied the topographical relations of
interna capsule we started dissecting the cerebral hemispheres in order to visualize the fibers in the
brain. During the dissection of cerebral hemisphere from the media side we were able to describe the
association fibers of gyrus cinguli, fasciculus longitudinalis superior, corona radiata, internal capsule.
During the dissection of the cerebral hemisphere from the lateral side we were able to visualize insula,
lentiform complex, part of the internal capsule, fasciculus longitudinalis superior and short U-shaped
association fibers. We also readlize superificial dissection of pons and crus cerebri and we found
continuation of pyramidal tract from posterior limb of internal capsule to crus cerebri and finaly
downwards. During this dissection we exposed rubrospinal tract and nigrospina tract. During the
dissection from the lateral aspect of the cerebral hemisphere we exposed the interconnections of
neighboring sulci with short U-shaped association fibers. During dissection from the medial aspect of
the cerebral hemisphere we were able to better expose the internal capsule and the fibers converging to
it.

Figure 1 Exposure of pyramidal tract descending posterior to the pons and anterior to
rubrospinal tract

Discussion

The dissection of the white matter of the brain and thus the tracts it is very important from educational
point of view but also from clinica point of view. It is very crucia for medical students to realize and
understand the topography of white matter in the brain and which fibers are contained in white matter
bundles (e.g interna capsule).It is not easy for a student to study the topography of the white matter of
brain only by reading of textbooks, but he needs 3-dimensional orientation and that is why we need to
use dissected brains to show to students 3d topographical relations of the structures. From clinical
point of view it is very important for physicians to evaluate certain imaging methods and to be able to
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take advantage of revolutionary methods, such as MRI guided neurosurgery. A physician should have
good anatomical orientation and good anatomical basis in order to correctly evaluate and successfully
use the imaging methods. Furthermore it is very important for the physician to be able to diagnose
lesions and compressions of white matter in the brain, such as tumors, aneurysms and hemorrhages.
All these pathological situations can damage the fibers causing specific symptoms, which are
consequences of damage of specific pathways, and if the doctor is able to understand the topography
of the lesion can diagnose the patient correctly using imaging methods and the symptomatol ogy of the
patient.
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I ntroduction

The body has two networks of veins in the upper and lower extremities, the deep and superficia
venous systems. The superficial veins which are close to the skin normally bring blood back to the
heart by eventually connecting with the deep veins that lie close to nerves, arteries, and bones. In fact,
the two systems run parallel to each other, resembling a ladder. So by the term Superficial Veins we
describe the veins that are located in the subcutaneous tissue between the two layers of the superficial
fascia. The superficia veins of the lower extremity are the Great and Small Saphenous veins and
their tributaries.

The aim of this project isfirstly to study the anatomical completeness or not of the superficia veins of
the lower limb, and their effectiveness concerning the physiological (or not) function of the human
body and secondly to relate the anatomy with the clinical impact of these veins, whether it concerns
the pathological part with conditions such as varicose veins, phlebitis, thrombophlebitis (and the
connection with deep vein thrombosis) and more, or their use in emergency medicine and
cardiovascular procedures.

Materialsand procedure

The materials we used were the cadavers at the dissection room of Institute of Anatomy at the
Comenius University of Bratisava and the anatomical dissection tools. The procedure we followed
was the one described in Pitevné cvicenia (Mraz et al.).

After removal of the skin, we prepared the two main Superficial Veins of the lower limb from their
origin in the dorsum of the foot. We dissected these veins and their tributaries from the distal part of
the limb toward their inflow in the popliteal vein (vena saphena parva) and the femoral vein (vena
saphena magna).

Results

We managed to locate the great and small saphenous veins and their tributaries as well as their
connections to the deep veins. The great saphenous vein originated from where the dorsal vein of the
first digit (the large toe) merged with the dorsal venous arch of the foot. After passing anterior to the
medial malleolus (where it often can be visualized and palpated), it ran up the media side of the leg.
At the knee it ran over the posterior border of the media epicondyle of the femur bone. The great
saphenous vein then coursed laterally to lie on the anterior surface of the thigh before entering an
opening in the fascia lata called the saphenous opening. It joined with the femoral vein in the region of
the femoral triangle at the saphenofemoral junction. The small saphenous vein originated from where
the dorsal vein from the fifth digit (smallest toe) merged with the dorsal venous arch of the foot, which
attached to the great saphenous vein. From its origin, it coursed around the lateral aspect of the foot
(inferior and posterior to the lateral malleolus) and run along the posterior aspect of the leg (with the
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sural nerve), passed between the heads of the gastrocnemius muscle, and drained into the popliteal
vein, approximately at or above the level of the kneejoint.

Tributaries- At the ankle it received branches from the sole of the foot through the medial marginal
vein; in the lower leg it anastomosed freely with the small saphenous vein, communicated with the
anterior and posterior tibial veins and received many cutaneous veins; in the thigh it communicated
with the femoral vein and received humerous tributaries; those from the media and posterior parts of
the thigh united to form alarge accessory saphenous vein which joins the main vein at a variable level.
Near the fossa ovalis it is joined by the superficial epigastric, superficial iliac circumflex, and
superficial externa pudendal veins. The thoracoepigastric vein ran aong the lateral aspect of the trunk
between the superficial epigastric vein below and the latera thoracic vein above and established an
important communication between the femoral vein and the axillary vein.

As we mentioned in the introduction the body has two networks of veins, the deep venous system and
the superficia venous system. Many superficial collecting veins deliver their blood into the great and
small saphenous veins, which deliver most of their blood into the deep system through the SFJ
(saphenofemoral junction) and the saphenopopliteal junction (SPJ). However, the SPJ and SFJ are not
the only pathways from the superficial system to the deep system. These two networks have many
connections through their course in the human body and they are called Perforator Veins. The
perforator veins are named so because the vessel "perforates’ the aponeurosis of the muscle. The
perforator veins also have one way valves that if damaged or not work properly may lead to blood
flowing from the deep venous system to the superficial increasing the pressure in the superficia
Venous.

We were able to locate some of the many (the lower limb contains in excess of 100 of these
connections) perforating veins. In one of the cadavers we were able to locate in the calf the Paratibial,
the posterior tibial PV (formerly Cockett’s perforators), in the Anterior leg the lateral leg PV, the
Posterior leg PV (medial and lateral gastrocnemius, Intergemellar, para-achillean PV).

Discussion

As we mentioned the main conditions of the superficial veins are the varicose veins, phlebitis and
thrombophlebitis. Varicose veins are veins that have become enlarged and tortuous. When veins
become varicose, the leaflets of the valves no longer meet properly and the valves do not work. This
allows blood to flow backwards and they enlarge even more. Varicose veins are most common in the
superficial veins of the legs, which are subject to high pressure when standing. Besides cosmetic
problems, varicose veins are often painful, especially when standing or walking. They often cause
itchiness and scratching them can cause ulcers. Varicose veins are more common in women than in
men and are linked with heredity. Other related factors are pregnancy, obesity, menopause, aging,
prolonged standing, leg injury, abdominal straining and crossing legs at the knees or ankles.

Phlebitis is the inflammation of the veins and has various causes like bacteria, chemical, mechanical,
genetic, alcohol and drug abuse. When phlebitis is associated with the formation of blood clots
(thrombosis), usualy in the deep veins of the legs, the condition is called thrombophlebitis. These
clots (tear-off) can travel to the lungs, causing pulmonary embolisms that can be fatal. When it occurs
repeatedly in different locations, it is known as "Thrombophlebitis migrants' or "migrating
thrombophlebitis' related mostly with migrating cancer. It is also associated with deep vain
thrombosis when the clot migrates to the deep veins. The main causes include prolonged sitting and
immobilization or blood clotting disorders.

Conclusion

The goal of this project is the improvement of the student’s knowledge of the anatomy of the human
body and to inspire other students to work on similar projects thus increasing their familiarity with
scientific research.
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I ntroduction

This project deals with the anterior compartment of the thigh. The purpose is the preparation of this
region, the identification of the structures located in it as long as the anadysis of their clinical
importance. These structures are muscles which perform extension of the knee joint, flexion of the hip
joint and adduction of the thigh, and main vessels and nerves for the blood and nerve supply of the
lower limb. The clinical importance of these structures, as analyzed below, is mgjor to both diagnostic
and therapeutic medicine.

M ethods

For the dissection of this region we used a kit consisted of several scalpels and severa pairs of
forceps.

We started by an incision on the skin from the iliac spine till the pubic symphysis, then we made
another incision along the skin of the lateral side of the midline of the thigh from the level of the
inguina ligament till two fingers above the knee where we made a transverse incision to the skin. To
proceed we reflected the skin flaps to the sides being careful to preserve the superficial veins and the
fascia of the thigh.

We continued by separating the saphenous vein and locating its connection with the femoral vein.

Afterwards we identified the borders of the femora triangle which are the inguina ligament
superiorly, the sartorius muscle lateraly and the adductor longus muscle medially and we located the
structures inside it. Firstly we located the femoral artery and the femoral vein wrapped in the femoral
sheath and after removing the fascia of this area we identified the femoral nerve lateral to the femoral
artery. Previoudly to this region the femoral artery and the femoral vein pass through the lacuna
vasorum while the femoral nerve passes through the lacuna muscul orum.

The next step was to clean up the muscles of the anterior compartment. Firstly we separated the most
superficial muscle which is the sartorius muscle, then we cleared the most lateral muscle of the thigh
which is the tensor fasciae latae. Afterwards we separated the four heads of the biggest muscle of the
thigh, the quadriceps femoris, which are the rectus femoris and the three vasti (medialis, lateralis and
intermedius).

We continued by cleaning the muscles of the medial compartment. We separarted first the gracilis
muscle which is the most medial one. Then we separated the four adductor muscles (longus, brevis,
magnus and minimus) and at the end we separated the two obturator muscles (externus, internus) and
the pectineus muscle.

During this whole procedure we also located two canals. The first one was the adductor canal whose
borders are anteriorly and laterally the vastus medialis muscle, posteriorly the adductor longus and the
adductor magnus muscles and medially and superiorly the Sartorius muscle. From this canal pass the
femoral artery and vein, the femoral nerve and the saphenus nerve. The second canal we identified was
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the obturator canal which is formed by a part of the obturator membrane and from which pass the
obturator artery and vein and the obturator nerve.

Results
During the dissection of the anterior thigh region we located the following structures and their courses:

Muscles. Sartorius muscle, Pectineus muscle, Rectus femoris, Vastus lateralis, Vastus medialis,
Vastus intermediais, Gracilis, Obturator internus, Obturator extrnus, Adductor longus, Adductor
magnus, Adductor brevis, Adductor minimus, Tensor Fasciae Latae

Nerves: Lateral Cutaneus, Medial Cutaneus, Intermedial Cutaneus, Femoral, Saphenous, Obturator

Arteries. Femoral, Deep Femoral, External Pudendal, Media Femoral Circumflex, Latera Femoral
Circumflex, Descending Genicular, Superficia Iliac Circumflex

Veins: Great Saphenous, Lesser Saphenous, Lateral Accessory Saphenous, Femoral, Externa
Pudendal, Superior lliac Cicrumflex, Media Circumflex, Lateral Circumflex

Discussion

From the clinical point of view the anterior thigh region interests about its major importance to several
diagnostic and therapeutic procedures as well as about the ailments developed insdeit.

The most important clinical procedures are the ones concerning the cardiovascular diseases.

Some of the most usual diagnostic procedures are the following. The angiography of the coronary
vessels is achieved by the catheterization of the femoral artery and by application of contrast fluid.
Angiography by this way is also possible for the aorta, the rena arteries and the arteries of the brain.
The same procedure is followed for ventriculography of the left ventricle while for the
ventriculography of the right ventricle we perform catheterization of the femoral vein.

As far as the therapeutic procedures are concerned the most important are the following. Firstly the
angioplasty of the coronary vessels during which a balloon tipped catheter is inserted through the
femoral artery and when it reaches the points of the coronary vessels that are blocked by cholesterol
plagues, it is used to open them and restore the blood flow. Sometimes it is also necessary to insert a
stent with the balloon catheter, a structure which remains in the vessel in order to retain its shape. By
the same procedure a stent could be also applied to the abdominal aorta and to the arteries and
peripheral vessels of the lower limbs. Another therapeutic procedure is the percutaneus aortic valve
replacement during which a replacement valve is passed through the femoral artery and runs through
the aortatill it reaches the heart where it is placed. This procedure is performed to persons with aortic
stenosis who cannot endure an open heart procedure. Last but not least, an important structure for the
treatment of cardiovascular diseases is the saphenous vein which is used for bypass procedures.

Catheterization of the femoral artery is also very common and very important for the retrograde
fixation of human cadavers as well as laboratory animals, for educational and experimenta purposes
respectively.

The most common ailments in the region of the anterior thigh are the muscle contusions and the
fractures of the femoral bone. Another ailment of this region is the femoral hernia which occurs just
below theinguina ligament, when abdominal contents pass through a naturally occurring weakness
called the femoral canal. Moreover arare type of ailment is the obturator hernia, a type of abdominal
wall herniain which abdomina content protrudes through the obturator foramen.
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I ntroduction

The hand is without discussion the most important and capable tool that mankind has known until
now. Hand abilities are numerous, and al of these thanks to the formation of thumb or pollex. The
function of these thenar muscles contributed to the development of human kind. If anyone tries to
spend a day without using his hands he will then realize the importance of this magnificent tool. The
aim of our work is to demonstrate the anatomical elements that lie in the carpal region, the muscles,
the tendons, and we will deal mainly with the structures that lie within the carpal canal such as the
median nerve and a series of flexor muscles and with the ulnar and radial artery, vein and nerve.

Material and methods

We worked on a cadaver of the institute of anatomy in Comenius University in Bratisava. We used
the small dissection kit which included blunt forceps, fine point forceps, seekers, cutting needle,
dissecting needle, scalpels and sterile blades. The first part included the removal of the skin and the
fatty tissue surrounding the muscles. Afterwards we used the tools of the anatomical kit to reveal,
project and remove all the muscle layers. We placed the model into hydrogen peroxide in order to
preserve only the ligaments and the bones that will be used for education purposes.

Results
Muscles
The muscles of the hand are divided into intrinsic and extrinsic.

Extrinsic muscles are extensor carpi radiais brevis, extensor carpi radialis longus, extensor carpi
ulnaris, extensor digitorum communis, extensor indicis proprius, extensor digiti minimi, abductor
pollicis longus, extensor pollicis brevis, and extensor pollicis longus, flexor carpi radialis, flexor carpi
ulnaris, pamaris longus, flexor pollicis longus, flexor digitorum superficialis, flexor digitorum
profundus.

The intrinsic muscles are situated totally within the hand. They are divided into 4 groups: the thenar,
hypothenar, lumbrical, and interossei muscles.

The thenar group consists of the abductor pollicis brevis, flexor pollicis brevis, opponens pollicis, and
adductor pollicis muscles. The hypothenar group consists of the pamaris brevis, abductor digiti
minimi, flexor digiti minimi, and opponens digiti minimi. The lumbrical muscles contribute to the
flexion of the metacarpophalangeal joints and to the extension of the interphalangeal joints, the
interossel group consists of 3 volar and 4 dorsal muscles.

Nerve supply
The innervation of the hand is performed by the medial, ulnar and radial nerve.

The median nerve is responsible for innervating the muscles involved in the fine precision and pinch
function of the hand. It originates from the lateral and medial cords of the brachia plexus (C5-T1).
Proximal to the wrist, the palmar cutaneous branch provides sensation at the thenar eminence. As the
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median nerve passes through the carpa tunnel, the recurrent motor branch innervates the thenar
muscles (abductor pallicis brevis, opponens pollicis, and superficial head of flexor pollicis brevis). It
aso innervates the index and long finger lumbrical muscles. Sensory digital branches provide
sensation to the thumb, index, long, and radial side of the ring finger.

The ulnar nerve is responsible for innervating the muscles involved in the power grasping function of
the hand. It originates at the medial cord of the brachial plexus (C8-T1). Motor branches innervate the
flexor carpi ulnaris and flexor digitorum profundus muscles to the ring and small fingers. Proximal to
the wrist, the palmar cutaneous branch provides sensation at the hypothenar eminence. The dorsa
branch, which branches from the main trunk at the distal forearm, provides sensation to the ulnar
portion of the dorsum of the hand and small finger, and part of the ring finger.

The radia nerve is responsible for innervating the wrist extensors, which control the position of the
hand and stabilize the fixed unit. It originates from the posterior cord of the brachial plexus (C6-8). At
the elbow, motor branches innervate the brachioradialis and extensor carpi radialis longus muscles.
The superficial branch provides sensation at the radial aspect of the dorsum of the hand, the dorsum of
the thumb, and the dorsum of the index finger, long finger, and radia half of the ring finger proximal
to the distal interphalangeal joints.

Vessals
The blood supply is curried through the radial and ulnar artery and vein.

The radia artery runs distally in the forearm between the brachioradialis and flexor carpi radialis
muscles. At the wrist, it crosses dorsally deep to the tendons of the "anatomic snuffbox” to enter the
palm and form the deep palmar arch. A superficia branch arises at the level of the wrist and
contributes to the superficia palmar arch.

The ulnar artery runs distaly in the forearm under the flexor carpi ulnaris muscle. At the wrigt, it
travels into the hand through the Guyon canal, where it divides into the deep palmar branch and the
superficial pamar branch. The superficial branch forms the superficial palmar arch, and the deep
branch contributes to the deep palmar arch.

Carpal canal

The carpal canal isaregion of great clinical importance because of disorders that occur more than ever
because of nowaday’s life. There lies a series of flexor muscles of the wrist and only one nerve passes
through. It is bordered anteriorly by the flexor retinaculum and posteriorly by the carpal bones.

The structures that pass through the carpal canal are:
Flexor digitorum profundus, flexor digitorum sublimis, flexor pollicislongus and the media nerve.

Discussion

The structure that stands out on hand is the thumb, for a variety of reasons. The act of opposition isthe
one that differentiates us from the other primers and this would not be able without the formation of
the thenar muscles. The main task of a hand surgery isto maintain the functionality of the pollex. The
various aspects of life, demands the development of elegant moves of the hand in order to cope with
common things of everyday life. Manus is the latin word that mean “the tool that can handle”. Since
we are born, our hands, through practice tend to continually develop efficiencies in order to live
properly in this world. If anyone tries to spend a day without using his hands he will then realize the
importance of this magnificent implement.

The anatomy of the hand is complex, intricate, and fascinating. Our hands may be affected by many
disorders, most commonly traumatic injury. For any physician or therapist treating hand problems, the
mastery of such anatomy is fundamental in order to provide the best quality of diagnosis and care.

Carpal tunnel syndrome occurs from compression of the medial nerve within the carpal tunndl. It
occurs most often in patients between 30 and 60 years old and is five times more common in women
than in men.
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There are several contributing factors that can cause carpa tunnel syndrome such as, trauma, obesity,
diabetes, scleroderma, thyroid disease, lupus, amyloidosis, gout, acromegaly, Paget’s disease,
mycopolysaccharidoses.

There are physical tests to establish the diagnosis of carpal tunnel, such as media nerve percussion
test, carpal tunnel compression test etc.

Conclusion

This thesis helped us to understand the anatomical structures of the hand and especially the carpal
region. We found information about the carpal tunnel syndrome, the ways of its development and
treatment.

Furthermore as first year student’s we had our first experience in working with a cadaver that will help
us for the future dissections.
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Uvod

Experimentalne a klinické §tadie preukazali, Zze autonomny nervovy systém(ANS) zohrava vyznamni
ulohu v mnohych aspektoch nadorovej bioldgie. Ovplyviiuje vzniku tinavy avycerpania stvisiaceho s
nadorovou chorobou, podiel'a sa na procesoch spojenych s neoangiogenézou nadorového tkaniva, ¢i v
zapalovych procesoch sprevadzajtcich nadorovi progresiu (1). Predpoklada sa preto, ze dysregulacia
v aktivite sympatikovych a parasympatikovych nervov moze vyznamnou mierou ovplyviiovat’ priebeh
nadorovych chorob.

Parasympatikovy nervovy systém je vo vztahu s karcinogenézou diskutovany predovsetkym pre jeho
schopnost’ regulovat’ chronicky zépal, ktory je za istych podmienok vyraznym inicidtorom nadorovej
progresie. Predpokladany pozitivny G¢inok stimulécie ¢innosti parasympatikového nervového systému
je sprostredkovany inhibiciou syntézy a uvolfiovania prozdpalovych cytokinov makrofagmi, ktoré
sprostredkuju a kontroluju imunitnt a zapalovi odpoved’(2, 3).

Rovnako aj sympatikovy nervovy systém mozZe ovplyvnit’ vznik aproliferaciu nadorov ako g tvorbu
metastaz. Pravdepodobny stimula¢ny ucinok sympatikového nervového systému na nadorova
progresiu je sprostredkovany katecholaminmi a ich kontransmitermi uvolfiovanymi zo symaptikovych
nervovych zakonceni, ktor¢ moduluji Cinnost' viacerych zloziek imunitného systému (2, 4). V
experimentalnych Studiach bolo preukdzané, Ze naruSenie sympatikového nervového systému
vyznamne ovplyvnilo reakciu zvierat na zapal, ktory sa spaja so vznikom a progresiou nadorovych
chorob. Vplyv sympatikového nervového systému na ¢innost’ imunitnych buniek a tym aj na nadorovu
progresiu nie je uniformny, ale vykazuje rozdiely, v zavislosti od vyvojového $tadia miery narusenia
sympatikového nervového systému a Vv zavislosti na tom, ¢i je naruSeny na lokalnej alebo systémovej
urovni (5).

Cielom vyskumu bolo objasnit’ uc¢inok autonémneho nervového systému pri vzniku a progresii intra-
abdominalnych nadorov indukovanych u laboratornych potkanov intraperitonealnou aplikaciou BP6-
TU2 fibrosarkomovych buniek. Na aktivaciu parasympatikového nervového systému sme vyuzili
analogiu stimuléacie protizapalovo pdsobiacich drah, konkrétne podavanie nikotinu per os. Pre
sledovanie ucinku sympatikového nervového systému na nddorovi progresiu sme vyuzili jeho
vyradenie pomocou neurotoxinu 6-hydroxydopaminu. Okrem toho sme v in vitro experimentoch
skiimali priamy ucinok noradrenalinu a nikotinu, ako hlavnych neurotransmiterov sympatikového a
parasympatikového nervového systému, na proliferaciu BP6-TU?2 fibrosarkomovych buniek.
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Metodika

Experimentalne zvierata

V in vivo experimentoch boli pouZité laboratorne potkany, samce kmetia Wistar, umiestnené v
klietkach po 3 - 4 a chované v §tandardnych podmienkach zverinca, pristup k vode a peletovanej
potrave ad libitum.

Indukcia nadorov u experimentalnych zvierat

V experimentoch sme na indukciu nadorov vyuzili model jednorazovej injekénej aplikacie BP6-TU2
fibrosarkomovych buniek experimentalnym zvieratam. BP6-TU2 fibrosarkomové bunky boli
aplikované zvieratdm s hmotnostou 150 - 175 g intraperitonealne (ip) v mnozstve 0,5 x 10° buniek v 2
ml RPMI 1640 média. BP6-TU2 fibrosarkémové bunky ani v jednom z uskuto¢nenych experimentov
neindukovali tvorbu metastaz.

Chronické podavanie nikotinu v pitnej vode potkanom s nadormi

Nikotin bol zvieratdm podévany perordlne ako sucast’ pitnej vody s 2 % obsahom sacharinu od 3 dna
po aplikacii nadorovych buniek. Koncentracia nikotinu v podavanej pitnej vode bola postupne
zvySovana. Prvy a druhy den bola koncentracia nikotinu 50 pg/ml pitnej vody. Nasledujiice dva dni
(treti a Stvrty) bola koncentracia zvySend na 100 pg/ml pitnej vody. Od piateho dia bolo mnozstvo
nikotinu ustalené na kone¢nej hodnote 200 pug/ml pitnej vody.

Chemické sympatikotomia

Chemicka sympatikotomia bola dosiahnuta opakovanym ip podanim 6-OHDA (100 mg 6-OHDA /kg
hmotnosti zvierata) po 24 hodinach. Tato latka spdsobuje do 3-5 dioch po podani deStrukciu
periférnych katecholaminergickych nervovych zakonceni. Tyzden po chemickej sympatikotomii boli
zvieratam ip aplikované nadorové bunky.

Sledovanie vplyvu noradrenalinu a nikotinu na rast BP6-TU2 buniek in vitro

Do 48 jamkovej platnicky boli prenesené bunky v RPMI 1640 kultivatnom médiu vo vyslednom
mnozstve 500 b/ml/jamku. Bunky boli kultivované pri teplote 37 °C a saturacii 10 %-nou CO,
atmosférou. Do 24 jamiek bol pridany jeden z neurotransmiterov s vyslednou koncentraciou 100
umol/l. Tato koncentracia bola pouzita na zaklade publikovanych tdajov (6, 7, 8). Od 3. dna bol kazdy
denl pocitanim sledovany narast poctu buniek s pridanym neurotransmiterom v porovnani s po¢tom
kontrolnych buniek bez pridania neurotransmitera. Vyhodnocovali sme $tyri $tvorce vrchnej a Styri
Stvorce spodnej mriezky Biirkerovej komdrky. Pre jedno meranie boli pouzité bunky z troch jamiek a
urcili sme priemerné mnozstvo buniek pripadajicich na jednu jamku v platnicke. Ziskané udaje
(priemer + SEM) boli vychodiskom pre vytvorenie rastovej krivky.

Statistickd analyza dat

Vsetky ziskané hodnoty st uvadzané ako priemer + SEM na skupinu. Vysledky boli povazované za
Statisticky vyznamné v pripade, ze p<0,05.

Pre statistické vyhodnotenie boli pouzité nasledujuce typy testov:
dvojcestna ANOVA (faktory skupina a c¢as) s naslednym Bonferroni post testom
Studentov t-test

Log-rank (Mantel-Cox) Test (na porovnanie prezivacich kriviek)
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Obrazok 1. Chronické podavanie nikotinu v pitnej vode. A) Prezivanie zvierat, B) Vyskyt naddorov, C)
Zmeny hmotnosti zvierat.

Chronické podavanie nikotinu v pitnej vode potkanom s nadormi

Podavanie nikotinu v pitnej vode neovplyvnilo prezivanie zvierat s ip BP6-TU2 nadormi (IP + nikotin)
v porovnani so zvieratami s nadormi, ktoré nikotin neprijimali (obr. 1A). Okrem diZky preZivania
zvierat s nadormi sme sledovali aj vyskyt nadorov u zvierat v oboch studovanych skupinach (IP aj IP
+ nikotin). Ani v tomto sledovanom parametri neboli zistené Ziadne Statisticky vyznamné rozdiely
medzi sledovanymi skupinami (obr. 1B). Naopak, od 10. dna po aplikacii nadorovych buniek sme
pozorovali zniZenie narastu hmotnosti u zvierat s nadormi, ktoré prijimali nikotin v porovnani so
zvieratami bez prijmu nikotinu (obr. 1C).
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Obrazok 2.Chemicka sympatikotomia. A) Prezivanie zvierat, B) Vyskyt nadorov, C) Zmeny hmotnosti
zvierdt.

Sedovanie vplyvu chemicke sympatikotomie

Chemickéa sympatikotémia signifikantne ovplyvnila diZku preZivania zvierat s aplikovanymi BP6-TU2
fibrosarkomovymi bunkami (p=0,0377) na rozdiel od zvierat sintaktnym sympatikovym nervovym
systémom (obr. 2A). Okrem sledovania dizky prezivania zvierat s nadormi sme sledovali aj mozné
zmeny v hmotnosti zvierat v jednotlivych nadorovych modeloch. Tu sme vsak nepozorovali takmer
ziadne rozdiely v hmotnostiach tela medzi jednotlivymi experimentalnymi skupinami obr. 2C). Dal§im
sledovanym parametrom bol vyskyt nadorov v oboch $tudovanych skupinach, kde sme zaznamenali
Statisticky vyznamné znizenie incidencie nadorov u zvierat po chemickej sympatikotomii v porovnani
SO zvieratami s intaktnym sympatikovym nervovym systémom (obr. 2C).

105



V II. VEDECKA KONFERENCIA DOKTORANDOV LF UK

A) BP6-TU2 + nikotin B)

BP6-TU2 + NE 004

100004 AR i
1 O BP6-TU2

® BP6-TU2 + NI 6000+
50004

o BP6-TU2
® BP6-TU2 + nikotin

75004

50004 40004

30004

N° buniek/ jamka
N® buniek/ jamka

25004 20004

10004

3 o 1 2 3 4 s 6 1 8
Cas [deii] Cas |deil]

Obrazok 3 Vplyv noradrenalinu (A) a nikotinu (B) na in vitro rast BP6-TU2 buniek.

Sedovanie vplywu noradrenalinu a nikotinu na in vitro rast BP6-TU2 buniek

V pripade in vitro experimentov sme nepozorovali ziadne $tatisticky vyznamné rozdiely medzi po¢tom
nadorovych buniek po pridani nikotinu do kultivaéného média (BP6-TU2 + nikotin) v porovnani
spoctom buniek kultivovanych v médiu bez nikotinu (obr. 3A). Na rozdie od toho, pridanie
noradrenalinu do kultiva¢ného média signifikantne zvysilo proliferaciu BP6-TU2 fibrosarkomovych
buniek (obr. 3B).

Diskusia

Viacero experimentdlnych aaj klinickych $tadii poukazuje na vyznam autondémneho nervového
systému pri vzniku a proliferacii nadorovych chordb a tvorby metastaz. V naSich experimentoch sme
sa preto zamerali na obe zloZky ANS a ich vplyv na proliferaciu nddorovych buniek v in vivo ain vitro
podmienkach.

Mnohé publikované prace popisuju ulohu acetylcholinu v procesoch karcinogenézy. V uvedenych
experimentoch sa podavali agonisti (napr. nikotin) a antagonisti (napr. hexametonium)
cholinergickych receptorov, alebo sa inhibovali, pripadne stimulovali enzymy regulujuce syntézu
adegradaciu acetlycholinu (9). Parasympatikovy nervovy systém je v suvislosti s tvorbou
aproliferaciu nadorov skumany najmid pre jeho schopnost regulovat’ chronicky zapal. Prave
modulacia lokdlneho a systémového zapalu ovplyvnenim cinnosti parasympatikového nervového
systému, by mohla inhibovat’ progresiu periférnych nddorov podobne, ako to bolo preukidzané aj pri
inych chorobnych stavoch (10). Na zéklade tychto udajov sme predpokladali, Ze stimulacia ¢innosti
parasympatikovych nervov bude mat’ inhibi¢ny G¢inok na vznik a proliferaciu nadorov. Na druhej
strane bola v pripade placnych nadorov preukazana zvySend dostupnost’ acetylcholinu, v dosledku
znizenej aktivity acetylcholinesterazy, ktora mohla stimulovat’ cholinergicku signalizaciu a prispievat’
k progresii nadorov pl'uc (9). Nase vysledky vsak tieto predpoklad nepotvrdili.

Vysledky zexperimentov, Vv ktorych sme uskutoénili chemicka sympatikotomiu sa v sulade
s publikovanymi pracami, ktoré preukazali stimula¢ny vplyv noradrenalinu na nddorovy rast, nakol’ko
destrukcia sympatikovych nervovych zakonceni, ktori sme uskuto¢nili, viedla k znizenému
uvolfiovaniu noradrenalinu u zvierat sBP6-TU2 nadormi a tieto prezivali signifikantne dlhSie
V porovnani so zvieratami s intaktnym sympatikovym nervovym systémom (11, 12). Je ale potrebné
brat do uvahy aj fakt, Ze vyradenie sympatikového nervového systému ovplyvnilo rovnovahu
v ¢innosti autondmneho nervového systému. Ked’ze je zname, Ze parasympatikovy nervovy systém,
najma nervus vagus, ma protizapalovy uc¢inok (13), je mozné, Ze zlepSené prezivanie zvierat s nadormi
po chemickej sympatikotomii méze odrazat’ nie len redukovany vplyv sympatika, ale aj prevazujlci
efekt intaktnych parasympatikovych nervov.

In vitro $tadie poukazuji na priamy G¢inok noradrenalinu na rast BP6-TU2 buniek. U réznych typov
nadorovych buniek bola preukdzana pritomnost’ receptorov pre viaceré neurotransmitery (14). Udaje
ziskané z nasich experimentov podporuju predpoklad priameho stimulacného u¢inku noradrenalinu na
proliferaciu BP6-TU2 nadorovych buniek ato pravdepodobne cez obsadenie adrenergickych
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receptorov exprimovanych tymito bunkami. Ucinok nikotinu na tieto bunky sa nam nepodarilo
preukazat’, Co naznacuje, Ze tieto bunky neexprimuju receptory pre tento neurotransmiter.

V naSich experimentoch sme charakterizovali vplyv oboch zloziek autonomneho nervového systému
na rast fibrosarkému u experimentalnych zvierat. Ziskané poznatky podporuju koncept neurobiologie
nadorovych choréb a vytvaraju tak podklad pre eventudlne nové terapeutické potupy, ktoré
prostrednictvom moduléacie ¢innosti nervového systému budt ovplyvitovat’ nadorovy rast a tvorbu
metastaz u onkologickych pacientov.

Tato prdaca bola podporena Agentiirou na podporu vyskumu a vyvoja (APVV-0045-06 a APVV-0007-

10).
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23. Vplyv radiacného Ziarenia na tkaniva urcené na
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Uvod:

Dolezitou sucastou pripravy biologickych materialov na transplantaciu je ich sterilizacia za ucelom
zabranenia prenosu infekénych ochoreni. V prvej faze sa tkaniva vystavia ucinku kokteilu antibiotik,
ktory samotny na ich dokonali dekontaminaciu nestaci. Nasledne preto musia byt biologické
materidly sterilizované chemicky alebo prostrednictvom ionizaéného ziarenia. Na chemicku
sterilizaciu sa pouzivaju etylénoxid, glycerol, propylénglykol a kyselina peroctova (1). Prave
kombindcia poslednych troch chemickych zlucenin sa ukazuje ako najSetrnejSia metéoda v ramci
chemickej sterilizacie biologickych materiadlov. Pridanim kyseliny peroctovej sa eliminuji cytotoxické
ucinky glycerolu a propylénglykolu pouzitych len v dvojkombinacii (2). Vzhl'adom na toxicitu
pouzivanych chemickych prostriedkov sa vSak javi ako vhodnejSia sterilizacia ionizaénym Ziarenim
tkaniv urenych na transplanticiu. V naSej praci si posudzované tri druhy biologickych tkaniv
pouzivanych na docasné krytie koznych defektov (xenotransplantat, alotransplantat, amnion), dopad
roznych davok ziarenia na bunky azlozky extracelularnej matrix, atym aj vplyv na bezpecnost
pouzitia tychto tkaniv.

Material a metédy:

Tri druhy tkaniv boli rozdelené do piatich skupin podla davky ziarenia, ktorému boli tieto vzorky
vystavené. Jednalo sa o porcinny kozny xenotransplantat, kozny alotransplantat a humanny amnion.
Oziarené boli davkami 12,5, 25, 35 a 50 kGy, jedna skupina bola kontrolna, neoziarena a fixované boli
zmrazenim. Tkaniva boli nasledne fixované formalinom a spracované rutinnou parafinovou technikou.
Rezy boli farbené hematoxylinom a eozinom, alcianovou modrou (ALC) pri pH 2,5 (farbenie na
mucin), orceinom (farbenie na elastické vlakna), PAS reakciou (Periodic Acid Schiff Reaction —
farbenie na neutrdlne sacharidy) a impregnaciou striebrom (znazornenie retikulinovych vlakien).
Arbené rezy boli zaliate do akrylového média a prikryté krycim sklickom.

Vysledky:

Kazdé z farbeni preukazalo iny typ morfologickych zmien v Struktire oziarenych tkaniv. Vo farbeni
hematoxilinom a eozinom sa zobrazila hydropicka (vakuolarna) degeneracia buniek epidermy
xenotransplantatu uz od davky 12,5 kGy; v l'udskej kozi od davky 35 kGy. Farbenie na elastické
vlakna odhalilo poskodenie arozpad jemnych elastickych vlakien v papilarnej derme
xenotransplantatu od davky 12,5 kGy, v alotransplantate od davky 35 kGy. Impregnacia striebornymi
solami (metenaminové striebro) znazornilo kondenzaciu chromatinu jadier buniek epidermy tiez
prevazne v amnione, ato uz pri davke 12,5 kGy, v xenotransplantate st pri rovnakej davke badatel'né
len drobné zmeny na jadrach av alotransplantate pozorujeme nastup kondenzacie jadrového
chromatinu az od davky 35 kGy. DalSou zmenou bolo rozvlaknenie a strata denzity bazalnej
membrany epitelu vo vSetkych tkanivach, Snajva¢$im postihnutim v amnialnej blane, Svyraznym
nastupom degenerativnych zmien uz pri davke 25 kGy.
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Obr.1 (A) Kontrolna vzorka amnialnej blany; impregnacia striebornymi solami (B) Piknoza jadier
s kondenzaciou jadrového chromatinu v amnidlnej blane po oziareni ionizacnym Zziarenim (50 kGy);
impregnacia striebornymi solami (C) Kontrolna vzorka porcinneho xenotrasnplantatu; impregnacia
striebornymi solami (D) Strata denzity bazalnej membrany v porcinnom xenotransplantate po oZiareni
ioniza¢nym ziarenim (50 kGy). Metenaminové striebro, 400x.

Tab.1: Postradiacné zmeny v troch druhoch biologickych tkaniv

Xenotransplantat Alotransplantat Amnion
Vakuolarna degeneracia | +++ + -
epitelovych buniek (12,5 kGy) (35 kGy)
Jadrovy chromatin - kondenzacia + + +++

(12,5 kGy) (35 kGy) (12,5 kGy)
Rozvladknenie astrata denzity | + + ++
bazélnej membrany (25 kGy) (25 kGy) (25 kGy)
Rozpad  jemnych  elastickych | ++ + -
vlakien papilarnej dermy (12,5 kGy) (35 kGy)
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Diskusia:

Biologické materidly musia byt pred pouzitim podrobené sterilizacii, ktord vSak mé4 zachovat
povodnt Strukturu tkaniv. Z dostupnych metdod sa sterilizdcia ionizaCnym ziarenim javi ako
najSetrnejSia a nezostavaju po nej v tkanivach skodlivé rezidud, ako je to v pripade najviac vyuzivanej
sterilizacie prostrednictvom etylénoxidu (3). Pri pouziti tohto spdsobu dekontaminacie tkaniv odpada
tiez nutnost’ uchovavat’ urc¢iti dobu biologické materialy za Gcelom dostavenia sa bakteriostatického
ucinku, ako je tomu pri pouziti glycerolu (4). Do tvahy prichadza aj kombinacia chemickej a radiacne;j
sterilizdcie. Jedna Stadia sa zameriava na sterilizdciu hlboko zmrazenych koznych alotransplantatov
roznymi koncentraciami glycerolu a ich naslednym oziarenim ionizaénym ziarenim (25 kGy). Pri 20
% koncentracii glycerolu ostali tkanivad bez vaznejSieho poSkodenia a boli teda vhodné na klinické
pouzitie (5).

Vysledky nasho projektu zatial’ nasvedcujua tomu, Ze pod vplyvom ionizacného Ziarenia v zavislosti od
jeho davky dochadza k $trukturdlnym zmenam v oZiarenych materidloch, ato hlavne v oblasti
epidermy. Najviac citlivé su kozny xenotranspantat a amnion svyskytom degenerativnych zmien uz
od najnizsich davok ziarenia, kym vo vzorkach alotransplantatu sa znaky poskodenia objavili hlavne
az pri davke 35 kGy. V oblasti papilarnej dermy tiez dochddza k Strukturalnym zmendm zloziek
extracelularnej matrix, ako je uvedené aj v inych stadiach (6, 7). Prave tieto zmeny st pre klinické
pouzitie tychto biologickych materialov kl'icové. V dalSich fazach nasho projektu sa teda budeme
venovat’ podrobnejsej Specifikacii zmien na tkanivach, Specialne na Struktirach extracelularnej matrix
pouzitim imunohistochemickych technik zameranych na jednotlivé zlozky viziva a niektoré cytokiny.
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Uvod

TREM-1 (triggering receptor expressed on myeloid cells), objaveny vroku 2000, je receptor
exprimovany na povrchu myeloidnych buniek (monocyty/makrofagy, neutrofily) (1). Jeho expresia na
bunkach sa zvySuje v pritomnosti extracelularnych mikroorganizmov aich aktiviciou sa amplifikuje
zapalovy proces (2). TREM-1 receptor sa uplatfiuje tiez vimunitng odpovedi na plesiiové
mikroorganizmy (3, 4). Stadie M. Tercelj a kol. zroku 2011 poukazujii na moznost’ wilohy plesni
Vv etiologii plicnej sarkoidozy (5).

K expresii TREM-2 dochadza az po vstupe bunky do tkaniva. Tento receptor viaZze Siroké spektrum
baktérii a niektoré plesne, a tiez spusta ich fagocytozu. Molekula TREM-2 mé pravdepodobne tiez
kl'aicovu ulohu pri pri fuzii makrofagov (6). Fuzia makrofagov a tvorba granulomov je pri sarkoiddze
typickd — je teda pravdepodobné, ze TREM-2 moéze mat doéleziti ulohu v imunopatogenéze
sarkoidozy.

Na zaklade tychto faktov sme formulovali hypotézu zvysSenych expresii TREM-1 aTREM-2
u pacientov s pl'ucnou sarkoidozou. Ciel'om nasej prace bolo stanovit’ expresie TREM-1 a TREM-2 na
bunkach v bronchoalveolarnej tekutine (BAT). Doteraz nebola publikovana $tudia zamerana na
zistovanie Ucasti tychto receptorov v imunopatogenéze plucnej sarkoidozy.

Stbor pacientov a metodika

Do suboru sme zaradili pacientov, ktorym bolo z diagnostickych dévodov indikované vysetrenie BAT.
Vysetrenie bolo realizované na bronchoskopickej ambulancii Kliniky pneumologie a ftizeologie LF
UK v Bratisave.

10 — 20 ml BAT sme pouzili na zistenie expresic TREM-1 a TREM-2 na povrchu myeloidnych
buniek. Bunky BAT boli inkubované so znacenymi anti-TREM-1 aanti-TREM-2 monoklonalnymi
protilatkami (R&D Systems, Minneapolis, USA). Bunky boli analyzované prietokovym cytometrom
NAVIOS a hodnotené softwarom CXP (Beckman Coulter, Inc, USA). Zistovali sme absolutne
hodnoty, percentualne zastipenie a stredni fluorescencnt intenzitu (SFI) (prepocitanti na 10 000
buniek) TREM-1 a TREM-2 pozitivnych myeloidnych buniek.

Do stadie bolo zaradenych 26 pacientov s plucnou sarkoidézou (PS: n=26). Diagnoza sarkoidozy
bola stanovena na zaklade odporac¢ani: American Thoracic Society/European Respiratory Society.
Joint Statement of the and the World Association of Sarcoidosis and Other Granulomatous Disorders
(WASOG): typicky klinicky aradiologicky nalez spojeny s histologickym potvrdenim
nekazifikujiceho granulomu a/alebo zvySeny pomer CD4/CD8 (>3,5) v BAT (7). Iné priéiny
granulomatozneho zapalu sme vylucili. Na zaklade radiologického nalezu bolo 9 pacientov v stadiu
| a13 pacientov v stadiu 1, 4 pacienti v stadiu III a Ziadny pacient v $tadiu V.
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Ako kontrolnu skupinu (KS) sme zvolili pacientov Sinymi intersticialnymi pl'icnymi procesmi (IPP:
n=27) (tab.¢.1). Porovnanie plicnej sarkoidézy s inymi IPP je zaujimavé z hl'adiska diferencialnej
diagnostiky.

Tabul’ka 1: Charakteristika siboru

Zistovanie N= | % Priemern |RTG §t | Lymfocytarna | ZvySenie DLCO

koncentracii muzov |y vek I/ (% | alveolitida CD4/CD8 | (priemer =+

STREM-1 pacientov) | >20% (%|>35 (% | SO)
pacientov pacientov)

KS (IPP) 27 593 [596 | 6.25% 0% 26,7142

Legenda: PS — pl'icna sarkoiddza, KS — kontrolna skupina (pacienti s inymi IPP), N — pocet 0sob,
RTG S$t./IVIIT — percento pacientov sSPS v 1. $tadiu/percento pacientov SPS v II. §tadiu/percento
pacientov sPS v III. stadiu podla RTG nalezu, CD4/CD8 — pomer pomocnych a cytotoxickych T
lymfocytov, DLCO difiizna kapacita oxidu dusnatého vyjadrena ako percento nalezitej hodnoty, SO —
Standardna odchylka.

Statistické metody

Ziskané tdaje sme najskor analyzovali testami, ktoré zistuju, ¢i rozlozenie dat je alebo nie je
parametrické. Skupiny dat s parametrickym rozlozenim sme analyzovali neparovym T-testom. Na
Statisticki analyzu dat s neparametrickym rozlozenim sme pouzili Mann-Whitneyho U- test. Na
Zistenie senzitivity, Specificity sme pouzili Fisherov test.

Vysledky
TREM-1 expresie su zvySené u pacientov s plucnou sarkoidozou.

Zistili sme signifikantne zvySené absolutne hodnoty (median: 23,81 buniek/ul, range:6,89-150,63),
percentualne zastGipenie (median: 41,3%, range: 13,3-67,9) aSFI (median: 5,43, range:1,38-12,5)
TREM-1 pozitivnych buniek v BAT u pacientov splucnou sarkoidézou v porovnani s kontrolnou
skupinou pacientov (absolitne hodnoty: median: 13,5 buniek/ul, range: 1,05-123,95, p=0,0039;
percentualne zastiipenie: median: 15,7%, range: 1,2-64,7, p=0,0002 a SFI: median: 1,96, range: 0,48-
8,26, p=0,0005) (tab.¢.2).

TREM-2 expresie su zvysené u pacientov s plicnou sarkoidozou.

Zistili sme signifikantne zvySené absolatne hodnoty (median: 32,81 buniek/pl, range: 9,42-81,25),
percentualne zastipenie (median: 34%, range: 11,3-82,3) aSFl (median: 6,85, range: 1,92-62,68)
TREM-2 pozitivnych buniek v BAT u pacientov splucnou sarkoiddézou V porovnani s kontrolnou
skupinou pacientov (absolutne hodnoty: median: 7,76 buniek/ul range: 0,28-53,57, p<0,0001;
percentualne zastipenie: median: 9,6%, range: 0,3-31,2, p<0,0001 a SFI: median: 2,77, range: 0,66-
13,92, p=0,0011) (tab.c.2).
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Tabul'ka 2: Porovnanie absolitneho poctu, percentudlneho zastipenia a SFI TREM-1 aTREM-2

pozitivnych buniek u pacientov s pl'acnou sarkoid6zou a kontrolhou skupinou.

PS KS(IPP) P=
Abs Priemer: 49,99 + 47,26 Priemer: 19,86 + 26,67 0,0039
TREM-1 Median; 23,81 Median: 13,50

Rozpitie: 6,89— 150,63 | Rozpitie: 1,05— 23,95
% Priemer: 40,99 + 16,25 Priemer: 20,38 + 18,48 0,0002
TREM-1 Median: 41,30 Median: 15,70

Rozpitie: 13,30-67,90 Rozpitie: 1,20 — 64,70
SHI Priemer: 6,04 = 3,36 Priemer: 2,71 £ 2,22 0,0005
TREM-1 Median: 5,43 Median: 1,96

Rozpitie: 1,38 — 12,50 Rozpitie: 0,48 — 8,26
Abs Priemer: 35,05 + 22,44 Priemer: 11,14 + 11,79 <0,0001
TREM-2 Median: 32,81 Median: 7,76

Rozpitie: 9,42 — 81,25 Rozpitie: 0,28 — 53,57
% Priemer: 36,35 + 16,74 Priemer: 10,18 + 7,43 <0,0001
TREM-2 Median: 34 Median: 9,60

Rozpitie: 11,30 — 82,30 | Rozpitie: 0,30 — 31,20
SHI Priemer: 13,66 = 16,25 | Priemer: 3,64 + 3,27 0,0011
TREM-2 Median: 6,85 Median: 2,77

Rozpitie: 1,92 — 62,68 Rozpitie: 0,66 — 13,92

Legenda: PS — pacienti sdiagnézou plicnej sarkoidozy, KS — kontrolna skupina (pacienti s inymi
IPP), Abs— absolutne hodnoty, % - percentualne zastiipenie, SFI — stredna fluorescen¢na intenzita.

Senzitivita a specificita

Na zaklade nameranych hodno6t sme urcili hladinu (cut off) pre absolutny pocet >20buniek /ul, pre
percentudlne =zastipenie buniek >20% TREM-1 a TREM-2 pozitivnych buniek a stredna
fluorescencnu intenzitu >3 a hodnoty vysSie ako definovany cut off sme oznacili ako pozitivny
vysledok, hodnoty nizSie ako definovany cut off sme oznacili ako negativny vysledok testu.

Pre pltcnu sarkoidézu sme zistili tieto hodnoty senzitivity a Specificity TREM-1 testu: ZvySenie
absolutnych hodnét TREM-1 pozitivnych buniek: senzitivita 78,95%, Specificita 62,07%;
percentualneho zastapenia senzitivita 87,50%, Specificita 56,25%; SFI: senzitivita 94,44%, $pecificita
73,08%.

Hodnoty senzitivity a Specificity TREM-2 testu: Absolutne hodnoty: senzitivita 77,78%, Specificita
72,41%; percentualne zastipenie: senzitivita 84,62%, Specificita 84,85%; SFI: senzitivita 77,78%,
Specificita 65,38%.

Vzhladom na skutocnost, ze pre sarkoiddzu je typické zvysSenie oboch receptorov testovali sme
senzitivitu a Specificitu pri siCasnom zvyseni oboch receptorov u jedného pacienta: (pozitivita TREM-
1 a TREM-2): Absolitna hodnota: senzitivita 68,42%, Specificita 79,31%. Percentualne zastupenie:
senzitivita 72,00%, Specificita 90,91%. SFI: senzitivita 72,22%, Specificita 92,59% (graf).

CD4/CDS8 index patri k bezne pouzivanym markerom v diagnostike sarkoidozy. Tento marker ma
vysoku $pecificitu: pomer nad 3,5 ma S$pecificitu od 94 do 96% ale relativne nizku senzitivitu: od 52
do 59% (8).

Zistovali sme Specificitu a senzitivitu CD4/CD8 indexu u naSho stboru pacientov. Zistili sme
senzitivitu 72,97 %, $pecificitu 91,67 % (graf).
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Zvysenie Specificity a senzitivity je mozné dosiahnut’ kombinaciou tychto testov.

Vyrazné zvysenie senzitivity a mierne zvySenie Specificity dosiahneme spojenim tychto Styroch testov.
91,3% pacientov so sarkoidozou ma zvysené dva a viac z nasledovnych Styroch sledovanych testov:

1. Test: CD4'/CD8"

2. Test: absoltitne hodnoty TREM-1+TREM-2

3. Test: percentualne zastipenie TREM-1+TREM-2
4. Test: SFI TREM-1+TREM-2

A len 6,90% pacientov s inou IPP ma zvySené 2 zo Styroch testov. Senzitivita tohto testu je 91,3%,
Specificita 93,10% (graf).

Graf. Porovnanie senzitivity aspecificity 4 testov (CD4/CD8, absolitne hodnoty TREM-1+TREM-2,
percentualne zastupenie TREM-1+TREM-2, SFl TREM-1+TREM-2) a zohl'adnenie viacerych testov
stiéasne (pozitivita >2 testoch).

Specificita

100 —9167 909 9259 91393t —
90 ' .
80 2;
70 —
60 —
50 —
40 +——
30 ——
20
10 —

CD4/CD8 absTREM  %TREM  SFITREM >2testy+

CD4/CD8 —pomer CD4/CD8 (test 1), absTREM —absoltutne hodnoty TREM-1 a TREM-2 pozitivnych
buniek (test 2), %TREM —percentualne zastipenie TREM-1 a TREM-2 pozitivnych buniek (test 3),
SFI TREM-1 aTREM-2 pozitivnych buniek (test 4), > 2 testy + — pozitivita minimalne dvoch
predchadzajicich testov.

Diskusia

Intersticialne pl'icne procesy (IPP) zahinaji heterogénnu skupinou chordb s doteraz nie celkom jasnou
etioldgiou, patogenézou a obmedzenymi moznost’ami ich lie¢by. K tejto skupine choréb zarad'ujeme
aj sarkoidozu. Tato choroba ma v porovnani s ostatnymi IPP svoje Specifikd. Sprevadza ju vyrazna
lymfadenopatia, lymfocytarna alveolitida Sdominanciou T pomocnych lymfocytov (na rozdiel od
inych IPP), ¢o naznacuje aktivaciu makrofagov spojent s intenzivnou prezenticiou antigénu. Dal$im
typickym priznakom je tvorbanekazeifikujucich granulémov. Antigén zodpovedny za takato imunitnt
odpoved’ pri sarkoid6ze vSak doteraz nie je znamy.

Expresa TREM-1 receptora sa zvySuje na povrchu myeloidnych buniek v pritomnosti
extracelularnych mikroorganizmov. Podla Tercelj aspol. st moznym etiologickym agens plesne,
patriace medzi extracelularne mikroorganizmy (5). V imunitnej odpovedi na plesiové
mikroorganizmy sa uplatiiuje 8§ TREM-1 receptor (3, 4). TREM-2 receptor sa zicastiuje pri tvorbe
granuldmov (6). Na zéklade tychto skutocnosti sme formulovali hypotézu zvysenych expresii TREM-
1 aTREM-2 na povrchu myeloidnych buniek. V nasej praci sme zistili zvySené absolutne hodnoty,
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percentualne zastiipenie & SFI TREM-1 @ TREM-2 pozitivnych buniek v BAT u pacientov s pl'icnou
sarkoiddzou v porovnani s kontrolnou skupinou pacientov sinymi IPP a potvrdili tak Géast’ tychto
receptorov v imunopatogenéze plticnej sarkoidézy. Testovanim Specificity a senzitivity sme zistili
najlepsie vysledky testovanim oboch receptorov. Spojenim viacerych testov je mozné dosiahnut
zvySenie Specificity aj senzitivity. V nasej praci sme testovali sucasné zvySenie oboch receptorov
aCD4'/CD8" indexu. Su¢asnym testovanim tychto troch premennych (zvysenie CD4*/CD8", TREM-
1, TREM-2) sme dosiahli relativne vysoki senzitivitu 91,3% aj Specificitu 93,10 % . Zistovanie
TREM-1 a TREM-2 receptorov sa javi ako potencidlny diferencidlno-diagnosticky marker, ktorym je
mozné odlisit’ plicnu sarkoidézu od inych IPP.

Zaver

TREM-1 g TREM-2 receptor sa uplatiuji v imunopatogenéze plucnej sarkoidozy a ich sledovanie
v BAT je mozné vyuzit' v diferencialnej diagnostike tejto choroby.
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Uvod

Na Slovensku kazdy rok ochorie na rakovinu viac ako 20 000 ludi. Aj napriek usiliu lekéarov
nepriaznivy trend vo vyskyte naddorovych ochoreni u nés pretrvava. V sucasnosti Statisticka krivka
umrtnosti na zhubné nadory stupa, avSak podstatne menej ako krivka vyskytu nadorov. To znamena,
ze kazdoro¢ne narasta percento vylieCenych pacientov.

Dnes sa bezne a rutinne pouziva na vyhl'adavanie novych potencidlnych cytostatik primarny skrining
in vitro, pri ktorom sa roznymi metéodami sleduje citlivost’ nadorovych buniek rastucich in vitro na
cytotoxické latky. Vlastnosti potencialnej protinadorovej zluCeniny su charakterizované réznymi
parametrami, medzi ktoré patri antiprolifera¢na aktivita, zmeny v obsahu bunkovych proteinov, zmeny
bunkového cyklu, indukcia apoptozy, atd’. Sledovanim tychto parametrov stiéasne sledujeme g
mechanizmus ucinku cytotoxicky uc¢innej latky.

Primérny biochemicky skrining je prvym krokom na urcenie vztahu medzi chemickou Struktirou
acytotoxickou ucinnost’ou. Skrining umoziuje hodnotenie vel’kého poctu chemicky pribuznych, resp.
rozli¢nych latok, rychle vyrad’uje neucinné latky, odhal'uje latky s najvécSou ucinnostou a zaroven
umoznuje S§tidium mechanizmu G¢inku cytotoxicky ucinnej latky.

Cielom nase prace bolo zistit mechanizmus uclinku mednatého komplexu so zndmymi
antibakteridlnymi, antivirAlnymi, protizapalovymi a antioxidacnymi vlastnostami na [ludskej
nadorovej linii hrubého ¢reva HT-29.

Material a metédy
Testovany med’'naty komplex

Mednaty komplex ZK1 — monohydrat diakva-(N-salicylidén-L-glutamato) med’naty komplex -
[Cu(N-sal-L-glu)(H20),].H,0 bol syntetizovany podla (1-5). Na zaklade primarneho skriningu sme
vybrali na d’al$ie testovanie koncentracie 0,001; 0,01; 0,1; 1; 10; 50 a 100 umol/L. Ako kontrolu sme
pouzili bunky, ktoré neboli ovplyvnené komplexom. Komplex bol rozpustny v destilovanej vode.

Pouzité bunkové modely
Ludska nadorova linia hrubého ¢reva HT-29

Bunky HT-29 st izolované z primarneho nadoru 44 ro¢nej Zeny. Rastu prichytené na dne kultivaénej

nadoby, kde postupne vytvaraji jednovrstvu. Bunky sa kultivuji pri 37 °C vo zvlhcenej atmosfére
s obsahom 5% CO,. Bunkové inokulum je 1x10° buniek na 1 ml. Na kultiviciu bunkovej linie HT-29
sme pouzili médium DMEM obohatené fetalnym sérom (10%) a antibiotikami penicilinom a
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streptomycinom (10 pg/ml). Bunky boli ziskané z American Type Culture Collection (ATCC),
Rockville, MD, USA.

Sledovanie cytotoxického a genotoxického ucinku mednatého komplexu ZK1 na bunkovej linii HT-29

Cytotoxicky 0¢inok mednatého kompexu ZK1 sme sledovali na I'udskej nadorovej bunkovej linii
hrubého c¢reva HT-29. K vyrastenej kultire buniek sme pridali testovany komplex vo vyslednej
koncentracii 0,001 — 100 umol/L. Kontrolné bunky neboli ovplyvnené mednatym komplexom. V
roznych Casovych intervaloch (24, 48, 72 hod) sme urcili bunkovy rast priamym pocitanim buniek
v Biirkerovej komoérke a viabilitu buniek farbenim 0,4 % trypanovou modrou. Vypocitali sme
relativnu inhibiciu rastu bunkovej proliferacie a degenerécie bunkovej populacie. Z grafickej zavislosti
percenta rastu buniek od koncentracie derivatu sme urcili hodnotu ICsy alCygo vV umol/L.

Sledovanie indukcie apoptozy na bunkovej linii HT-29

Kontrolné bunky a bunky ovplyvnené med'natym komplexom (1 x 10°) sme zlyzovali a DNA buniek
elektroforeticky rozdelili v 2 % agar6zovom géle s pridanim etidium bromidu. Separované apoptotické
DNA fragmenty (DNA rebriky) boli vizualizované s pouzitim UV transiluminatora. Ako pozitivhu

kontrolu sme pouzili cisplatinu (6 umol/L), ktora podl'a literarnych tdajov indukuje apoptdzu buniek
L1210.

Fluorescencna mikroskopia

Ku kontrolnym a latkou ovplyvnenym bunkam (1x10°buniek/1 ml) sme pridali fluorescenéné farbivo
Hoechst 33258 (1 pg/ml) a15 pl propidium jodidu (50 pg/ml). Bunky boli kultivované 30 min., pri
37°C a sledované na podloznom sklicku pod fluorescenénym mikroskopom.

Aktivita kaspazy 3

Aktivita kaspazy 3 bola sledovana kolorimetricky pomocou zakupeného kitu CaspACE™ Assay
System, Colorimetric.

Aktivita kaspdazy 8 a 9

Aktivita kaspazy 8 a kaspazy 9 bola sledovana luminometricky pomocou zaktpenych kitov Caspase-
Glo™ 8 aCaspase-Glo™ 9 Assay.

Jednobunkova gélova elektroforéza

Pripravené bunky, ovplyvnené resp. neovplyvnené latkou sme centrifugovali 5 min. pri 200xg.
Sediment bol rozsuspendovany V prisluSnom objeme 0,75 % LMP agardzy a naneseny Spoctom
buniek 2 — 2,5 x 10* buniek na skli¢ko, ktoré bolo predtym zdrsnené 1% roztokom NMP agar6zy. Po
60 min.lyze boli sklicka odvijané 40 min. v elektroforetickom tlmivom roztoku a samotna
elektroforéza prebiehala 30 min. pri 300 mA a 25 V. Po skonceni elektroforézy sa sklicka
neutralizovali, vizualizovali fluorescenénym farbivom DAPI aur¢ili sa triedy poskodenia (6).
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Vysledky
Sledovanie cytotoxického ucinku mednatého komplexu ZK1 na bunkovej linii HT-29

V rdmci Studia cytotoxického u¢inku med’natého komplexu ZK1 na l'udskt nadorova bunkovu liniu
HT-29 sme zistili, ze med’naty komplex ZK1 mal cytotoxicky ti¢inok po 48h posobenia resp. sposobil
degeneraciu Casti bunkovej pri dvoch najvyssich pouzitych koncentraciach (50 a 100 pmol/L).

Sedovanie indukcie apoptozy na bunkovej linii HT-29

Agarézovou gélovou elektroforézou sme Studovali schopnost’ derivatu ZK1 indukovat’ apoptoticka
resp. nekroticki bunkova smrt’. Zistili sme, ze ZK1 indukoval internukleozomalne Stiepenie DNA
(tvorbu apoptotického ,,DNA rebrika“) po48 a72hv

pouzitych koncentraciach (1, 10, 50 a 100 umol/L), ¢o sme potvrdili aj flurescenénym farbenim.

Aktivita kaspazy 8, 9 a 3

Na zaklade ziskanych vysledkov zo Stadia spdsobu bunkovej smrti, sme v d’alSej Casti prace Studovali
molekulovy mechanizmus apoptoézy indukovanej med’natym komplexom ZK1 koncentraciami 1-100
pmol/L. Zistili sme neaktivnu kaspazu 8 a aktivnu kaspazu 9 (Obr. 1) a kaspazu 3 (Obr. 2).
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Obr.1: Utinok mednatého komplexu ZK1 na aktivitu kaspazy 9 buniek HT-29 vyjadrent
V relativnych luminiscenénych jednotkach (RLU). K- kontrola (bunky HT-29 neovplyvnené
komplexom), PK - pozitivna kontrola (bunky L1210 ovplyvnené 6 umol/L cisPt); Koncentracie st
uvedené v umol/L.
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Kaspaza 3
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Obr.2: Aktivita kaspazy 3 vyjadrena ako Specificka aktivita (pmol pNA uvolnené¢ho za hodinu/ug
proteinov). Pk - pozitivna kontrola (bunky L1210 ovplyvnené 6 umol/L cisPt). Koncentracie st
uvedené v umol/L.

Jednobunkova gélova elektroforéza

Tvorbu DNA poskodeni indukovanych komplexom ZK1 sme studovali jednobunkovou gélovou
elektroforézou (SCGE). Vysledky s znazornené na obr. 3. Ako vidiet’ z obr. 3 hladina DNA zlomov
(pufor) ahladina celkového poskodenia DNA (tvorba DNA zlomov + oxida¢ne poskodenych purinov)
(Fpg enzym) priamoumerne vzrastala so stipajucou koncentraciou ZK1.
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Obr.3: Fluorescencna analyza DNA poskodeni priamych DNA zlomov (pufor) a celkového
poskodenia DNA (tvorba DNA zlomov + oxidovanych purinov) (Fpg enzym) buniek HT-29
ovplyvnenych koncentraciami komplexu uvedenymi v grafe. DNA poskodenia sme merali kométovou
metdodou (6).

Diskusa

V ramci $tadia cytotoxického ucinku med’natého komplexu ZK1 na ludskt nadorova liniu hrubého
¢reva sme zistili jeho vyrazny cytotoxicky efekt v 48h podsobenia pri dvoch najvyssich pouzitych
koncentraciach (50 a 100 umol/L). Inhibi¢na koncentracia ICsy klesala s ¢asom posobenia a pouzitou
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koncentraciou (ICsq pre 24h bola 42, pre 48h 21 apre 72h 0,007 umol/L). Podobné vysledky
publikovali g Shrivastav et all. (2006). Studovali cytotoxicky efekt med’natého komplexu N'-[(2-
hydroxy fenyl) carbonotioyl] pyridine-2-carbohydrazin na 'udskt nadorova liniu hrubého éreva HT-
29 azistili hodnotu I1Csy 12.20 umol/L po 48h pdsobenia (7), ¢o koreluje s naSimi vysledkami.

Pri stadiu sposobu bunkovej smrti gélovou elektroforézou sme identifikovali apoptotick bunkovu
smrt’ v 48 a72h pdsobenia ZK1 v koncentraénom rozsahu 1-100 umol/L. Shrivastav et al. (2006)
taktiez indukovali apoptézu mednatym komplexom na nddorovej linii HT-29, ktoru dokazali
internukleozomalnym Stiepenim (7).

V d’alsej Casti prace sme sa zaoberali molekulovym mechanizmom apoptdzy. Z literatury je zname, ze
apoptoza mbze prebichat’ vonkajSou drdhou (cez smrtiace receptory), kedy je aktivovana kaspéaza 8
avnutornou (mitochondrialnou) drahou, kedy je aktivovana kaspaza 9 a v obidvoch pripadoch kaspaza
3. Zistili sme, Ze med’naty komplex ZK1 indukoval zvysenie aktivity kaspazy 9 (Obr.1). Bunky boli
ovplyvnené komplexom ZK1 24h koncentraciami v rozsahu 1-100 umol/L. Na druhg strane sme
nepozorovali zvySenie aktivity kaspdzy 8. Po 36h ovplyvneni buniek komplexom ZK 1 koncentraciami
v rovnakom rozsahu, sme pozorovali ¢asovo zavislé zvySenie aktivity kaspazy 3 do 4h, potom aktivita
klesala (obr. 2). Z tychto vysledkov vyplyva, Ze med’naty komplex ZK1 v koncentraénom rozsahu 1-
100 pmol/L sposobil apoptoticki smrt’” buniek HT-29, ktora bola indukovana vnutornou
(mitochondrialnou) dréhou cez aktivitu kaspazy 3 a 9. Je zname, Zze mednaté komplexy aktivuju
kaspazu 9 aj v inych bunkovych liniach, ako napriklad MDA-MB-231 (I'udska nadorova linia prsnika),
kde bola pozorovana zvysena aktivita kaspazy 3 a 9 (8).

Stadiom genotoxického u¢inku med’natého komplexu ZK1 po 24h posobeni na bunkovi liniu HT-29
v koncentracnom rozsahu 0,001-100 pmol/L sme pozorovali zvySenie hladiny priamych zlomov DNA
acelkové poskodenie DNA (tvorba DNA zlomov + oxida¢ne poskodenych purinov) oproti
kontrolnym bunkdm (bunky neovplyvnené komplexom ZK1), ktoré¢ stiipalo s pouzitou koncentraciou.
Toto zvysenie vSak nebolo signifikantné.

Presnou identifikaciou spdsobu smrti a konkrétnych proteinov, ktoré st zapojené do tejto drahy, je
mozné ndjst’ spdsob, ako efektivnejSie iniciovat bunkova smrt’ v nddorovych bunkach a blokovat
Vv zdravych bunkach. Pochopenie mechanizmu bunkovej smrti umozni objasnit’ a eliminovat’ defekty,
ktoré vedu k zavaznym patologickym stavom
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Uvod:

Génova terapia je metdda vyuzivajuca zmenu genému bunky v prospech zvySenia odpovede na
terapiu. Na zvySenie citlivosti nadorovych buniek sa vyuzivaju tzv. ,samovrazedné gény*, kodujuce
enzym aktivujuci poddvané predliecivo a jeho premenu na toxické lieCivo. Pri tomto type terapie je
prinosom aj tzv. ,,bystander efekt, kedy lieCivo difunduje a poskodzuje aj okolité nadorové bunky bez
vnesené¢ho génu pre potrebny enzym (1). Tento typ génovej terapie je vyuzivany pri experimentalnej
lie¢be gastrointestinalnych nadorov, nadorov prsnika a tiez nadorov hlavy akrku (2).

Medularny karcindém §titnej zl'azy (MTC) predstavuje maligny nador pochadzajuci z parafolikularnych
buniek. V pripade neskorej diagnostiky sa stretdvame s metastazami v lymfatickych uzlinach krku,
pripadne vzdialenymi metastazami (3). Tieto, lokalizované najmé v pecCeni, kostiach a pl'icach, st
hlavnou pri¢inou tmrtia v savislosti s MTC, ¢asto su viacpocetné avoci radio- achemoterapii
rezistentné (4).

Cielom prace bolo overit' ucinnost’ ,bystander” efektu terapie, kombinacie fuznej kvasinkovej
cytozindeaminazy (yCD) s 5- fluorocytozinom (5FC), na nadorové bunky medularneho karcindmu
Stitnej zlazy ako perspektivneho terapeutického postupu pri liecbe metastatického medularneho
karcinomu §titnej zI'azy. Uéinnost’ lokalneho ,,bystander” efektu sme testovali na modeli I'udskych
nadorovych xenotransplantatov odvodenych z modelovej bunkovej linie TT na imunodeficientnych
mysiach in vivo.

Metodika:

V praci bol pouzity retrovirusovy konstrukt pST2 obsahujici spojenie kvasinkovej cytozindeaminazy
suracil fosforibozyltransferazou (yCD), sprostredkujuci ,,suicide efekt liecby v nadorovych bunkach,
apAPGFP s génom pre zosilneny zeleny fluorescen¢ny protein (EGFP), oznacujuci bunky, ktoré by
mali podl'ahnat’ tzv. ,bystander efektu terapie. Oba konstrukty boli transfekované do nadorovych
buniek TT linie, nesucich muticiu Cys634Trp v RET onkogéne. Na inokuldciu sme pouzili
terapeutické bunky yCD-TT zmie$ané s cielovymi EGFP-TT v pomere 2:9. Bunky (5x10° boli
subkutanne inokulované v ECM komponente do 6 tyzdiovych samiCiek mysi nu/nu. Ked
xenotransplantaty dosiahli objem cca 100mm?, tieto boli rozdelené na skupinu nelietenych a liegenych
po 4 zvierata. SFC bol zvieratim v skupine liecenych podavany v davke 500mg/kg/denn po dobu 14
dni. Zvierata boli usmrtené po presiahnuti objemu 1cm® v nelietenej skupine.

Nadory boli vyexcidované, zafixované v pufrovanom formaldehyde a zaliate v parafine. Po narezani
na Sum hrubé rezy boli tkaniva pouzité na imunohistochemickl analyzu expresie markerov EGFP na
zistenie pritomnosti nadorovych buniek po liecbe, Ki67 a PCNA na overenie ich proliferacnej aktivity.
Pouzité boli polyklonova krali¢ia protilatka proti EGFP (Abcam, Cambridge, UK) a monoklonové
mySacie protilatky proti Ki67 a PCNA (Dako, Dansko). Na vizualizaciu bol pouzity univerzalny
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peroxidazovy polymér Histofine s diaminobenzidinom (Dako, Dansko), ako substratom pre farebnu
reakciu. Tkaniva boli hodnotené semikvantitativne vo svetelnom mikroskope hodnotiac pritomnost?/
nepritomnost’ jadrovej pozitivity na vySetrované markery.

Vysledky:

V nelieCenych, kontrolnych nadoroch pozorujeme EGFP pozitivne aj negativne bunky, ktoré vykazuju
pozitivitu aj na proliferacné markery Ki67 a PCNA (obr.1). V nadoroch po liecbe pozorujeme zhluky
nadorovych buniek EGFP pozitivnych aj negativnych. Tieto vykazuju difuznu pozitivitu na PCNA
marker, avSak pozitivita na Ki67 je iba v ojedinelych bunkach (obr. 2).

P b .. = 5" SO Ki67 '“ ) :, PCNA

Obrazok 1: Neheceny medularny karcmom stltnej zl'azy, _]adrova poz1t1v1ta/ negat1v1ta na EGF P, Znazornu]uca
pritomnost’ dvoch populacii buniek (TTpST2/yCD a parentalne TT/EGFP), tiez na markery Ki67 a PCNA,
20x zvicSenie, DAB (hneda farba)

Obrazok 2: Medularﬂy karcmom stltnej zl’azy po liecbe yCD/SFC prltomna Jadrova p021t1V1ta/ negaIIVIta na
EGFP (oznagené skupiny buniek), difizna jadrova pozitivita na PCNA, naproti ojedinelej pozitivite na Ki67
(oznacené Sipkou) , 40x zviacsenie, DAB (hneda farba)

Diskusa:

Medularny karcinom §titnej zl'azy (MTC) je maligny nador, pomerne rychlo sa $iriaci do lymfatickych
uzlin krku, pripadne vytvara vzdialené metastdzy v plticach, kostiach a peceni. Pri metastazujucom
karcindme sa vel'mi Casto stretdvame s rezistenciou voc¢i dostupnym lieCcebnym metdédam, radio-
achemoterapii (4). MTC sa moze vyskytovat’ samostatne, oznacovany ako sporadicky typ, kedy rastie
pomaly. Zavaznym je najmd z dévodu pritomnosti metastaz v lymfatickych uzlinach krku az u 50%
pacientov v ¢ase diagnozy a priblizne 10- 20% pacientov ma v tomto ¢ase uz vyvinuté aj vzdialené
metastazy, ktoré su Casto inoperabilné vdaka ich lokalizacii (7). V dedi¢nej forme moze ist
0 familiarny MTC (FMTC) alebo MTC ako stcast’ syndromu mnohopocetnej endokrinnej neoplazie
typu 2 (MEN2). Ako sucast MEN2 syndromu rastie pomerne rychlo. Za vznik dedi¢nej formy je
zodpovedna zarodo¢nd, autozomalne- dominantnd, gain-of-function mutacia v RET onkogéne. Za
velmi Castll je povazovana najmd mutacia Cys634Trp, ktora vedie ku substitlicii aminokyselin na
kodone 634, pozorovana najma u pacientov s MEN2A aFMTC (7). Tato mutaciu nesie aj TT bunkova
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linia, vyuzivana na modelovanie rastu medularneho karcindmu Stitnej zlazy v experimentalnych
zvieratach a bola pouzita aj v nami pouzitom zvieracom modeli.

Vo viacerych pripadoch agresivnych malignych nadorov sa tispesnou metédou ukazuje génova terapia
ato nielen jej tzv. ,suicide” efekt, ale najmd dokazany ,,bystander efekt, ovplyviujuci nadorové
bunky bez transfekovaného génu pre enzym, spdsobujici premenu netoxického predlieiva na
chemoterapeutikum. (5) V praxi st zauzivané kombinacie viacerych rbéznych typov predlieCiv a
enzymov. Jednym ztakychto je aj kombinicia enzymu kvasinkovej cytozindeaminazy (yCD)
sprostredkivajucej premenu 5- fluorocytozinu (SFC) na cytotoxicky 5- fluorouracil (5FU), anasledne
na jeho metabolity, ktoré spdsobuji usmrcovanie nadorovych buniek aj vyuzitim ,,bystander* efektu.
Ten je dosiahnuty vd’aka vysokej schopnosti difizneho prechodu 5FU ajeho metabolitov medzi
bunkami, nezavisle od medzibunkovych spojeni. (5) Transgén yCD koduje enzym obsahujici uracil
fosforibozyltransferazovi doménu, ktora ucinne premienia SFU na SFU monofosfat. Tento je schopny
zaclenit’ sa do tvoriaceho sa retazca nukleovej kyseliny a sprostredkavat’ zablokovanie drah syntézy
nukleotidov atym blokuje syntézu DNA aj RNA (6). V predoslej praci sme potvrdili, ze na 90%
inhibiciu proliferacie cielovych buniek postacuje 10% terapeutickych buniek (6).

V naSej praci sme na vyvolanie rastu MTC pouzili kombinaciu parentalnych TT buniek znacenych
EGFP na odlisenie od TTpST2 buniek s transfekovanym génom pre yCD, tzv. cielovych buniek,
schopnych konvertovat’ predlie¢ivo SFC na chemoterapeutikum 5FU. Na ziklade nasich vysledkov,
kedy sme vlieGenych nadoroch pozorovali pritomné skupiny buniek EGFP pozitivnych aj
negativnych, sme pristapili k zhodnoteniu ich proliferacnej aktivity vySetrenim pritomnosti expresie
markerov Ki67 aPCNA. Vysoky pocet PCNA pozitivnych buniek mozno interpretovat’ ako zastavenie
nadorovych buniek v Sfaze bunkového cyklu, kedy je expresia tohto markera zvySena. Délezita
informaciu nam déava vel'mi nizky pocet Ki67 pozitivnych buniek, ¢o znamenia uz spominané
zastavenie bunkového delenia atieto bunky by sme mohli oznacit’ ako neaktivne. Kedze vicsina
nadorovych buniek je negativnych, zahfiiajuc bunky zo skupiny liecenych (schopnych konverzie SFC
ucinkom transfekovaného génu pre yCD), ale i nelieCenych (bez priameho uU¢inku 5FU), vysledky
naSej prace hovoria, Ze napriek uniku tychto buniek ,,bystander” efektu, s tieto nedeliace sa,
neschopné vyvolat’” d’al§i rast a Sirenie nadoru. Naznacuju moznost dosiahnut’ tymto pristupom
nadorovia dormanciu u modelového MTC xenotransplantdtu aj v pripade, ak len 10% nadorovych
buniek exprimuje terapeuticky transgén.

Zda sa, ze pouzitie génovej terapie typu yCD/SFC ajej ,,bystander efektu by mohlo byt uspesne
vyuzivanym pri lieCbe metastatického meduldrneho karcindému Stitnej zZl'azy aj u humannych pacientov
S touto diagnozou.

Praca bola podporena grantovou illohou VEGA 2/008/11 a VEGA 2/0135/09, MZSR 2006-23-UK-02.
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I ntroduction

Neurofibromatosis type 1 (NF1; OMIM 162200), one of the most common autosomal dominant
genetic disorders (incidence 1. 3000) is mostly aprogressive disecase with variable clinica
manifestations, including neurological complications, such as central nervous system tumors. Optic
nerve gliomas (ONG) are present in about 15% (1) patients with NF1 and in general, they are the most
common low grade gliomas in childhood (2,3). They are mostly asymptomatic, only 5% develop
symptoms such asvisual impairment, or protrusion of the bulbus (4,5). We performed a study in
Slovak patientsin order to correlate clinical features of NF1 and genetic data. Our aim was to disclose
a genotype-phenotype correlation of optic nerve gliomain NF1 patients as a promising prognostic tool
for management of NF1 patients.

M aterialsand methods

In the present study, 164 patients with NF1 from the 2™ Department of Pediatrics in Children’s
University Hospital and adult patients from the Department of Clinical Genetics at National Cancer
Ingtitute in Bratislava underwent novel genetic testing and annual clinical review. Only patients
meeting diagnostic criteria for neurofibromatosis type 1 were selected for genetic testing (6). We
summarized the molecular and clinical datain order to find the correlation between mutation location
and presence of optic glioma. The diagnosis of optic nerve glioma was based on the MRI of the brain.
The classification of optic nerve gliomas was performed using newly proposed Modified Dodge
Classification (MDC) (7), in order to determine the severity of ONG.

We established a diagnostic method based on the analyses of the entire region of NF1in cooperation
with Faculty of Natural Sciences and National Cancer Institute. Two EDTA-blood samples were tested
from each patient. One was used for RNA extraction, second sample was used for DNA extraction and
confirmation of mutation found in cDNA (8). The entire coding region of the NF1 gene was PCR
amplified from total cDNA in 5 overlapping fragments of approximately 2kb (covering exons 1 — 12
A,10A - 21,19 A - 29, 28 - 38, 34 - 49). All fragments were analyzed first by gel electrophoresis, in
order to identify shortened or longer fragments indicating splicing mutations (9,10). These fragments
were subsequently sequenced using 18 specific sequencing primers and commercial sequencing kits
using ABI sequencers. All mutations identified at cDNA level were confirmed in genomic DNA (8,9).
In case that screening did not uncover any mutations, samples were analyzed using MLPA (multiple
ligation dependent probe amplification) with NF1 microdeletion MLPA kit P122 from MRC Holland
(112). In order to confirm, or exclude the presence of a microdeletion in the NF1 gene deletion, we
used an interphase FISH analysis employing BAC probes neighboring NF1 gene (RP-1002G3, RP5-
926B9) (6). Whole NF1 gene deletion was identified using MLPA kits PO81 and P082 from MRC-
Holland.
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Results

We identified causal mutationsin 51 Slovak patients with NF1. Patients were divided into two groups
1) with ONG (21 patients), 2) without ONG (30 patients).

All patients presented with café-au-lait spots. In the group with ONG patients, there was a
significantly higher incidence of following features compared to the group without ONG: freckling
(95% vs. 28,5%), brain hamartomas (71% vs. 23,3%) and neurofibromas (70% vs. 50%) and Lisch
nodules ( 30% vs. 20%).

A half of mutations in the group with ONG were located in the first 5’tertile (first 16 exons) of the
NF1 gene. There were 15 novel mutations identified. We found three simple splicing mutations,
single missense and single mutation causing premature stop codon. Five mutations were located in
RAS-domain, and four in cAMPK domain. The rest of mutations were positioned in other constitutive
exons. Three patients with the most severe form were found to have mutations in the exon 16 (in
CAMPK domain). The mutational spectrum and clinical manifestation in the group without ONG was
different. In the group without optic gliomas only 27% were distributed in the first 5’tertile of the NF1
gene. 22 mutations have not been previoudy described. In RAS-domain there were 3 mutations
identified, and 7 were found in CAMPK domain. The rest of mutations were positioned in other
constitutive exones.

Discussion

This is the first report combining genetic and wide spectrum of clinical data focusing on presence of
optic glioma in NF1 patients. Our data include information about the mutational spectrum in NF1
patients with and without ONG. Presented results show the clustering of mutations in the 5’ tertile of
NF1 gene in patients with optic nerve glioma and sugguest the incidence of more NF1-disease
features. To date in patients with neurofibromatosis type 1 only two genotype/phenotype correlations
have been reported. The first clinical correlation relates to NF1 patients with large genomic deletion
(12). Such patients present with a more severe disease status with more cutaneous neurofibromas then
expected for their age, dysmorphic features and learning disabilities and higher risk of MPNSTs (13,
14). The second relates to a correl ation between the presence of a 3bp (AAT) deletion in exon 170f the
NF1 gene and the complete absence of neurofibroma development and a milder NF1 phenotype (15).
Sharif and colleagues studied mutational status in 29 NF1 patients with optic nerve glioma and
focused at mutation distribution without the assessment of other clinical features of NF1. His work
sugguested clustering of mutations in the 5’tertile of the NF1 gene in patients (16). Our data strongly
support his findings and stress the predictive value of distribution of mutation in the this region to
development of ONG.

Conclusion

Our results may contribute to a better prognosis prediction of optic nerve glioma in NF1 patients and
hence improve the clinical management.
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28. Sudnolekarske aspekty padu/skoku z vysky vo
vztahu K pozitiu psychoaktivnych latok.
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5 Spoluautor: MUDr. Romap Kuruc
) Skolitel: doc. MUDr. Jozef Sidlo, CSc.
Ustav sudneho lekarstva LFUK, Bratislava

Uvod

Pad z vySky patri medzi mechanické poranenia prevazne tupého charakteru. lde o pohyb l'udského
tela, pricom zranujici predmet ostava nepohyblivy. Pohyb je priamociary, rovnomerne zrychleny a
potencialna energia tela sa premiena na energiu kineticku, ktora sa po naraze na podlozku v okamihu
spotrebuje a vedie tak ku vzniku poraneni (1).

Pady z vysky mozno na zaklade pri¢iny rozdelit’ do troch skupin: ndhodny pad, samovrazedny skok a
zhodenie, teda vrazdu. Nahodné pady zvySky su Casto nasledkom zanedbania bezpecnostnych
predpisov pracovnikmi vykonavajucimi prace vo vySkach. Rizikovym faktorom pri pracach vo
vySkach je konzumacia alkoholu a inych psychoaktivnych latok.

Samovrah v snahe 0 uistenie sa, ze jeho skok skon¢i smrtel'nymi a nezvratnymi zraneniami, vyhl'adava
vys$sie budovy, strmé zrazy skal, velké mosty ¢i priepasti. Idedlnym miestom sa pre neho stavaju
strechy budov a vyS$Sie poschodia (1). Tento spdsob je v porovnani s inymi typmi samovrazd pomerne
ojedinely, avSak preferovany ako metéda volby najmi u star$ich Pudi (2). Vo viéSine pripadov si
postihnuty otvori okno, av§ak nie je vynimkou ani skok cez sklenenti vypli zatvoreného okna (3).

Vrazda zhodenim z vySky nie je Casta a spravidla sa tazko dokazuje, najmé ak niet svedkov alebo na
tele obete nie si ziadne stopy predchadzajticeho zapasu (1). Pri pitve je potrebné patrat’ po znamkach
vitality poraneni, ¢i neslo o snahu zhodenim z vysky zastriet’ int pri¢inu smrti (4). Je vel'mi dolezité
okrem pitevného nalezu a vysledkov toxikologického vysetrenia brat’ do tivahy aj obhliadku miesta
nalezu mftveho tela aanamnestické tudaje o zdravotnom stave, psychiatrickych ochoreniach
asocialnom zazemi nebohej osoby.

Pozitie psychoaktivnych latok méze ovplyvnit’ spravanie sa ¢loveka po psychickej g fyzicke stranke.
Etanol poésobi na centralny nervovy systém (CNS) ako narkotikum. Mierne davky vyvolavaja
prijemné uvolnenie, stipanie sebavedomia, stratu zabran. Uroveii pozornosti a schopnosti stistredenia
sa klesa, zhorSuje sa koordinacia motoriky (5). Pozitie alkoholu v kombinacii s niektorymi
psychofarmakami, napriklad benzodiazepinmi, ma navzajom potencujuci tcinok.

Psychoaktivne lie¢iva su Castejsie zistené pri suicidalnych skokoch z vysky nez pri inych pokusoch
o samovrazdu. V mnohych pripadoch je pritomna anamnéza liecby psychiatrického ochorenia (6).
NajcastejSim nalezom su zvySené koncentracie benzodiazepinov a antidepresiv (3). Benzodiazepiny
posobia tlmivym ucinkom. Medzi ich psychické neziaduce u¢inky patri suicidium, medzi somatické
ataxia azavrat (7). Castym nilezom je aj pritomnost’ amfetaminov a metamfetaminov. Amfetaminy
maju naopak psychostimulacny efekt na CNS a mézu mat’ az halucinogénne Gcinky. Ich vysoké davky
mézu u uzivatela sposobit’ exacerbaciu schizofrénie (8). Takmer v nijakom pripade nie s zistené
davky pozitych psychoaktivnych latok v smrtelnych koncentraciach, ¢i uz ide o lieky, drogy alebo
alkohol-(6).
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Metody

Bola vykonana retrospektivna analyza 797 pitevnych protokolov pripadov umrti pitvanych v roku
2011 na Stdnolekarskom pracovisku Uradu pre dohl’ad nad zdravotnou starostlivostou v Bratislave so
zameranim na umrtia nasledkom padu/skoku z vysky. Vo vSetkych pripadoch bola vykonana pitva
Standardnou metddou. V indikovanych pripadoch bola vykonana toxikologické4 analyza so zameranim
na zistenie pritomnosti etanolu, lie¢iv a inych psychoaktivnych latok v krvi. Dal§imi sledovanymi
parametrami boli pohlavie, vek, vySka a pricina padu, ¢as smrti a anamnestické udaje. V stbore
pripadov umrti nasledkom skoku z vysky bolo hodnotené zanechanie listu na rozlucku.

Vysledky

V analyzovanom subore bolo zistenych 30 pripadov tmrti nasledkom padu/skoku z vysky, co
predstavovalo 3,7 % vSetkych pitvanych pripadov na Sudnolekarskom pracovisku v Bratislave v roku
2011. V 67 % pripadov i§lo o muzov a v 33 % o zeny. Vekovy interval bol v rozmedzi 16 az 91 rokov,
pricom medidn prestavoval vek 60 rokov. V 60 % pripadov i§lo o skok zvySky na zaklade
suicidalneho tmyslu, v 40 % iSlo o nahodny pad z vysky. Vekovy median samovrahov predstavoval
vek 64 rokov, 13 bolo muzov a 5 Zien. Vekovy median zosnulych pri ndhodnom pade z vysky bol 43
rokov, i8lo o 7 muzov a 5 zien.

Priemerna vyska padu pri skoku bola 19 m sminimom 9 amaximom 40 metrov, pri ndhodnom pade
iSlo ovysky od 9 do 19 metrov s priemerom 10 metrov. List na rozlu¢ku bol zanechany v 11 %
pripadov suicidalnych skokov z vysky.

Cas umrtia pri nahodnych padoch z vysky bol v 75 % zaznamenany v ¢asovom intervale od 06:00 do
17:59 hod. av 25 % od 18:00 do 05:59 hod. Smrt’ skokom z vysky si pocas intervalu 06:00 — 17:59
hod. privodilo az 89 % postihnutych.

Vysetrenie na pritomnost’ etanolu v krvi bolo vykonané v 26 pripadoch, v 8 pripadoch bola potvrdena
pritomnost’ etanolu, ¢o predstavuje hodnotu 31 %. Pri nahodnom pade z vysky bola pritomnost
etanolu v krvi zistena v 44% a pri skokoch z vysky v 23 % pripadov.

Testy na pritomnost’ psychoaktivnych lieciv boli vykonané v 63 % pripadov. Pri ndhodnych padoch
z vysky bol pozitivny vysledok zisteny v 14 % vykonanych testov. V skupine samovrazednych skokov
zvysky bol vysledok pozitivny v 50 % testovanych vzoriek, ztoho v 67 % pripadov boli zistené
benzodiazepiny aVv 33 % pripadov amfetaminy a metamfetaminy. V jednom pripade bola zistena
kombinacia benzodiazepinov aantidepresiva citalopramu. V 50 % pripadov skokov z vysky, pri
ktorych bola potvrdena pritomnost’ benzodiazepinov, bolo stucasne potvrdené aj pozitie etanolu.

V 28 % pripadov skoku z vysky bol pritomny anamnesticky tdaj dusevnej choroby alebo sucidalneho
pokusu v minulosti. Pri ndhodnych padoch takéto zistenie nebolo pritomné.

Diskusia
V literatire sa opisuje vzajomna suvislost’ medzi vy$kou padu a tmyslom skoku z tejto vysky. Bolo
dokazané, Ze vyssie budovy su preferovanejSie pri skokoch z vy§ky so samovrazednym timyslom (6).

Vysledky analyzy koreluju s udajmi v literattre. Priemerna vyska padu pri skoku bola 19 metrov, pri
nahodnych padoch sa pohybovala priemerne na trovni 10 metrov nad dopadovou podlozkou.

Vicsina pripadov smrtel'nych padov z vysky je podla literatiry na podklade samovrazedného umyslu
(6). V dedovanom subore sa tento predpoklad potvrdil. O samovrazdu i§lo v 60% pripadov.

Starsi l'udia v kategorii nad 65 rokov sa podla studii poktiSaji o samovrazdu menej ¢asto ako mladSie
vekové skupiny, zato su ale v tychto pokusoch spesnejsi. Samovrazda skokom z vysky je v porovnani
s inymi samovrazdami skor ojedinely sposob ako ukoncit’ svoj zivot, av§ak preferovany ako metoda
vol'by prave u star§ich I'udi (2). Vekovy median v skupine pripadov skoku z vysky bol 64 rokov.
Najstarsim samovrahom bol 91 ro¢ny muz. Iba 4 nebohi (22 %) mali vek pod 50 rokov.
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Pracovné urazy vznikaju najmé v pracovnej dobe, samovrazdy st podla literatiry pachané najma
vecer a vV noci (6). V' sledovanom stibore si smrt’ skokom z vysky privodilo 89 % l'udi v ¢ase od 06:00
do 17:59 hod. alen 11 % v ¢asovom intervale 18:00 az 05:59 hod.

List na rozlicku byva menej Casto pritomny pri samovrazde skokom nez pri inych typoch samovrazd.
Zanechany je v cca 10 — 25 % pripadov (3). V subore skokov z vysky bol list na rozlic¢ku zanechany v
11 % pripadov.

Pri samovrazdach je podla literatiry v mnohych pripadoch potvrdend anamnéza psychiatrického
ochorenia. Jednym z najcastejSich toxikologickych nalezov s zvysené koncentracie benzodiazepinov
aantidepresiv= (6, 3). V skupine skokov z vysky bol anamnesticky udaj lieCenia na psychiatrii alebo
sucidalneho pokusu v minulosti v 28 % pripadov. Toxikologické nalezy Vv sledovanom subore koreluju
sliterarnymi udajmi. V 67 % pozitivnych vysledkov iSlo o pritomnost benzodiazepinov, v 33 %
pripadov o pritomnost amfetaminov a metamfetaminov. V jednom pripade bola pritomnost
benzodiazepinov zaznamenana stcasne s nalezom antidepresiva.

Vysledok testu na zistenie etanolu v krvi metédou plynovej chromatografie do hodnoty 0,20 g/kg
(promile) nie je hodnotitel'ny, tato koncentracia sa povazuje za nepresved¢ivu (9).

V ramci viacerych Studii bol etanol stanoveny v 15-20 az 35 % pripadov, s rovnakym podielom medzi
nahodnymi padmi a samovrazdami skokom z vysky (6). Hodnoty etanolu v krvi vyssie ako 0,20 g/kg
boli v sledovanom subore zistené v 31 % pripadov, ¢o koreluje s idajmi z literatury. Pri ndhodnom
pade z vySky bola zistena pritomnost etanolu v krvi v 44 % pripadov, ¢o predstavuje priblizne
dvojnasobok poctu pripadov v porovnani so skokmi z vysky (23 %).
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29. Analyza DNA ploidie laserovou skenovacou
cytometriou a expresia HER2 a hormonalnych receptorov
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Uvod

Objektivne stanovenie prognostickych a prediktivnych markerov u pacientov s karcindmom prsnika
hra dolezita Glohu vo vybere vhodnej terapie a v stanoveni progndzy. Ked’ze nadory s podobnou
morfologickou charakteristikou majua odlisny klinicky priebeh, hl'adaja sa stale lepSie metddy, ktoré
by pomohli spresnit’ prognozu a vybrat’ cielent terapiu. Jednou z novych metdd v histopatol ogicke
diagnostike nadorov je laserova skenovacia cytometria (LSC), ktord umozituje skimat’ biologické
vlastnosti nadorovych buniek a objektivne kvantifikovat’ bunkové subpopulécie (1). Nové molekulové
metddy umoznuju rozdelit’ nadory na zaklade génovej expresie na niekol’ko molekulovych podtypov,
ato na luminalny A, luminalny B, HER2, bazalny a normalnemu tkanivu prsnika podobny podtyp.
Pomocou imunohistochemického stanovenia estrogénovych (ER) a progesterénovych (PR) receptorov,
HER2 aKi67 je mozné identifikovat’ jednotlivé molekulové podtypy karcindmu prsnika. Nadory
ER/PR pozitivne, HER2 negativne a Snizkou expresiou Ki67 (<14%) budia luminalny A podtyp,
ER/PR+, HER2- s vysokou expresiou Ki67 (>14%) luminalny B podtyp, ER/PR-, HER2+ budii HER2
podtyp a ER/PR-, HER2- bazalny (triple negativny) podtyp (2, 3).

V praci sme sa zamerali na hladanie suvislosti medzi hodnotami S-fdzy a DNA indexu, ziskanych
cytometrickou analyzou obsahu DNA a statusom estrogénovych a progesteronovych receptorov,
expresie HER2, Ki67 ap53.

Material a metédy

Na analyzu sme pouzili 140 vzoriek karcindmu prsnika (113 vzoriek s invazivnym duktidlnym
karcinémom, 11 s invazivnym lobuldrnym karcindémom, 16 s inym histologickym typom). Nefixované
vzorky tkaniva ziskané z operacného materialu sme mechanicky dezintegrovali pomocou cepele
ziletky a pripravili sme monocelularnu suspenziu buniek podla metody Kuliffayho et al. (4), ktoru
sme imobilizovali na podlozné sklo v cytocentrifiige. Bunky sme potom fixovali v metanole a zafarbili
monoklonalnou protilatkou proti cytokeratinu konjugovanou s FITC (CK-FITC) (klon CK3-6H5,
Miltenyi Biotec, Nemecko, riedenie 1:10) a propidium jodidom (PI) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 5
pg/ml). Zafarbené vzorky buniek sme oplachli v PBS, montovali do ¢istého glycerinu a nasledne
analyzovali pomocou laserového skenovacieho cytometra (CompuCyte Inc., Cambridge, MA) so
softvérom WinCyte verzia 3.7. Z nameranych dajov o celej populacii buniek sme v bodovom grafe
ohranicili populaciu CK+ buniek, ktoré sme povazovali za nddorové bunky.

Na stanovenie ER, PR, HER2, Ki67 ap53 sme pouzili imunohistochemickil metédu na parafinovych
rezoch s monoklonalnymi protilatkami firmy Dako (Dansko) proti ER (1DS5, 1:60), PR (PgR 636,
1:50), HER2 (HercepTest kit), Ki67 (MIB-1, 1:110), p53 (DO-7, 1:60) a polymérovy vizualiza¢ny
systém s chromogénom diaminobenzidinom (Dako REAL EnVision). Za pozitivitu ER, PR, Ki67
ap53 sme povazovali jadrové farbenie vo viac ako 10% buniek. Ako HER2 pozitivny sme hodnotili
vysledok reakcie 3+ a pri intenzite 2+ sme pozitivitu overili metdédou FISH (PanPath Rembrandt FISH
Her2/neu-Cen 17).
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Na porovnanie hodndt DNA indexu, S-fazy a imunohistochemickych parametrov sme pouzili
Pearsonov 2 test a hodnotu p < 0,05 sme povaZovali za §tatisticky vyznamny vztah.

Vysledky

V analyzovanom subore prevazni ¢ast' tvorili nadory s aneuploidnym obsahom DNA (51,9%) a
so strednou a vysokou hodnotou S-fazy (40,0% a 37,8%). Medzi hodnotami DNA indexu a S-fazy sme
zistili Statisticky vyznamny vzt'ah (p=0,025). Nadory s vy$§im obsahom DNA mali vyssiu frakciu S-
fazy (Tab. 1).

Tab. 1: Cytometrické charakteristiky nadorov

S-faza n

nizka <5,0% stredna 5,1-10,0% vysoka > 10,1%
DA g%?ggloidny 5 (333%) 7 (46,7%) 3 (20,0%) 15
?él”égifnf o 13 (37,1%) 15 (42,9%) 7 (20,0%) 35
?;%‘g’ioiflgg) 11 (157%) 26 (37,1%) 33 (472%) 70

tetraploidny/hypertetraploidny/

0,
multiploidny (> 2,00) 1 (6,7%)

6 (40,0%) 8 (53,3%) 15

Na zéklade pritomnosti hormonalnych receptorov a exprese HER2 aKi67 sme nadory rozdelili do
piatich skupin (Tab. 2).

Tab. 2: Molekulové podtypy a cytometrické parametre

ER/PR+ HER2- ER/PR+ HER2- ER/PR+HER2+ ER/PR- EIE/FT;_
Ki 67.<:’I.4% Ki 67.>:'I.4% (luminalny HER2+ (triple
(luminalny A) (luminalny B) HER2+) (HER2+) negativny)
DNA index
hypodiploidny 6 (13,9%) 5 (12,5%) 0 2 (18,2%) 2 (6,9%)
diploidny 12 (27,9%) 8 (20,0%) 2 (14,3%) 1(9,1%) 12 (41,4%)
aneuploidny 22 (51,2%) 26 (65,0%) 9 (64,3%) 5(45,4%) 9(31,0%)
tetraploidny/
hypertetraploidny/ 3 (7,0%) 1(2,5%) 3 (21,4%) 3(27,3%) 6 (20,7%)
multiploidny
n 43 40 14 11 29
Sfaza
nizka 14 (32,6%) 11 (28,9%) 4 (28,6%) 0 1 (3,4%)
stredna 20 (46,5%) 14 (36,8%) 4 (28,6%) 2 (18,2%) 14 (48,3%)
vysoka 9 (20,9%) 13 (34,3%) 6 (42,8%) 9 (81,8%) 14 (48,3%)
n 43 38 14 11 29

Frekvencia abnormélneho obsahu DNA mala Statisticky vyznamny vztah so statusom estrogénovych
(p=0,009) aprogesteronovych receptorov (p=0,026). Frakcia S-fazy bola signifikantne vyssia pri ER a
PR negativnych nadoroch (p=0,002). HER2 pozitivne nadorové bunky vykazovali vyssiu proliferaciu
vyjadrent vys$Sou hodnotou S-fazy (p=0,039). Nadory neexprimujice hormonalne receptory ani HER2
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mali prevazne aneuploidny obsah DNA a strednl az vysok hodnotu S-fazy. Populacie nadorovych
buniek so strednou a vysokou hodnotou S-fazy viac exprimovali Ki67 a p53 (p=0,039, p=0,032).

Diskusia

Uz niekol’ko rokov je analyza bunkového cyklu a obsahu DNA oblast'ou zaujmu a intenzivneho studia
nadorovych buniek. Sucasné poznatky naznacuju, ze u vaésiny solidnych nadorov abnormalny obsah
DNA (aneuploidia) avysoké percento S-fazy moézu mat’ vyznamnil prognosticku hodnotu a je spojené
S agresivnej$im spravanim tumoru (5,6).

Nédory s aneuploidnym obsahom DNA majt podla literarnych tidajov signifikantne vyssie hodnoty S-
fazy (7,8). Tieto tudaje potvrdila aj analyza naSho suboru pacientiek laserovou skenovacou
cytometriou.

Negativita estrogénovych a progesteronovych receptorov ma vysSiu frekvenciu s aneuploidnym
obsahom DNA atiez s vys$Sou proliferaciou nadoru (7). V naSom subore mali zhodne najvysSie
hodnoty S-fazy ER/PR-/HER2- aER/PR-/HER2+ populacie nadorovych buniek. Sarode et al. (9)
porovnavali expresiu ER, PR, HER2, Ki67, p53 a DNA ploidiu vo vztahu k molekulovym podtypom.
Pre triple negativny a HER2 podtyp bola charakteristicki DNA aneuploidia, vysoka expresia Ki67
ap53 v porovnani s luminalnym podtypom.

Stanovenie obsahu DNA afrakcie S-fazy moze pomoct v klasifikacii nadorov prsnika a poskytuje
doéleziti prognosticki informdciu. V kombindcii s d’al§imi biomarkermi méze pomdet pri hl'adani
vhodnej cielenej lieCby.
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Uvod:

Nadory semennikov zo zarodo¢nych buniek st typicky nadory mladych dospelych (1). Vo vécsSine
pripadov su vyrazne chemosenzitivne, s moznost'ou vylieCenia aj v metastatickom Stadiu. No u malého
percenta pacientov sa vyskytne recidiva ochorenia. Novou skupinou sl'ubnych protinddorovych lie¢iv
sa javia inhibitory PARP, ¢i uz v monoterapii, alebo v kombinacii s chemoterapiou aradioterapiou (2).
PARP inhibitory zvySuju cytotoxicky efekt agensov poskodzujiacich DNA (2).

Poly(ADP-riboza)polymeraza-1 (PARPL) je jadrovy enzym patriaci do rodiny reparaénych enzymov
jednovlaknovych zlomov DNA cestou exciznej opravy baz, jedného zkltucovych reparacnych
systémov bunky. PARP syntetizuje a prenaSa ADP-riboza polyméry na glutamatove, aspartatové alebo
lyzinové zvysky proteinov za vyuzitia NAD+ ako substratu (3). PARP inhibitory sGtazia s NAD+
0 vézobné miesto na PARP enzyme.

Expresia PARP doteraz nebola sledovana u nadorov semenikov. Cielom naSej prace bolo stanovanie
expresie PARPL u pacientov sroznymi typmi testikularnych nadorov z germinativnych buniek a v
tkanive semennikov bez nadoru. Vysledky expresie PARP1 sme korelovali s klinicko - patologickymi
datami pacientov. Do tvahy sme brali vek pacienta, histologicky typ nadoru, klinické Stadium
ochaorenia, miesto apocet metastaz a podavanie systémovej liecby.

Material a metédy:
Pacienti:

Do retrospektivnej Studie sme zahrnuli 124 pacientov s nddormi zo zarodo¢nych buniek, 114 pripadov
s primarnym testikularnym nddorom a 10 s extragonadalnym nadorom zo zarodo¢nych buniek. ISlo
0 pacientov identifikovanych z databazy Narodného onkologického ustavu v Bratislave, ktori boli
lieCeni systémovou liecbou od januara 2000 do decembra 2010.

Soracovanie vzoriek tkaniva:

Formalinom fixované a v parafine zaliate bioptické vzorky spracované metddou microarray boli
narezané na 5 um hrubé rezy. Po deparafinizacii rezov S$tandardnym postupom, vyblokovani
endogénnej peroxiddzovej aktivity, bez revitalizacie, boli preparaty premyté vo fosfatmi pufrovanom
fyziologickom roztoku (10 mM PBS; pH 7,2) 3x5 minut. Nasledovne sa rezy inkubovali s primarnou
protilatkou riedenou 1:500 120 minut pri izbovej teplote. Na detekciu proteinu PARP1 bola pouzita
monoklonalna protilatka proti PARP1/2 (H-250, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA). Po
inkubacii boli vzorky opdt premyté v pufrovanom roztoku 3x5 min(t. Na detekciu primarnej
protilatky bola pouzita kombinovana proti krali¢ia/proti mysacia sekundarna protilatka (Histofine anti-
mouse and rabbit, Nichirei Biosciences, Japan). Rezy sa inkubovali so sekundarnou protilatkou 30
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mintt pri izbovej teplote, nasledne boli premyté v PBS 3x5 minut. Na vizualizaciu reakcie bol pouZzity
3,3¢-diaminobenzidin (DAB, Dako Cytomation, Glostrup, Denmark) po dobu 5 mintit. Rezy boli
nakoniec kratko dofarbené hematoxylinom, zaliate do akrylového média a prikryté krycim sklickom.

Hodnotenie expresie PARPL:

Expresiu PARP1 sme hodnotili metédou stanovenia multiplikacného skore (multiplicative quickscore
- QS), pricom sme brali do ivahy percento pozitivnych buniek aj intenzitu pozitivity. Podl'a percenta
pozitivnych buniek bola priradena hodnota od 1 do 6 (1 = 1-4%; 2 =5-19%; 3 = 20-39%; 4 = 40—
59%; 5=60-79%; 6=380-100%). Podla priemernej pozitivity zafarbenych buniek bola priradena
hodnota od 0 do 3 (0 = negativne; 1 = slaba pozitivita, 2 = stredna pozitivita, 3 = silna pozitivita). QS
sme vypocitali vynasobenim hodnoty percenta pozitivnych buniek hodnotou intenzity pozitivity,
Sminimalnou hodnotou QS 0 amaximalnou 18. Na zéklade QS sme jadrova expresiu PARP1
hodnotili ako nizku (0-9) alebo vysoka (10-18).

Statistické hodnotenie:

Pri analyze rozdielnej distribicie PARP1 expresie medzi dvoma skupinami pacientov sme pouzili
Mann-Whitney U test amedzi viac ako dvoma skupinami Kruskal-Wallisov test. Fisherov exaktny
test resp. Chi-kvadratovy test boli pouzité pri hodnoteni PARP1 expresie ako bindrnej premennej
(nizka vs. vysoka PARP1 expresia). Kaplan-Meierovu metddu sme pouzili pri analyze prezivania
pacientov. Vsetky hodnoty P boli dvojstranné. Pre vSetky Statistické analyzy, P <0.05 bolo
povazované za signifikantné.

Vysledky:

Do suboru bolo zaradenych 124 pacientov vo veku od 17 do 67 rokov, s priemernym vekom 29 rokov.
U 116 pacientov bol nador vySetreny pred poddvanim chemoterapie (z toho u 6 pacientov boli
odobraté vzorky zretroperitonealnych lymfatickych uzlin aj po chemoterapii) a u 8 pacientov sme
mali k dispozicii len vzorky nadorového tkaniva po chemoterapii. I§lo o tkanivo z lymfatickych uzlin
odstranené retroperitonealnou lymfadenektomiou po skonceni prvoliniovej chemoterapie. Zo 116
nadorov pred lieCbou bolo 108 primarnych testikulairnych nadorov, 6 extragonadalnych
retroperitonealnych a 2 extragonadalne mediastinalne nadory.

V |. stadiu, bez vzdialenych metastaz bolo diagnostikovanych 33 pacientov, u 91 pacientov sa vyskytli
metastazy na jednom, alebo viacerych miestach (89 pacientov malo postihnuté retroperitoneum, 21
mediastinum, 28 pl'ica a 14 malo visceralne non-pulmonalne metastazy).

Podl'a IGCCCG (International Germ Cell Concensus Classification Group) boli pacienti rozdeleni do
skupiny s dobrou prognozou (n=82), intermedidrnou prognézou (n=17) a zlou prognoézou (n=25).

Na histologické podtypy boli vzorky rozdelené podla klasifikacie Svetovej zdravotnickej organizacie
zroku 2004. V 24 pripadoch i8lo o ¢isty semindém, v 60 pripadoch o Cisté neseminomatdzne
germinativne nadory (embryonalny karcindm - 43, nador Zitkového vaku - 10, choriokarciném - 1,
nezrely teratdom - 6). V 32 pripadoch iSlo o zmie$ané testikularne germinativne nadory.

Zistili sme vysSiu expresiu PARP1 v germinativnych nadoroch testes v porovnani s
normalnym testikularnym tkanivom (priemerné QS = 10,04 vs. 3,60, p < 0,0000001).
Priemerné QS + SD pre kazdy histologicky podtyp bol nasledovny: intratubularna neoplazia
zo zarodo¢nych buniek (ITGCN) = 18,00 £ 0,00, embryondlny karcindbm = 9,62 + 5,64,
seminom = 9,74 + 6,51, nador zitkového vatku = 7,8 + 7,20, teratom = 5,87 + 5,34 a
choriokarcinoma = 4,50 + 8,33. ZvySena expresia PARP1 (QS > 9) bola najcastejSie
pozorovand v ITGCN (100% vzorieck s PARP1 overexpresiou), seminom (52,6%),
embryonalny karcinom (47,0%), nador Zitkového vacku (33,3%), teratom (26,7%) a
choriokarciném (25,0%), v porovnani k 1,9% vzoriek normalneho tkaniva testes (Obr. 1).

Zo Siestich nddorov odoberanych po liecbe u pacientov, ktori boli vySetreni aj pred
chemoterapiou, v dvoch pripadoch sme vo vzorke nasli len nekrézu a fibrézu. V ostatnych
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pripadoch bola expresia PARP1 v nadoroch pred liecbou a po liecbe porovnatel'na. Nezistili
sme ziadnu korelaciu medzi expresiou PARP1 a klinickymi datami pacientov.

Median sledovania pacientov bol 53,7 mesiacov (0,5 — 180,6 mesiacov). Celkové 5-rocné prezivanie
pacientov bolo 83,7% (95% CI: 76,8%- 90,7%). Pacienti svysokou expresiou PARP-1 v primarnom
nadore mali nesignifikantne lep$i ¢as prezivania v porovnani s pacientami s nizkou expresiou PARP-1,
hazard ratio 0,53, 95% CI (0,22 - 1,28), p= 0,17.

Obrazok 1. Jadrova expresia PARP-1proteinu v normalnych a nadorovych tkanivach testes. a,d)
ITGCN so silnou jadrovou PARP-1 pozitivitou (Cierne $ipky) asusedné normalne testikularne tkanivo
PARP1 negativne (biele $ipky), b,€) nador Zitkového vacku so silnou jadrovou PARP-1 pozitivitou
(Cierna Sipka), c,f) seminéom so silnou jadrovou PARP-1 pozitivitou (Cierna Sipka) a susedné normalne
testikularne tkanivo PARP1 negativnhe alebo so dabou PARPL pozitivitou (biela Sipka). DAB,
podfarbené hematoxylinom; @), b), ¢) x 25, d), e), f) zva¢Senie vyznacenej oblasti X 200.

Diskusa:

Vysledky viacerych studii ukazuju, Zze PARP inhibitory m6zu mat’ vel'mi Siroké terapeutické vyuzitie
v protinadorovej liecbe, pricom selektivne pdsobia na nadorové bunky a nemaju vplyv na zdravé
tkanivo (4). Zda sa, ze PARP inhibitory st u¢inné u pacientick s karcinomom prsnika a ovarii
smutaciou v géne BRCA1 alebo BRCA2 (5). BRCA1 aBRCA2 st tumor supresorové gény, ktorych
mutacia vedie k nemoznosti DNA repardcie cestou homolognej rekombinacie. Za normalnych
okolnosti nastupuje reparacia DNA cestou aktivacie PARP. Inhibicia PARP zablokuje DNA reparaciu
avedie k apoptoze bunky (6).

Prebiehaju viaceré stadie sledujuce G¢inok PARP inhibitorov v kombinacii s chemoterapiou v roznych
typoch nadorov (7). Zatial’ nie je jasné, ktori pacienti st vhodni pre liecbu PARP inhibitormi.
V literatire sa objavili vysledky sledovania jadrovej expresie PARP v karcinéme prsnika (8),
kolorektalnom karcinome (9) amelanéme (10). Vysledky prac ukazuji na asociaciu medzi stupiom
expresie PARP aodpoved’ou na liecbu PARP inhibitormi.

Doteraz neboli publikované udaje o sledovani expresie PARP v germinativnych testikularnych
nadoroch. V naSej stadii sme prvykrat ukazali, Zze PARP1 je zvySene exprimovany v nadoroch
semenikov v porovnani so zdravym tkanivom. Pozorovali sme tieZ vysoku expresiu PARPI vo
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vSetkych pripadoch intratubularnej neoplazie, na zaklade coho predpokladame, Zze zvySena expresia
PARP1 je v€asnd udalost’ v karcinogenéze germinativnych testikularnych nadoroch. Domnievame sa,
ze protein PARP1 by mohol byt cielovou molekulou v lie¢be pacientov s nadormi semennikov zo
zarodocnych buniek. Vysetrenie expresie PARP1 v nadorovom tkanive mdze vyselektovat’ pacientov
vhodnych pre liecbu PARP inhibitormi.

Grant 2007/30-NOU-01 a VEGA 1/0724/11
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Uvod

Cirkulujice nukleové kyseliny su aktualne skimané z hladiska moznej diagnostiky onkologickych
chorob, ale aj vo vztahu k patogenéze preeklampsie. Dolezitou charakteristikou cirkulujucich
nukleovych kyselin je ich fragmentacia, ale aj nizka koncentracia. Bezne pouzivanymi metdédami
merania koncentracie DNA su zhodnotenie intenzity bandov na agar6zovom géli, meranie
fluorescencie pomocou rozli¢énych DNA viazucich farbi¢iek a meranie absorbancie pri 260 nm (1),
pri¢om najcastejSie pouzivanou je prave posledna spomenutd metoda (2,3). Nevyhodou tejto metody
je, Ze meranie absorbancie pri 260 nm zahifia v sebe dvojvlaknovii aj jednovldknovii DNA,
oligonukleotidy a volI'né nukleotidy, nerozliSuje medzi DNA a RNA a ma nizku senzitivitu (2,4), zatial’
¢o fluorescencné farbicky selektivne meraji len dvojvlaknovi DNA (4). NajcastejSie pouzivanymi
fluorescenénymi farbi¢kami si Hoechst 33258 aPicoGreen®. Farbitka Hoechst 33258 umoziiuje
detekciu akvantifikaciu DNA az do koncentracie 10 ng/ml (5). Meranie koncentracie s pouzitim
farbicky PicoGreen® je este senzitivnejsie, pretoze jeho fluorescencia po naviazani na dvojvlaknova
DNA (dsDNA) stlipa viac ako tisicnasobne (4,6), co umozinuje detekciu dsDNA az do koncentracie
25pg/ml (4). Nevyhodou je, Ze meranie Koncentracie pomocou fluorescenénych farbiciek
podhodnocuje koncentraciu dvojvlaknovej DNA s velkostou mensou ako 23 kb (2). Cielom naSej
prace bolo zistit', ¢i ma Groven fragmentacie DNA vplyv na meranie koncentracie DNA.

Material a metédy

Vzorky vendznej krvi pochadzajice od 10 zdravych T'udi boli odobraté do odberovej supravy BD
Vacutainer®, do skiimaviek s antikoagulaénym ¢inidlom K3EDTA. Z tychto vzoriek bola izolovana
DNA pomocou QIAamp DNA Blood Mini Kitu podl'a prilozeného protokolu, pricom vzorky boli na
zaver eluované v 150 pl eluéného pufru. Kazda vzorka bola izolovana v troch alikvotach, ktoré boli
zmieSané. Tieto vzorky boli fragmentované ultrazvukom, pouzitim pristroja Covaris S220
v mikroskiimavkach s objemom vzorky 130 ul. Rozli¢ne dlhé fragmenty DNA boli ziskané pouzitim
roznych podmienok pocas fragmentécie ultrazvukom. Tieto podmienky su uvedené v tabulke 1. Na
overenie fragmentacie DNA bola pouzita 1,5% agarozova elektroforéza. Ako marker molekulovey
hmotnosti bol pouzity GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder od firmy Fermentas. Vo vysledku bola
kazda vzorka v §tyroch roznych diZkach: nefragmentovana, 1500 bp, 500 bp a 150 bp. Boli spravené
desiatkové riedenia tychto vzoriek (10, 100 a 1000x riedené vzorky) a zmerand koncentrécia.
Koncentracia DNA bola merana tromi réznymi metédami: meranim absorbancie pri 260 nm, pouzitim
fluorescencnej farbicky PicoGreen® a pomocou qPCR. Meranie absorbancie bolo prevedené na
pristroji NanoDrop ND-1000 v 1 pul vzorky. Na kvanfitikdciu DNA pomocou fluorescencnej farbicky
bol pouzity Quant-iT™ PicoGreen® dsDNA Reagents and Kits od firmy Invitrogen™. Meranie
koncentracie bolo spravené podl'a protokolu od vyrobcu a na pristroji Tecan Safire2. gPCR bola
vyhodnocovana pomocou softvéru Eppendorf Realplex 2.0 na zaklade Ct hodndt amplifikaénych
kriviek 115 bp dlhého fragmentu Alu sekvencie. Na zostavenie kalibra¢nej krivky bola pouzitd I'udska
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DNA vzorka Control DNA 9947A z kitu AmpFLSTR® Yfile™ PCR Amplification Kit od Applied
Biosystems™, ktorej koncentracia bola 10 ng/ul. Kazdd vzorka bola pustend v dvoch paralelne

beziacich esejach. Data zo vsetkych merani boli $tatisticky vyhodnotené pomocou testu opakovanych
merani ANOVA a Tukeyho testu.

Tabulka 1: Prevadzkové nastavenia pristroja pre fragmentaciu ultrazvukom

Duty factor [%0] Peak  incidence Cyclesper burst Time[g]

power [W]
1500 bp 2 140 200 15
500 bp 5 105 200 80
150 bp 10 175 200 430

Vysledky

Spektrofotometrickym meranim absorbancie pri 260 nm bola DNA kvantifikovand v neriedenych
av 10x riedenych vzorkach. V 100x a 1000x riedenych vzorkach koncentraciu nebolo mozné zmerat,
nakol’ko bola nizka a pod detekénym limitom tejto metody kvantifikdcie DNA. Merania ukazali, ze
koncentracia DNA nebola ovplyvnena dizkou fragmentov ani v pripade neriedenych vzoriek, ani v
pripade 10x riedenych vzoriek. Vysledky kvantifikdcie DNA v neriedenych vzorkach st na
obrazku la.

V pripade merania koncentrdcia DNA s pouzitim fluorescencnej farbicky PicoGreen® bolo mozné
ur¢it’ koncentraciu v 10x, 100x a 1000x riedenych vzorkach. Koncentraciu neriedenych vzoriek nebolo
mozné urcit z dévodu, Ze fluorescencia zodpovedajuca najvyssiemu bodu kalibra¢nej krivky bola
mensia ako fluorescencia neriedenych vzoriek. Z merani vyplyva, ze koncentracia DNA vo vzorkach s
roznou tUroviiou fragmenticie bola ovplyvnena dizkou fragmentov, a to vo vietkych pripadoch
riedenia vzoriek. SO zvysujlicou sa fragmentaciou DNA klesa namerana koncentracia DNA. Tento
pokles je Statisticky vyznamny pre 10x (p< 0,0001, F=65,34), 100x (p<0,0001, F=152,6) ako g
1000x riedené vzorky (p< 0,0001, F= 109,8). Vysledky kvantifikdcie DNA v 10x riedenych vzorkach
st na obrazku 1b.

NanoDrop PicoGreen Alu esgj
10x riedené vzorky 0 10x riedené vzorky 10 10x riedené vzorky
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Obrazok 1: Na obrazku 1 su grafy, na ktorych su znazornené vysledky kvantifikicie DNA 10x
riedenych vzoriek tromi réznymi metédami: a) meranie koncentracie DNA spektrofotometricky pri
260 nm, b) meranie koncentacie DNA pouzitim fluorescencnej farbicky PicoGreen®, c¢) meranie
koncentracie DNA pomocou qPCR. Na grafoch st znazornené aj vysledky Statistického spracovania

dat. Skratka ns znamend Statisticky nesignifikantny vysledok, *** znamenaju Statisticky vyznamu
zmenu, kde p< 0,0001.

Na zaklade DNA kvantifikacie pomocou qPCR, bolo mozné uréit’ koncentraciu v 10x, 100x a 1000x
riednych vzorkach, podobne ako pri merani s PicoGreen® farbickou, ked’ze najvyssi bod kalibracne;j
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krivky zodpovedal koncentracii 10 ng/ul a merané vzorky mali vy$8iu koncentraciu ako bol tento bod.
Koncentracia DNA vo vzorkach sdizkou fragmentov >500bp nebola ovplyvnena troviiou
fragmentacie, avsak koncentracia namerana vo vzorkach s dizkou fragmentov 150 bp signifikantne
poklesla ako v pripade 10x riedenych (p<0,0001, F=55,61), tak g v pripade 100x (p< 0,0001,
F=27,05) al000x riedenych vzoriek (p< 0,0001, F=10,74). Vysledky kvantifikacie DNA v 10x
riedenych vzorkach su na obrazku 1c.

Diskusia

V stcastnosti existuje niekol’ko metdéd, pomocou ktorych je mozné kvantifikovat DNA v roztoku.
Kazda znich pontka vyhody aj nevyhody. Mnohi autori sa zaoberaju najmi kvantifikdciou DNA
meranim absorbancie pri 260 nm (1,7) apouzitim fluorescenénych farbi¢iek (1,2,7,8). Z dostupnych
literarnych zdrojov je zndme, ze spravnost merania koncentracie DNA moze byt ovplyvnena
viacerymi faktormi (8), napriklad aj diZkou fragmentov DNA (1,2,8,9). Ciel'om nasej prace bolo zistit’,
¢i fragmentacia DNA ma vplyv na meranie koncentracie DNA. V naSej praci sme sa zamerali na
kvantifikdciu DNA pomocou troch réznych metéd. Ako prvli sme pouzili najcastejSie vyuzivanu
metodu, ktorou je spektrofotometrické meranie pri 260 nm. Podl'a pracovnej skupiny Shoekere akol.
namerana koncentracia DNA mierne stiipa so zvySujucou sa fragmentaciou DNA. Nase vysledky ale
ukazali, Ze toto meranie nie je ovplyvnené uroviiou fragmentacie DNA. Nevyhodou tejto metody je
vSak jej nizka senzitivita a to, ze meranie nie je Specifické len pre dvojvlaknovi DNA, ale zahfna aj
jednovlaknovii DNA, oligonukleotidy a voI'né nukleotidy. Druha metdda, ktorou sme sa v naSej praci
zaoberali bolo meranie koncentracie pouzitim fluorescen¢nej farbicky PicoGreen®. Rovnako ako
ukazali prace autorov Geargiou a kol. aHolden akol. aj nase vysledky ukazujt, Zze fragmenticia DNA
signifikantne ovplyviuje kvantifikiciu DNA s pouzitim farbicky PicoGreen®, pricom koncentracia
DNA klesa s narastajucou fragmentaciou DNA. Napriek tomu vyhodou tejto metody je jej vysoka
senzitivita (moZnost merat’ vzorky s koncentraciou 25 pg/ml) (4) a selektivne meranie len
dvojvlaknovej DNA. Ako tretiu metodu sme pouzili kvantitativnu PCR s 115 bp dlhym fragmentom
odvodenym od Alu sekvencie. Podobne ako v pripade merania pomocou PicoGreen®, aj v tomto
pripade fragmentacia ovplyviluje spravnost merania koncentracie DNA, avSak na rozdiel od
predchadzajiicej metody, sa tento efekt prejavi az pri kratkych fragmentoch s dizkou 150 bp. DNA
kvantifikacia vo vzorkach svelkostou fragmentov >500bp nebola ovplyvnena uroviiou DNA
fragmentacie.

Nasa praca ukazala, ze spravnost merania koncentracie DNA pomocou fluorescencnych farbiciek a
kvantitativnej PCR je ovplyvnena troviiou fragmentacie DNA, zatial’ ¢o pri kvantifikacii DNA na
zaklade spektrofotometrie tento vplyv nebol preukdzany. Z tohto dévodu, v pripade, ze st pre
downstream molekuldrne metody vyuzivané prave kratke fragmenty DNA, koncentracia by mala byt’
merana na nefragmentovanej DNA, ako je to napriklad pri next generation sekvenovani.

Tato praca vznikla vd'aka podpore a financovaniu grantov APVV-0720-10 a VMSP-11-0030-09
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Uvod

Intelektovo nadani jedinci disponuju viacerymi unikatnymi charakteristikami detekovanymi od
skorych §tadii vyvinu. Z pohl'adu neurofyzioldgie je u nich pozoruhodnd dominancia pravej mozgovej
hemisféry (1). Geschwind a Galaburda vysvetluji model cerebralnej dominancie u¢inkom
prenatalneho testosteronu na organizaciu mozgu pocas vyvinu in utero. Zvysené koncentracie
testosteronu pocas intrauterinného vyvinu inhibuju rast zadnych casti l'avej hemisféry, sucasne vSak
stimuluju rast pravej hemisféry (2). Mentalna rotacia je jednou z kognitivnych funkcii regulovanych z
pravej hemisféry, preto mozno usudzovat’, ze nadani jedinci budu disponovat’ lepsimi schopnost’ami
mentalnej rotacie a priestorovej predstavivosti v porovnani so zvyskom populacie (3). Doposial’ neboli
publikované Studie, ktoré by preukazali vplyv prenatdlneho ucCinku testosteronu na schopnost
mentalnej rotacie.

Viaceré prace vsak potvrdili vztah medzi aktualnymi hladinami testosteronu a schopnost’ou mentalne
rotovat. Zeny s vy$§imi hladinami testosteronu dosahujii lepsie skére v testoch mentalnej rotacie
V porovnani so Zenami s niz§imi hladinami horménu (4). U muzov nadpriemerne vysoké hladiny
testosteronu negativne ovplyviuji schopnost’ mentalnej rotacie a priestorovil orientaciu (5). Mozno
teda predpokladat, Ze existuje optimalna hladina testosteronu, pri ktorej je schopnost mentalnej
rotacie maximalna.

Cielom naSej prace je odhalit fyziologické koreldty mentalnej rotacie v populécii intelektovo
nadanych chlapcov s dérazom na komplexné posudenie vplyvu testosteronu. Okrem aktualnych hladin
testosteronu bol vo vztahu k mentédlnej rotacii analyzovany prenatdlny ucinok testosterénu ako aj
geneticka variabilita androgénového receptora.

Material a metody

Stadie sa zacastnilo 147 intelektovo nadanych chlapcov vo veku od 10 do 18 rokov. Chlapci
navitevovali Skolu pre mimoriadne nadané deti a Gymnéazium v Bratisave. Kritérium prijatia na
Stadium v uvedenej institcii je IQ vysiie ako 130. Ucast diefata vo vyskumnom projekte bola
podmienena podpisom informovaného sthlasu zakonnym zastupcom. Probandi boli poziadani o odber
slin do sterilnej skimavky vzdy v case od 8:00 do 10:00 vzhl'adom na cirkadidnny rytmus
testosteronu.

Izolacia DNA bola uskutocnena komerénym kitom podl'a instrukcii vyrobcu (QlAamp DNA Blood
Mini Kit Handbook 04/2010). Stanovenie hladin salivarneho testosteronu bolo realizované vyuzitim
metddy ELISA pomocou komeréného kitu podl'a inStrukcii vyrobcu. Palmarna strana dlane na oboch
rukach u kazdého probanda bola elektronicky zoskenovana. Pomer dizky druhého a §tvrtého prsta ruky
(2D/4D) bol automaticky vyhodnoteny systémom AutoMetric. V praci je prezentovana priemerna
hodnota 2D/4D z merani na oboch rukach. Polymorfny usek v géne pre androgénovy receptor bol
ohraniceny $pecifickou sadou oligonukloetidov a amplifikovany vyuzitim metody PCR. Pocet (CAG),
opakovani v prvom exone génu pre androgénovy receptor bol detekovany pomocou kapilarnej
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elektroforézy (6). Meranie inteligencného kvocientu (IQ) bolo realizované pocas individualneho
vySetrenia psychologom vyuzitim Standardizovanych IQ testov (Wechsler inteligence scale for
children, WISC-111). Mentalna rotacia bola hodnotena formou testu. Uloha spoéiva v spravnom
priradeni analyzovanej kocky s rozliénymi znakmi na kazdej zo Siestich stran k jedng z predlozenych
kociek v zmeneng (rotovang)) polohe v ¢asovom intervale osem minut. Koeficient mentalnej rotacie
bol vypocitany vzorcom zohl'aditujicim pocet spravnych aj nespravnych odpovedi.

Ziskané data boli Statisticky vyhodnotené. Korelacie boli analyzované vyuzitim linearnej regresie
a Spearmenovho testu. MANCOVA (variable multivariate analysis of covariance) bola vyuzita na
odstranenie vplyvu veku na testované parametre. Vysledky su prezentované ako priemer + Standardna
odchylka na hladina vyznamnosti p<0.05.

Vysledky

Intelektovo nadani chlapci vo veku vo veku od 10 do 18 rokov (priemer 14+ 2) dosahovali priemerny
inteligenény kvocient 139 = 5. Statistickd analyza potvrdila pozitivnu koreldciu medzi vekom
adosiahnutym skore v testoch mentalnej rotacie (r*=0.013; p<0.0001). Aktualne hladiny testosterénu
v sline nekorelovali so schopnostou mentélne rotovat’ (r>=0.006; p=ns). Korelatna analyza preukazala
Statisticky vyznamny vztah medzi vy$§im pomerom 2D/4D a lepSou schopnostou mentélnej rotacie
(r’=0.029; p<0.05). Podobne vyssi pocet CAG opakovani v géne pre androgénovy receptor bol
asociovany s lep$im skore v testoch mentalnej rotacie (r>=0.048; p<0.01) (Obr. 1).

Statistickd analyjza MANCOVA po korekcii neziaduceho vplyvu veku na analyzované parametre
potvrdila, Ze schopnost mentalnej rotacie u intelektovo nadanych chlapcov je ovplyvnena vekom
(r*=0.144; p<0.0001) apoctom CAG opakovani v géne pre androgénovy receptor (r°=0.046; p<0.02).
Ostatné testované parametre neovplyviuju schopnost’ mentalnej rotacie.

Diskusia

V populacii nadanych chlapcov bol analyzovany vplyv prenatdlneho posobenie testosteronu, aktualne
hladiny testosteronu v Sline ageneticka variabilita v androgénovom receptore s cielom odhalit
fyziologické korelaty mentalnej rotacie. Predchadzajuce stidie ukazali nelinearnu zavislost’ medzi
hladinami testosteronu a priestorovymi schopnostami u muzov (4). Odchylka od optimalnych
hormonalnych hladin negativne ovplyvituje schopnost’ mentalnej rotacie (5). V naSej praci nebol
potvrdeny vztah medzi hladinami salivarneho testosteronu a dosiahnutym skore v testoch mentalne;j
rotacie. UCinok testosteréonu na §truktiru a funkcie mozgu méze byt sprostredkovany aj jeho
metabolickou premenou na estradiol alebo dihydrotestosteron (7). Mozno preto predpokladat’, ze
schopnost’ mentalnej rotacie vyznamne zavisi od miery konverzie testosteronu na jeho aktivne
metabolity v mozgu, nie od samotnych hladin volného cirkulujiceho testosteronu. V budiicnosti
planujeme pozornost’ zamerat’ na analyzu génov kodujucich Sa-reduktdzu ¢i aromatdzu s cielom
preukazat’ vzt'ah medzi vysSou aktivitou enzymov, zvySenou mierou konverzie testosteronu a lepSimi
vysledkami v mentalnej rotacii.

Utinok prenatalneho testosterénu nie je mozné priamo zmerat' poas postnatilneho obdobia. Pomer
dizky druhého a §tvrtého prsta na ruke (2D/4D) je povazovany za spolahlivy biologicky indikator
prenatalnych hladin testosteronu (8, 9). Vysoké hladiny testosteronu in utero stimuluja rast ¢lankov
Stvrtého prsta ruky asa teda indikované nizkym 2D/4D pomerom. ZvySeny prenatdlny Ucinok
testosteronu zaroven potencuje dominanciu pravej hemisféry a jej funkcii (2). Na rozdiel od stadii
inych autorov, naSa praca preukdzala pozitivne asociacie medzi vys$sim 2D/4D (niz§im prenatalnym
i¢inkom testosteronu) a koeficientom mentalnej rotacie. Viaceri autori uvadzaji, ze pomer dizok
prstov ostava pocas zivota nemenny (10). NaSe S$tatistické analyzy naznacili, Ze pomer 2D/4D je
signifikantne ovplyvneny vekom jedinca v stlade s vysledkami longitudindlnej Stdie v populacii deti
na Jamaike (11). Statistickd analyza MANCOVA umoznila odfiltrovanie neziaduceho vplyvu veku,
nasledkom ¢oho sa vplyv prenatalneho testosterénu na schopnost’ mentalnej rotacie nepreukazal

145



V II. VEDECKA KONFERENCIA DOKTORANDOV LF UK

A B
Amthauer Amthauer
r?=0.13 r2=0.006
p<0.0001 p=ns

=
o
]
i
o
]
[ ]
[ )
[ )

o
[ee]
1
o
i

koeficient mentalnej rotacie
o o
- o))
1 1
koeficient mentalnej rotacie
o o o '
N S [e2]
1 1 1
'.% oo
® ()
o M, . a
Qe o
° o®
®e
[ ]
L}
.

0.24
° °
0.0~ 0.0 — T 1
10 12 14 16 18 0 500 1000 1500
vek [roky] testosteron v sline [pmol/L]
C D
Amthauer Amthauer
r2=0.029 r?=0.05
p<0.05 p<0.01
© 1.0q ° ° © 1.0q
8 o0 o o 8
S 0.8 ::..:o H S 0.8
o o o o o 80 o
£ o6 oo o f e £ 06
s ° s g~
< <
g 04 e ':‘l pad | g 04
- ... [ -
€ " €
2 021 o“'!. s 2 021
= =
1] oo © 1]
£ oo PA—Y T . £ oo
0.9 1.0 1.1 15 20 25 30
2D/4D (CAG)n

Obr.1 Vplyv biologickych parametrov na schopnost’ mentalnej rotacie u intelektovo nadanych
chlapcov. A: Vek probandov signifikantne koreloval s dosiahnutym skore v testoch mentalnej rotacie
podla Amthauera (r°=0.13; p<0.0001). B: Hladiny salivarneho testosterénu nemali signifikantny vplyv
na schopnost’ mentalnej rotacie (r*=0.006, p=ns). C: Priemerna hodnota 2D/4D pomeru z merania
oboch rik pozitivne korelovala s koeficientom mentélnej rotacie (r’=0.029; p<0.05). D: Vyssi pocet
CAG opakovani v prvom exéne génu pre androgénovy receptor pozitivne ovplyviioval schopnost’
mentalne rotovat’ (r°=0.048; p<0.01). Korekcia vyuzitim MANCOVA potvrdila §tatisticky vyznamny
vplyv veku a geneticke variability v androgénovom receptore vzhl’'adom na skore v testoch mentalne;j
rotacie.

Androgénovy receptor je hlavny mediator Géinku testosteronu (12). Variabilita v ramci jeho génu
ovplyviiuje senzitivitu i aktivitu receptora. Vyssi po¢et CAG opakovani v prvom exéne génu redukuje
senzitivitu voéi androgénom a zniZzuje jeho transaktiva¢nu aktivitu (13). Vysledky naSej prace
potvrdili pozitivnu korelaciu medzi vyssim poctom CAG opakovani, slab$im androgénovym ucinkom
alepSou schopnostou mentalnej rotacie. Zosilneny ucinok testosterénu nie je nevyhnutne spojeny
samplifikadciou typicky muzskej charakteristiky, ktorou je aj mentdlna rotdcia a priestorova
predstavivost’ (5). Uvedeny vzt'ah ostal Statisticky vyznamny aj po korekcii veku vyuzitim analyzy
MANCOVA.

Prezentované vysledky poukazuji, ze schopnost’ mentélnej rotacie u intelektovo nadanych chlapcov je
signifikantne ovplyvnena vekom a variabilitou v géne pre androgénovy receptor. Vplyv aktualnych
hladin testosteronu ani prenatalneho ucinku na priestorové schopnosti nebol preukazany.
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Uvod

Prenatdlna genetickd diagnostika je v stCasnosti zalozena na invazivnych procedtirach odberu
biologického materialu embrya/plodu ako st amniocentéza a biopsia choriovych klkov. Tieto so sebou
nesu malé, ale vyznamné riziko straty plodu (0,5 — 1% ) (1), ako aj riziko pre samotnu matku. Objav
vol'nej cirkulujucej fetalnej DNA a RNA (cffDNA/RNA — cell-free fetal DNA/RNA) v krvi tehotnych
zien (2) predznamenal potencialne vyuzitie maternalnej krvi ako alternativny zdroj materialu pre
neinvazivnu prenatalnu diagnostiku (NIPD).

V stucasnosti existuje mnozstvo odlisSnych aplikécii analyzy cffDNA vradmci NIPD zaloZenej na
rozliSeni fetdlneho a materndlneho gendému. Volnd cirkulujuca fetalna DNA sa vyuziva pri NIPD
dedi¢nych ochoreni viazanych na pohlavie — napr. Hemofilia A, Duchenneova muskularna dystrofia
(3), zdovodu moznych komplikacii pri tehotenstvach Rh negativnych zien s Rh pozitivnymi muzmi
pri uréeni RhD statusu plodu — Rh inkompatibilita (4), stanoveni pritomnosti mutacii pre autozomalne
dominantné dedi¢né ochorenia — Huntingtonova chorea (5) a stanoveni pritomnosti paternalnej alely
pre autozomalne recesivne dedi¢né ochorenia — talasémia, cystickd fibréza (5, 6). Na vyskumnej
urovni sa aktudlne testuje vyuzitie najmodernej$ich molekularno-genetickych laboratérnych metdd —
digitalna PCR (7) atechnologii ako next generation sekvenovanie (8) & pre detekciu
chromozomalnych aneuploidii so zameranim najmé na najéastejsie sa vyskytujiici Downov syndrom.
Z uvedeného vyplyva, ze NIPD zaloZena na analyze cffDNA ma vyrazny potencial stat’ sa alternativou
ku klasickej invazivnej prenatdlnej DNA diagnostiky dostupnou pre rutinné klinické vyuZzitie.

VolInu cirkulujucu fetadlnu DNA v krvi tehotnych Zien je mozné detegovat’ uz vo velmi skorych
stadiach (od 5-6 tyzdna) tehotenstva (9), ale je vyrazne fragmentovand a minoritna v porovnani
smaternalnou DNA v ramci celkove plazmatickef DNA- podiel cffDNA je 3-10% (10, 11). Velkost’
molekul cffDNA a vysoky podiel maternalnej DNA ziskanej zdroven s cffDNA pri izolacii DNA
Z maternalnej plazmy momentélne limituju vyuzitie ffDNA v rutinnej prenatidlnej DNA diagnostike
dedi¢nych ochoreni. Rozhodujucim krokom v analyze cffDNA je teda vyber optimalnej metody
izolacie vol'nej cirkulujice) nukleove kyseliny.

Ciel'om naSej prace bol vyber optimalnej metody izolacie volnej cirkulujicej fetadlnej DNA priamym
porovnanim komercnych kitov Standardne vyuZzivanych pri izolécii cirkulujucich nukleovych kyselin
Z hl'adiska vyt'azku izolovanej vol'nej cirkulujucej DNA fetalneho povodu.

Material a metédy

Vzorky periférnej krvi od tehotnych Zien boli odoberané do Standardnej odberovej supravy (BD
Vacutainer K3-EDTA) anasledne bola plazma oddelena centrifugovanim dvakrat 10 mintt pri 2200
rcf aodobrata bez toho, aby doslo k poruseniu bunkovej ¢asti krvi.

Extrakcia ¢ffDNA sa uskutoénila z 20 spojenych vzoriek plazmy ziskanych od viacerych tehotnych
zien s plodom muzského pohlavia, aby bolo mozné vzorky spracovat’ sti¢asne tromi komerénymi kitmi
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- QIAamp DNA Blood Mini Kit, QlAamp DSP Virus Kit, QIAamp Circulating Nucleic Acid Kit
podla protokolov uvedenych vyrobcom s minimalnou modifikdciu (vakuovy systém odporucany
vyrobcom bol nahradeny centrifugdcoiu 1 mintatu pri 2200 rcf).

Porovnanie vyt'aznosti izolacie pri pouZiti rovnakého pomeru vstupného objemu plazmy k vyslednému
eluénému objemu pomocou QIAamp Blood Mini Kit a QlAamp DSP Virus Kit bolo realizované
izolaciou cffDNA z 10 spojenych vzoriek plazmy tehotnych Zien s plodom muzského pohlavia. Postup
izolacie DNA bol upraveny tak, aby mnozstvo vstupného objemu plazmy avysledného elué¢ného
objemu bolo rovnaké, objem lyza¢ného roztoku a proteazy pri izolacii pomocou QIAamp Blood Mini
Kit boli navySené adekvatne k pouzitému objemu plazmy, ale jednotlivé kroky izolacie sa zhodovali
s protokolmi jednotlivych kitov uvedenymi vyrobcom.

Pre porovnanie vytaznosti kitov s ohl'adom na cirkulujucu DNA embryonalneho pévodu bola vyuzita
amplifikacia vybranych usekov DNA pomocou real time PCR v 2 paralelne beziacich esejach. Na
detekciu arelativnu kvantifikaciu cffDNA bol pouzity marker - gén DYS14, ktory je lokalizovany na
Y -chromozome. Na detekciu celkovej cirkulujicej DNA bol ako marker vyuzity gén pre androgénovy
receptor lokalizovany na X-chromozome.

Vysledky amplifikacie boli analyzované pomocou programu Eppendorf Realplex 2.0. Na zaklade
amplifikacnych kriviek bol stanoveny prahovy cyklus (threshold cycle - Ct) pre kazdu vzorku, ktory
bol pouzity ako parameter na urcenie relativnej kvantity izolovanej cffDNA. Vysledky amplifikacie
vybranych markerov boli Statisticky spracované pomocou Microsoft Excel 2007® a softvéru
GraphPad Prism ® verzia 5.03.

Pre porovnanie vytaznosti troch kitov s ohadom na cffDNA boli Ct hodnoty pre jednotlivé testované
vzorky (vysSia hodnota Ct zodpovedd menSiemu mnozstvu ziskanej DNA) Statisticky spracované
pomocou testu opakovanych merani ANOVA a Tukeyho testu, pricom Ct hodnoty pre QIAamp
Blood Mini Kit boli upravené sohladom na mnozstvo vstupného materialu (200ul plazmy)
avysledného elucného objemu (200ul eluéného pufru) — pomer vstupny : vystupny objem je 1:1, aby
ich bolo mozné porovnat s datami prezentovanymi pre QIAamp Circulating Nucleic Acid Kit
aQlAamp DSP Virus Kit, kde mnozstvo vstupného materialu bolo 1000ul, resp. 500ul a mnozstvo
vysledného elu¢ného objemu bolo 100ul, resp. 50ul — pomer vstupny : vystup objem 10:1. Pre
porovnanie vytaznosti izolacie pomocou dvoch vybranych kitov zrovnakého vstupného objemu
plazmy bol pouzity Mann-Whitneyho test.

Vysledky

Porovnanim vysledkov amplifikacie pomocou testu opakovanych merani ANOVA aTuckeyho testu
bol zisteny Statisticky vyznamny rozdiel medzi trojicou testovanych kitov (F= 46.40; p<0.0001).
QIAamp DSP Virus Kit poskytol signifikantne vyssi vytazok cffDNA ako QIAamp Blood Mini Kit
(p<0.0001), a rovnako g QlIAamp Circulating Nucleic Acid Kit ako QlAamp Blood Mini Kit
(p<0.0001). Medzi pouzitim QIAamp DSP Virus Kit a QIAamp Circulating Nucleic Acid Kit nebol
detekovany signifikantny rozdiel (p=ns). Vysledky st prezentované na Obr. 1.

Pre porovnanie vytazku izolacie cffDNA zrovnakého vstupného objemu plazmy do rovnakého
vysledného elu¢ného objemu pomocou QIAamp Blood Mini Kit a QlAamp DSP Virus Kit boli Ct
hodnoty ziskané¢ amplifikaciou vybranych markerov Statisticky spracované pomocou Mann-
Whitneyho testu abol zisteny Statisticky vyznamny rozdiel medzi dvojicou testovanych kitov
(p<0.0001 ***, Obr. 2).
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Obr.1 Porovnanie vytazku cffDNA vybranych kitov na zaklade priemernych Ct hodn6t. Pomocou
opakovanych merani ANOVA bol zisteny Statisticky vyznamny rozdiel medzi trojicou testovanych
kitov (p<0.0001 ***). Pomocou Tukeyho testu bol zisteny signifikantny rozdiel medzi QIAamp Blood
Mini Kit aQlAamp DSP Virus Kit (p<0.0001 ***) atiez medzi QIAamp Blood Mini Kit a QlAamp
Circulating Nucleic Acid Kit (p<0.0001 ***). Medzi QIAamp DSP Virus Kit aQlAamp Circulating
Nucleic Acid Kit nebol zisteny Statisticky vyznamny rozdiel vo vytazku cffDNA. Vysledky su
prezentované ako priemerna hodnota + Standardna odchylka.
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Obr. 2 Porovnanie vytazku cffDNA vybranych kitov z rovnakého vstupného mnozstva plazmy do
rovnakého elu¢ného objemu na zéklade priemernych Ct hodnoét. Pomocou Mann Whitneyho testu bol
detekovany Statisticky vyznamny rozdiel medzi QIAamp Blood Mini Kit a QlAamp DSP Virus Kit
(p<0.0001 ***),

Diskusia

Existuje mnoho protokolov vyuzivanych na izolaciu volnych cirkulujacich kyselin, vratane mnozstva
komer¢ne dostupnych kitov. Hlavni komplikaciu pri praci s volnymi cirkulujucimi kyselinami
prestavuje jg vysoky stupenn fragmentacie anizky vytazok izolacie. Pouzitie komerénych kitov
V porovnani s inymi metdodami, ako napriklad fenol-chloroformova izoladcia, moze tieto t'azkosti
zmiernit’, ale fragmenty DNA kratSie ako 150bp sa nemusia zachytit na membrane izola¢nych
koloniek (12).
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V naSej praci boli porovnavané tri komercné kity bezne vyuzivané na izoldciu DNA. Vysledky
dokumentujt, ze na izolaciu fragmentovanej cirkulujiicej DNA pochddzajtcej z fetalnych buniek je
najvhodnej§i QIAamp Circulating Nucleic Acid Kit, ktory je primarne uréeny na izolaciu
cirkulujucich nukleovych kyselin zl'udskej plazmy alebo séra. Porovnatelné vysledky dosiahol
QIAamp DSP Virus Kit, ktory je finanéne dostupnejsi a vyzaduje mensi vstupny objem plazmy. Za
ucelom Standardizovania metodiky pre izolaciu volnej cirkulujicej fetdlnej DNA z maternélnej
plazmy sa uskutocnil este v roku 2005 workshop za icasti 12 réznych eurdpskych institacii, kde boli
porovnané roézne manualne a automatické extrakéné metdody pouzivané v jednotlivych
laboratoriach, najvyssi vytazok cffDNA bol dosiahnuty izolaciu pomocou QIAamp DSP Virus Kit
(13). Pouzitim QIAamp DSP Virus Kit s QITAamp Blood Mini Kit na izolaciu volnej cirkulujicej
DNA sa venuju viacer¢ Studie, ktorych vysledky st zhodné snaSimi ateda, Ze na izolaciu
fragmentovang cirkulujucej DNA je vyhodnej$i QlAamp DSP Virus Kit (13, 14, 15). V ramci
spomenutého workshopu ani publikovanych prac nebol testovany QIAamp Circulating Nucleic Acid
Kit, ktory sa na trh dostal aZ v roku 2009, preto sme sa rozhodli jeho vyuZiteInost’ pre Géely izolacie
cffDNA otestovat’.

QIAamp Blood Mini Kit je bezne pouzivany na izolaciu DNA zrdzneho biologického materialu
adosahuje vSeobecne dobry vytazok. V nasej stidii dosiahol signifikantne nizsi vytazok cffDNA ako
ostatné dva testované kity. Moznou pri¢inou mensieho mnozstva cffDNA ziskaného QIAamp Blood
Mini Kit moze byt’ to, Ze je navrhnuty na extrakciu hlavne velkych fragmentov, zatial’ ¢o cffDNA je
vyrazne fragmentovana (<300bp) (10). Pri¢inou niz§ieho vytazku moze byt aj mensie mnozstvo
pridanej proteazy v lyzacnou kroku izolacie (QIAamp Blood Mini Kit 50ul, QlAamp DSP Virus Kit
75ul), pripadne to, Ze pri izolacii pomocou QIlAamp DSP Virus Kit aQlAamp Circulating Nucleic
Acids sa do lyza¢ného roztoku pridava carrier RNA, ktory zvysSuje afinitu kratkych fragmentov DNA
na membranu izola¢nej kolonky.

Na zéklade naSich vysledkov mdzeme na kvantitativnu analyzu cffDNA odporucit QIAamp
Circulating Nucleic Acid Kit, pripadne QIAamp DSP Virus Kit, v zavislosti od dostupného mnozstva
vstupného materialu — plazmy a finan¢nych prostriedkov laboratoria.

Tato publikdcia vznikla vdaka podpore grantov APVV-0720-10 a VMSP-11-0030-09
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Uvod

Diabetes mellitus (DM) sa povazuje za jedno z najcharakteristickejsich vol'noradikalovych ochoreni.
Celosvetova epidémia diabetu vyrazne zvySuje néklady na lieCbu samotného ochorenia ako aj
pridruzenych pocetnych komplikacii. DM je spojeny so zrychlenym vyvojom mikrovaskularnych
komplikacii ako je diabeticka nefropatia, neuropatia a retinopatia a makrovaskularnych ochoreni ako
aterosklerdza periférnych tepien, ischemicka choroba srdca, vysoky krvny tlak, cievne mozgové
prihody. Jeden =zkldfovych faktorov zodpovednych za vyvoj diabetickych komplikéacii je
hyperglykémia, ktord indukuje nadmernu tvorbu volnych kyslikovych radikalov v mitochondriach
endotelidlnych buniek a nasledné zvySenie oxidacného stresu. V¢asna a ucinna prevencia chronickych
komplikacii u diabetikov predstavuje vel'mi vyznamnu tlohu v diabetologii. Je potrebné skumat’ vzt'ah
medzi vol'nymi radikdlmi a diabetickymi komplikaciami a objasnit’ mechanizmy, ktoré sa zvysuju
systémovy a lokélny oxidacny stres a urychl'uju rozvoj diabetickych komplikacii v snahe rozsirit
moznosti liecby DM (1,2). V naSej praci sme sa zamerali na meranie fluorescenénych AGEs a AOPP
u pacientov s DM 2. typu.

Material a metédy

Krv a krvné séra/plazmy boli ziskané od pacientov, ktori pravidelne navstevovali diabetologicku
ambulanciu I1. interngj kliniky vo Fakultngl nemocnici s poliklinikou v Bratislave. Pacienti (n=53) vo
veku 62,58+11,54 rokov s dizkou trvania diabetu 10,68+6,17 rokov boli rozdeleni podl'a glykemickej
kompenzacie na zle kompenzovanych (ZK) a dobre kompenzovanych (DK). DK boli diabeticki
pacienti, ktorych priemernd hodnota glykovaného hemoglobinu za posledné 2 roky nepresiahla 6 %
(n=22). Ostatni diabeticki pacienti (ZK) boli zaradeni do skupiny s nedostatoéne kompenzovanou
glykémiou (n=31). Dalej boli tito pacienti rozdeleni na skupinu bez (-DC) a sdiabetickymi
komplikaciami (+DC).Vsetkych 53 diabetickych pacientov malo retinopatiu, z toho 13 malo navyse aj
inu komplikaciu (nefropatiu, neuropatiu, ischemicka chorobu srdca). Zdravu kontrolnu skupinu tvorili
nediabeticki pacienti (n=35).

Z klinickych parametrov sme stanovili vek, trvanie diabetu, BMI u vietkych diabetickych pacientov.
Biochemickeé parametre:

HbA Ic bol stanoveny na principe ionomeni¢ovej HPLC metoédy. Hodnoty HbA Ic sa kalibrovali podl'a
normy Svetovej federacie klinickej chémie a laboratornej mediciny (IFCC). Lipidovy profil (celkovy
cholesteral, HDL, LDL aTG) bol stanoveny enzymatickou metédou.

AGEs boli stanovené spektrofluorimetricky (exc.345 nm/em. 455 nm).
AOPP boli stanovené spektrofotometricky (Azs).

Normalitu rozdelenia dat sme testovali pomocou Shapiro-Wilkovho testu. Stbory s normalnym
(Gaussovym) rozdelenim sme porovnavali pomocou neparového Studentovho t-testu avysledky sme
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vyjadrili ako priemer + SD. V pripade vyskytu nenormalneho rozdelenia dat sme na porovnavanie
pouzili neparametricky Mann-Whitneyho test. Vzt'ahy medzi parametrami v jednotlivych skupinach
sme zistovali pomocou Pearsonovho korelacného koeficientu. Statisticka signifikancia bola

definovana, ak p<0,05.

Vysledky

parameter DK-DCn=11 DK+DC n=11 ZK-DC n=10 ZK+DC n=21 KSn=35

Vek (r.) 57,38+9,94%*° | 73+9,5913° 54+12,94%7 65,88+7,87%%° 49,49+5 6457
Trvanie DM | 7,29+5,65%" 14,83+5,53%° 6+3,94%" 13,25+5,51%° -

(r)

BMI 30,75+6,55° 28,92+4,31° 36,05£9,22%*° | 29,5243,68%° 25,98+4,234
HbA1c (%) 4,86+0,68%%% | 5,42+0,37+%* 8,090,657 7,83+0,89"7 -

TC (mmol 1) | 4,68+0,81* 4,53+0,86° 5,45+0,74%° 521+1,01° 5,240,72
HDL (mmol I" | 1,47+0,37>* 1,3440,49" 1,08+0,20"° 1,14+0,28"° 1,42+0,35>"
1

)

LDL (mmol I" | 2,55+0,76>" 2,47+0,55%° 3,31+0,63%° 2,94+0,79° 3,73+0,97%34
1

)

TAG (mmol |" | 1,46+0,77° 1,66+0,63° 2,36+0,59"*° 3,31+3,82° 1,26+0,61%
1

)

AGEs 80,56+12,71%3% [ 93,43+£10,08"3*° | 128,31+5,397%%° | 159,39+47,73%%%° | 81,19+14,64>%*
(AUlg

proteinov)

AOPP(umol/l) | 109,58+48,88 | 105,56+36,15 88,59+42,22° 121,94+53,86% | 88,61+35,06"

Tab. 1.: Klinické a biochemické parametre pacientov s DM2 a kontrolnegj skupiny
L. signifikantny rozdiel v porovnani s DK-DC

2. signifikantny rozdiel v porovnani s DK+DC

- signifikantny rozdiel v porovnani s ZK-DC

- signifikantny rozdiel v porovnani s ZK+DC

- signifikantny rozdiel v porovnani s KS

w

4
5

Zistili sme signifikantne zvySené hladiny AGEs uZK+DC (159,39+47,73 AU/g proteinov)
(p<0,0001), ZK-DC (128,31+5,39 AU/g proteinov) (p<0,0001), DK+DC (93,43+10,08 AU/g
proteinov) (p<0,05), ale nie uDK-DC (80,56+12,71 AU/g proteinov) pacientov V porovnani so
zdravou KS (81,19+14,64 AU/g proteinov). V oboch skupinach ZK a DK pacientov sme nasli
signifikantne zvySené hladiny AGEs u pacientov +DC v porovnani s pacientmi —-DC (Tab. 1).

Zistili sme signifikantne zvySené hladiny AOPP len u ZK+DC pacientov (121,94+53,86 pmol/l)
v porovnani s KS (88,61+35,06 pmol/l) (p<0,05). U ZK pacientov sme pozorovali signifikantne
zvys$ené hladiny AOPP u pacientov +DC v porovnani s —DC pacientmi (Tab. 1). U DK pacientov sme
nenasli signifikantny rozdiel v hladinach AOPP medzi pacientmi +DC a—-DC.

Zistili sme signifikantné korelacie AGEs s HbAlc uZK+DC (r=68; p=0,001), ZK-DC (r=0,93;
p=0,0003), DK+DC (r=0,67; p=0,0255), DK-DC (r=0,7; p=0,0187) pacientov asignifikantné
korelacie AOPP s HbAlc uZK+DC (r=0,56; p=0,0094), ZK-DC (r=0,85; p=0,0029) au DK-DC
(r=0,63; p=0,0404) pacientov.

Zistili sme signifikantné korelacie AGEs a AOPP u ZK+DC (r=0,54; p=0,0126) au ZK-DC (r=0,92;
p=0,0005) pacientov. U DK pacientov sme korelacie medzi AGEs a AOPP nenasli.

U ZK+DC pacientov sme pozorovali signifikantni korelaciu AGEs s TC (r=0,55; p=0,0104), sLDL
(r=0,43; p=0,0326) a negativnu korelaciu s HDL (r=-0,47; p=0,0319).
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Diskusia
V naSej praci sme pozorovali zvySené hladiny AGEs u ZK +DC a ZK-DC pacientov Vv porovnani soO

zdravou KS. Nase vysledky poukazujt na to, ze ak je pacient dobre kompenzovany, tak hladiny AGEs
su signifikantne niZsie.

U DK pacientov sme pozorovali signifikantne zvySené hladiny AGEs len u DK+DC pacientov, to
znaci, ze ak su diabetické komplikacie uz pritomné , zlepSenie glykemickej kompenzacie samo o sebe
nemusi byt dostatocné, aby zabranilo d’al$ej progresii tychto patologickych procesov. Bez ohl'adu na
glykemicki kompenzaciu st nase vysledky v silade s pracou (3). Na rozdiel od vysledkov prace (4)
sme nasli signifikantny rozdiel v hladinaich AGEs u ZK+DC pacientov V porovnani s ZK-DC
pacientmi, g u DK+DC pacientov v porovnani s DK-DC pacientmi.

Signifikantne zvySsené AOPP sme pozorovali iba u ZK+DC pacientov v porovnani so zdravou KS.
Tieto vysledky poukazuju na zvySeny oxida¢ny stres najmd uZK+DC pacientov. Signifikantne
zvysené hladiny AOPP u ZK pacientov bez ohl'adu na vyskyt diabetickych komplikécii boli sledované
g Vv praci (5).

Nezistili sme signifikantny rozdiel v hladinach AOPP u DK+DC pacientov v porovnani s DK-DC
pacientmi, ¢o je v zhode spracou (4). AvSak sme pozorovali signifikantne zvy$ené hladiny AOPP u
ZK+DC pacientov v porovnani s ZK—DC pacientmi podobne ako v praci (6).

Zvysené hodnoty markerov glykacného a oxidacniho stresu a u tychto diabetikov zrejme poukazuji na
nedostato¢nt farmakologicku a nefarmakologicku terapiu, ktora vedie k akumulacii tychto produktov
V tkanivach s naslednym rozvojom chronickych diabetickych komplikécii. Preto normalizacia hodndt
tychto markerov vhodne zvolenou terapiou by mala viest’ asponi k oddialeniu rozvoja diabetickych
komplikacii.

Pouzita literatura

1. MadonnaR, De Caterina R: Cellular and molecular mechanisms of vascular injury in diabetes-
part |: pathways of vascular disease in diabetes. Vacsul Pharmacol, 2011;54 (3-6): 68-74.

2. MadonnaR, De Caterina R: Cellular and molecular mechanisms of vascular injury in diabetes-
part I1: Cellular mechanisms and therapeutic targets. Vacsul Pharmacol, 2011;54 (3-6): 75-79.

3. Bush M, Franke S, Stein G, Wolf G; Collaborative Study Group: Is the serum concentration of
pentosidine a predictor of cardiovascular events in patients with type 2 diabetes and kidney
disease? Dtsch Med Wochenschr, 2007; 132 (36):1810-1814.

4. Abou Seif MA, Youssef AA: Evaluation of some biochemical changes in diabetic patients.
Clin Chim Acta, 2004; 346 (2): 161-170.

5. Cakatay U: Protein oxidation parameters in type 2 diabetic patients with good and poor
glycaemic control. Diabetes Metab, 2005; 31(6): 551-557.

6. PanH Z, Zhang H, Chang D, Li H, Sui H: The change of oxidative stress products in diabetes
mellitus and diabetic retinopathy. Br J Ophthalmol, 2008; 92 (4): 548-551.

155



V II. VEDECKA KONFERENCIA DOKTORANDOV LF UK

35. Ucinnost topickej terapie na multirezistentné
bakteridlne kmene izolované z popaleninovych ran
pacientov

MUDr. Marianna Hajska"
(chirurgia)

Skolitel’: doc. MUDr. Jén Koller, PhD.*
Klinika popalenin a rekonstrukénej chirurgie LFUK a UNB

Uvod

Popaleniny st jednym zo zdravotnych problémov v modernej spoloCnosti, ktoré si spojené
Snenapravitelnymi poskodeniami a mnohymi vedlajsimi problémami pre pacientov a ich rodiny. [1]

Pricinou smrti pacientov, ktori prezili inicialny popaleninovy inzult aresuscitatné obdobie su
najcastejSie infek¢éné komplikacie. NajcastejSim povodom tychto komplikacii je samotna popaleninova
rana, z ktorej sa méze rozvinut’ najzavaznejsia celkova infekéna komplikacia — sepsa z popaleninovej
rany. [2] Odhaduje sa, ze 75% mortality nasledkom popaleninovej traumy je v priamej svislosti
sinfekciou. [3] [4] [9]

Dolezité je uvedomit si skutocnost, ze pomerne rozsiahle oblasti popaleninovej rany tvoria
avaskularne nekrotické tkaniva. Celkovo podavané lieciva, najmé antibiotikd, sa nedokazu dostat’ do
tychto Casti rany a preto sa nemdzeme spoliechat” na ich pdsobenie pri prevencii a lieCbe infekcie
popaleninovej rany. Topické prostriedky maju kIa¢ovia tlohu v starostlivosti o popaleného pacienta,
nakol’ko sa aplikuju priamo na cielové miesto. Ztoho je zrejmé, Ze len topicka aplikacia
antimikrobialnych prostriedkov moze zaistit’ ich zodpovedajicu koncentraciu pritomna aspoil na
povrchu ranovych pldch, kde je riziko bakterialnej kontamindcie najvicsie. [6] [7] Popaleniny vedu k
strate  prvej linie imunologickej obrany, ktori predstavuje koza. Popaleni pacienti st
imunosuprimovani a je unich vysoké riziko vzniku infekcie vyvolanej hlavne nozokomialne
ziskanymi multirezistentnymi mikroorganizmami. [8]

Popaleninové centra na celom svete sa zaoberaju otdzkou ovplyvnenia infekcie popaleninovej rany
topickymi antimikrobialnymi prostriedkami a vytvaraji Stidie monitorujuce vyskyt mikroorganizmov
na jednotlivych pracoviskach. Medzi najcastejSie sa vyskytujuce kmene v popaleninovych ranach
patria Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Enterococcus faecalis,
Klebsiellasp. a Acinetobacter sp. [4] [9] [10]

Pri vybere vhodného systémového antibiotika pomahaju lekarovi vysledky mikrobiologickych
vysetreni, ako napr. stanovenie minimalnej inhibi¢nej koncentracie(MIC). Tieto vySetrenia vSak nie st
bezne dostupné pre topické antimikrobidlne lie¢iva a vyber vhodného z nich sa Casto uskutoc¢nuje len
podla klinického nalezu, skusenosti oSetrujiceho lekara, ¢i obvyklych postupov na dang klinike.
Jednym z celosvetovo najpouzivanejSich lie¢iv je sulfadiazinum argentum 1% , ktory sa vdaka
jednoduchému a bezbolestnému pouzitiu, nizkej toxicite a baktericidnemu efektu stal zlatym
Standardom medzi topickymi antimikrobialnymi prostriedkami. AvSak aj toto lieCivo ma neziaduce
ucinky ako redukcia bielych krviniek, zvySena pigmentacia koze, zvySena bakteridlna rezistencia. [1]
Z tohto dovodu sa v popaleninovych centrach vedci pracujtci v laboratériu ako aj lekari oSetrujuci
pacientov snazia overit’ ucinnost dostupnych topickych antimikrobidlnych prostriedkov. Ciel'om
projektu realizovaného na Klinike popalenin a rekonstrukénej chirurgie LFUK aUNB bolo zistit
ucinnost’ bezne pouzivanych topickych antimikrobialnych prostriedkov na multirezistentné bakterialne
kmene izolované z popaleninovych ran pacientov.
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Metodika

V spolupraci s Mikrobiologickym ustavom LFUK sme vytvorili zbierku multirezistentnych
bakterialnych kmenov izolovanych z popaleninovych ran pacientov hospitalizovanych na Klinike
popalenin a Rch LFUK a UNB. Z nej sme vybrali 5 kmenov (zoznam a rezistencia uvedena v Tab. 1)
atestovali sme ucinnost’ topickych prostriedkov pomocou modifikovanej metodiky vypracovanej
Hammond et al. [11]. Hodnotili sme u¢innost’ 9 topickych pripravkov (zoznam a zloZenie uvedené
v Tab. 2) na niz8ie uvedené kmene v planktonickel forme.

Na Petrino misku s Luria-Bertani tuhym kultivaénym médiom (LB-agar) sme ulozili tri celulozové
disky ana kazdy z nich sme aplikovali 10ul bakteridlnej suspenzie s koncentraciou 10*CFU/ml. Disky
sme potom prekryli gdzovym Stvorcom (vel'kosti 5x5c¢m) obsahujucim liecivo (2ml roztoku, 1g krému
alebo masti), resp. impregnovanym obvdzom rovnakej velkosti. Nasledne sme priloZzené Stvorce,
impregnované obvizy zatazili malymi sterilnymi sklenenymi miskami a nechali inkubovat’ 24 hodin
pri 37 °C.

Potom sme kazdy disk preniesli do skimavky s 1ml Luria-Bertani tekutym kultivaénym médiom (LB-
bujon) aintenzivne vortexovali 3x2 mintty. Obsah skiimavky sme 4-krat nasledne zriedili
desiatkovym riedenim, takze sme zjedného disku ziskali 5 skumaviek. Z kazdej sktimavky sme
aplikovali 10ul na Petriho misku s LB-agarom na oznac¢ené miesto zodpovedajuce ¢islu skamavky. Po
20 hodinéch inkubéacie pri 37 °C sme spocitali kolonie formujuce jednotky (CFU) a prepocitali na
CFU/ml. Ak mnozstvo CFU aj v mieste zodpovedajucom najvacsiemu zriedeniu prekracovalo hodnotu
100, do vysledkov sme uviedli 108 CFU/ml. Postup prace sme zaznamenali fotograficky.

Tab. 1: Prehl'ad pouzitych mikroorganizmov

BAKTERIALNY KMEN | REZISTENCIA NA

Pseudomonas aeruginosa ampicilin, ampicilin+sulbaktam, piperacilin+tazobaktam, cefuroxim,
cefotaxim, cefepim, meropenem, gentamicin, ciprofloxacin,
kotrimoxazol

Staphylococcus oxacilin, erytromycin, kotrimoxazol, ciprofloxacin, bacitracin,

haemol yticus neomycin, gentamicin

Enterococcus faecalis piperacilin+tazobaktam, erytromycin, ciprofloxacin, gentamicin

Escherichiacoli rezistentcia na ampicilin, ampicilin+sulbaktam, cefuroxim, cefotaxim,
cefoperazon, ceftazidim, cefepim, aztreonam, ciprofloxacin

Staphylococcus aureus | oxacilin, erytromycin, klindamicin, ciprofloxacin, moxifloxacin

MRSA
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Tab. 2: Prehl’ad testovanych topickych antimikrobidlnych prostriedkov

Acidum aceticum 1% priprava magistraliter

Nitrofurantoin 0,2% priprava magistraliter

Sulfadiazinum argentum 1% pri testovani bol pouzZity komeréne vyrabany preparat
Dermazine” crm., SANDOZ Ph.

Neomycinum + Bacitracinum pri testovani bol pouzity komeréne vyrdbany preparat

Framykoin® ung., ZENTIVA

Acidum aceticum 1% +
Sulfadiazinum argentum 1%

Acticoat”, SMITHandNEPHEW vntorna  vrstva zrayon/polyesteru  avonkajSie  vrstvy
Z polyetylénu potiahnutého nanokrystalickym striebrom

Atrauman”, HARTMANN nosny materidl zpolyamidovych vldkien potiahnuty
elementarnym striebrom

Aquacel“Ag, CONVATEC hydrokoloidné vlakna, Nakarboxymethylceluléza s obsahom
1,2% i6nového striebra

lalugen” Plus, IBSA natrii hyaluronas 0,05%, sulfadiazinum argentum1%

Vysledky

(Sumarny prehl'ad ziskanych vysledkov ucinnosti jednotlivych topickych prostriedkov na pouzité
bakterialne kmene je uvedeny na Obr. ¢.1.)

Roztoky:

Acidum aceticum (AA1%) — mal preukazany bakteriostaticky uc¢inok na kmene E.faecalis a E.coli,
u ktorych z povodného mnozstva 10* CFU/ml zniZil svojim pdsobenim mnoZstvo baktérii na 4.107,
resp. 3.10° CFU/ml, na ostatné tri testované kmene mal 100% baktericidny ucinok

Nitrofurantoin (FUR) — na kmen P. aeruginosa neu¢inkoval vobec, avsak v pripade ostatnych §tyroch
testovanych kmenov bola jeho baktericidna schopnost’ 100%

Krémy a masti:

Sulfadiazinum  argentum (Dermazine® crm.) — jeden snajicinnejsich testovanych topickych
prostriedkov, baktericidna u¢innost’ na vsetky pouzité kmene 100%

Neomycinum + Bacitracinum (Framykoin®ung.) - na vsetky pouzité bakteridlne kmene preparat
neucinny, vysledky pri jeho pouziti zhodné s pouzitim sterilného gdzového Stvorca.

3. Kombinécie krému a roztoku:

Acidum aceticum + Sulfadiazinum argentum - vysoko ucinna kombinacia, 100% baktericidny u¢innok
na vSetky pouzité kmene

4. Impregnované obvizy (komercne vyrabané preparaty):

Acticoat” - jeden snajuginnejich testovanych topickych prostriedkov, 100% baktericidny G&inok na
vsetky pouzité kmene

Atrauman” - na pouzité kmene preparat neuéinny, vysledky pri jeho aplikacii zhodné s pouzitim
sterilného gazového Stvorca.

Aquacel®Ag - jeden snajuginnejsich testovanych topickych prostriedkov, 100% baktericidny G&inok
na vSetky pouzité kmene

lalugen® Plus - jeden s najti¢innejsich testovanych topickych prostriedkov, 100% baktericidny G&inok
na vsetky pouzité kmene
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1,00E+08-
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Obr.1: vysledné hodnoty zobrazujuce maximalny rast baktérii (v. CFU/ml) po 24hod pdsobeni
testovanych lieCiv a pred ich aplikaciou. (1,00E+08 CFU/ml zodpovedd mmnozstvu rovnému prip.
véatsiemu ako 10 CFU/mI.)

Diskusia
Zvyssie uvedenych vysledkov vyplyva, Ze v pripade neznameho bakteridlneho osidlenia
popaleninovej rany za ucelom kontroly ranovej infekcie je vhodné pouzit jeden z nasledovnych

topickych antimikrobidlnych prostriedkov - Sulfadiazinum argentum, Acidum aceticum +
Sulfadiazinum argentum, Acticoat™, Aquacel“Ag, lalugen® Plus.

Stcasne je potrebné zdoraznit, ze podla vysSie prezentovanych vysledkov by sa empirické pouzitie
topickych prostriedkov - Neomycinum + Bacitracinum a Atrauman® malo obmedzit’ na minimalnu
mieru z dévodu nedostato¢nej Géinnosti tychto lie¢iv na v tomto projekte pouzité multirezistentné
bakterialne kmene.

K najéastejSie pouzivanym topickym prostriedkom na Klinike popalenin a Rch v Bratidave patria
Acidum aceticum, Sulfadiazinum argentum aich kombinacia. Zistenia Koo et el. [12] rovnako ako
vysledky nasho projektu potvrdili baktericidnu ucinnost’ dobre dostupného lieCiva Sulfadiazinum
argentum napriek jeho dlhodobému a &astému pouZivaniu. Dalsie dobre dostupné lie¢ivo
S bakteriostatickym a na niektoré kmene az baktericidnym ucinkom je Acidum aceticum, ktoré aj
Ryssel et d. [13] [14] povazuji na zaklade viacerych $tudii za vel'mi vhodnu stGcast’ starostlivosti
o popalené plochy. Z lieCiv vyrobenych v poslednych 10 rokoch je podla stidie realizovanej na
pacientoch hospitalizovanych na Klinike popalenin a Rch v Bratislave [15] veI'mi ti¢innou kombinacia
natrii hyaluronas + sulfadiazinum argentum. Vysledky nasho laboratormeho testovania potvrdzuju
vybornu baktericidnu uc¢innost’ tejto novej kombinacie na baktériach v planktonickej forme. Do
skupiny baktericidne posobiacich impregnovanych obvdzov patri podla vyssie uvedenych vysledkov
tiez Acticoa”, ktorého vysoki G&innost’ na infekcie popaleninovych ran vyvolané baktériou
Acinetobacter baumannii potvrdili testy na potkanoch vykonané Uygur F. et a. [16] Klinicka studia
vykonana Marbrouk et a. [17] hodnotila u popalenych pacientoch mnoZstvo aspektov topickej lie¢by
aukézala vyborné vlastnosti d’alsieho z impregnovanych obvizov, Aquacel®Ag, ktory sa aj v nasom
projekte ukéazal ako baktericidne uc¢inné topické lieCivo.
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Uvod

Jeden zvyznamnych faktorov, ktory moze negativne ovplyvnit' vyslednu zrakovi ostrost’ je
indukovany ¢ize chirurgicky navodeny astigmatizmus.

Na pooperaény astigmatizmus ma vplyv operatna incizia, astigmatizmus zavisi od jej dizky,
lokalizacie, konfiguracie (1).

Otvorenie prednej komory inciziou pri operacii katarakty je dolezity krok, ktory porusi integritu oka a
ovplyvni refrakciu oka (opticky systém oka).

V naSej praci sme chceli objektivne zistit’ velkost’ astigmatizmu spdsobeného operaciou katararakty
po 3,0 mm superotemporalnom rohovkovom tunelovom reze upravych o¢i a superonazilnom
ulavych o¢i, urcit velkost rohovkového indukovaného astigmatizmu prvy den atri mesiace po
operacii katarakty, zistit', ¢i je rozdiel v indukovanom astigmatizme medzi pravymi a l'avymi o¢ami.

Metodika

Sledovali sme 57 pacientov (63 o¢i), 31 zien a 26 muzov vo veku od 25 do 86 rokov, priemerny vek
70,5 roka. Zo 63 oci je 34 pravych a 29 'avych. Do prospektivnej $tudie sme nezaradili o¢i v minulosti
operované a o¢i S ochorenim rohovky.

Operéacie boli vykonané v peribulbarnej anestéze 0,5% bupivacain hydrochlorid 2,0 ml a topickej
anestéze 0,4 % Oxybuprocain hydrochlorid kvapky.

V meridiane 120° sme robili rohovkovy tunelovy rez 70 stupnovym 3,0 mm Sirokym diamantovym
fako nozom Meyco 208 (Anton Meyer [1 CO.LTD) (Obr.1). Rohovkovy tunel mal irku 3 mm a dizku
1,5 az 2,0 mm. Paracentézu diamantovym nozom Meyco 111 (Anton Meyer [J CO.LTD) 0,9 mm
Siroktl sme robili na Cisle 2:00 h. Po instilacii 2,5% hydroxymetylcelulézy nasledovala kontinualna
cirkularna kapsulorhexa, hydrodiskcia, hydrodelineacia, Standardna koaxialna fakoemulzifikacia jadra
technikou fako chop, alebo fako crack fakoemulzifikatoromi Millennium (Bausch [ Lomb Surgical),
Orbit (Oertli). Kortex sme odsavali bimanudlnym iriga¢no/aspiraénym systémom. Implantovali sme
mikké hydrofilné monofokalne akyladtové zadnokomorové SoSovky (Aqua Sense, Ophthalmia
Innovations International) injektorom cez cartridge (Viscoject 2.2, Medicel AG) do puzdra. Po odsati
hydroxymetylcelulézy na konci operacie sme skontrolovali vodotesnost’ rany. Opera¢nii ranu sme
stehom nezaistili ani raz.
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Obr.1. (Trnavec) Superotemporalny rohovkovy tunelovy rez, vykonany 3,00 mm/70° diamantovym
fako nozom ME-208 (Anton Meyer & CO.LTD).

Pooperacne pacienti uzivali lokalne kvapky tobramycin s dexametazonom sedem dni pét’ krat denne,
potom tri tyzdne len dexametazon kvapky v klesajicich davkach.

Na presnt identifikaciu zakrivenia rohovky bol pouzity pocitatovy rohovkovy topograf (EyeSys
Corneal Analysis System, EyeSys Laboratries, Inc.). Topografické merania sa robili pred operaciou,
prvy den a tri mesiace po operacii katarakty. VSetky merania robil jeden lekar.

Na vypocet priemerného predopera¢ného, poopera¢ného aj indukovaného astigmatizmu sme pouzili
hodnoty topografickej keratometrie.

V praci sme velkost’ indukovaného astigmatizmu pocitali pomocou vektorovej analyzy (2).

Na statisticka analyzu sme pouzili dvojstranny parovy Studentov test. Za Statisticky vyznamné sme
povazovali p hodnoty mensie ako 0,05.

Vysledky

Tabul'ka 1 ukazuje velkost’ priemerného rohovkového predoperacného astigmatizmu 0,52 D, ktory
signifikantne vzrastol prvy den po operacii katarakty na 0,86 D a otri mesiace klesol takmer na
povodnu velkost’ 0,56 D. Obdobny vysledok je na pravych aj l'avych ociach.

Statisticky vyznamny rozdiel sme nenasli medzi celkovym priemernym predoperaénym rohovkovym
astigmatizmom a priemernym pooperaénym astigmatizmom tri mesiace po operacii.
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Tabul’ka 1. Celkovy priemerny predoperacny a pooperacny rohovkovy astigmatizmus

Astigmatizmus Astigmatizmus Astigmatizmus
Predoperacny pooperacny 1.den pooperacny 3 mes.
Pocet o¢i (n=63) Pocet o¢i (n=63) Pocet o¢i (n=63)
O Velkost’ (D) 0,518 0,857 0,563
Str. kv. chyba 0,422 0,497 0,371
Rozsah 0,040 - 2,120 0,175 - 2,650 0,035 - 2,105
Stat. vyzn. p - 0,0001 0,526
PO (34) LO (29) PO (34) LO (29) PO (34) LO (29)
O Velkost’ (D) |0,460 0,587 0,813 0,908 0,547 0,583
Str. kv. chyba 0,313 0,520 0,416 0,581 0,328 0,422
Rozsah 0,040- 0,060- 0,245- 0,050-
1,245 2,120 1,760 0,175-2,650 | 1,230 0.035-2,105
Stat. vyzn. p - - 0,0001 0,03 0,267 0,975

Str. kv. chyba— stredna kvadraticka chyba; PO = pravé o¢i,

Tabul'ka 2 uvadza hodnotu priemerného indukovaného astigmatizmu, ktory prvy poopera¢ny deni
signifikantne vzrastol na 0,68 D, nasledne po troch mesiacoch indukovany astigmatizmus sa
signifikantne znizil na hodnotu 0,39 D. Vyznamny rozdiel vindukovanom astigmatizme medzi

pravymi a lavymi o¢ami sme nezistili.

Tabul’ka 2. Priemerny indukovany astigmatizmus prvy pooperacny deii atri mesiace po operacii

LO =Tavé oci; D = dioptria

katarakty
Indukovany Indukovany
astigmatizmus 1. den astigmatizmus po 3 mes.
Pocet o¢i (n=63) Pocet oci (N=63)
O Velkost’ (D) 0,680 0,3%4
Str. kv. chyba 0,392 0,255
Rozsah 0,159 — 1,758 0,048 - 1,399
Stat. vyzn. p 0,00010 0,00000
PO (34) O (29) PO (34) LO (29)
O Velkost’ (D) 0,629 0,740 0,376 0,416
Str. kv. chyba 0,369 0,415 0,214 0,298
Rozsah 0,218-1,574 0,159-1,758 0,071-0,960 0,048-1,399
Stat. vyzn. p 0,40694 0,00000 0,00214 0,00003

Str. kv. chyba — stredna kvadraticka chyba; PO = pravé o¢i, CO = l'avé o¢i; D = dioptria
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Diskusia

V naSom prospektivnom stibore 57 pacientov (63 oci, 34 pravych, 29 Tavych) sme mali celkovy
priemerny predopera¢ny rohovkovy astigmatizmus 0,46 D u pravych oc¢i, 0,59 D ulavych odi, tri
mesiace po operacii katarakty bol priemerny poopera¢ny rohovkovy astigmatizmus 0,55 D u pravych
o¢i a 0,58 D uTlavych oc¢i. Nenasli sme Statisticky vyznamny rozdiel medzi celkovym priemernym
predoperaénym rohovkovym astigmatizmom a priemernym pooperacnym astigmatizmom tri mesiace
po operacii katarakty.

Beltrame a spal.(3) u rovnakého rezu, len 3,5 mm mali priemerny predoperacny astigmatizmus 0,63 D
u pravych oci, 0,78 D u l'avych oci, po troch mesiacoch bol priemerny pooperacny astigmatizmus 0,90
D u pravych o¢i, 0,88 D u l'avych oc¢i.

Vysledny indukovany astigmatizmus po troch mesiacoch u nasich pacientov bol 0,38 D na pravych
oCiach, 0,41 D uTlavych oci. Beltrame aspol. (3) uvadzaju priemerny poopera¢ny indukovany
astigmatizmus po troch mesiacoch 0,68 D u pravych o¢i, 0,66 D u 'avych oci.

Rainer aspol. (4) v skupine pacientov, kde pouzili identicky rez ako my, mali po troch mesiacoch
priemerny indukovany astigmatizmus 0,88 D u pravych o¢i a 0,90 D u l'avych o¢i.

U pacientov v skupine po tradicnom koaxidlnom faku Krootila popisal chirurgicky indukovany
astigmatizmus 0,99 D prvy pooperacny den a 0,59 D po troch mesiacoch. Operacie vykonal cez 3 mm
rez, ale umiestneny temporalne (teda v osi 0°, 180°)(5).

Nam vysiel mensi indukovany astigmatizmus v porovnani s uvedenymi literarnymi tidajmi Beltrame
aspal. (3), Rainer aspol. (4), Kroatila (5).

V nasej praci sme d’alej zistovali, ¢i je rozdiel v indukovanom astigmatizme medzi pravymi a lavymi
oCami.

Nezistili sme vyznamny rozdiel v indukovanom astigmatizme medzi pravymi a 'avymi o¢ami. Horsi
pristup k l'avému oku pre pravaka nemal vplyv na indukovany cylinder na rozdiel od zisteni Jacobsa a
spol.(6) (poznamka: operatér sedi za hlavou pacienta, pravak ma horsi pristup k l'avému oku, pristup
stazuje vac¢si nadoCnicovy obuk i nos, ¢o by mohlo spdsobit’ va¢siu traumatizaciu rany).

Beltrame aspol.(3), Rainer aspol.(4) vo svojich $tadiach v zhode sSnami nenasli Statisticky
signifikantny rozdiel v indukovanom astigmatizme medzi superotemporalnym rezom u pravych oci
asuperonazalnym rezom u lavych oc¢i.

Vysvetlenie, preco superotemporalny, superonazalny rohovkovy rez (rez v meridiane 120°) nesposobi
velky indukovany astigmatizmus by mohla vysvetlit Smolekova praca (7). Smolek vo svojej
experimentalnej praci zistil, Ze interlamelarne kohezivne sily v nazéalnej atemporalnej periférii
rohovky su vicsie.

Vznik malého astigmatizmu pri tomto operacnom reze by by mohla vysvetlit’ aj histologicka praca P.
Emesta. Rohovka na limbe (prechod rohovky do skléry) obsahuje elastin a fibroblasty na rozdiel od
centralnejSej rohovky. Fibroblasty maji kIicova tlohu v procese hojenia, elastin je zodpovedny za
pruznost’. Preto rana na limbe sa hoji rychlo, nadobudne poévodnt konfigurdciu, je teda stabilna a
indukuje mensi astigmatizmus. Avaskuldrna rohovka neobsahuje fibroblasty, ale keratocyty, ktoré sa
metapldziou menia na fibroblasty, to trva 30-60 dni a az potom pokracuje proces hojenia. Preto sa rana
v centralnej Casti rohovky hoji dlho (8).

Nasa praca potvrdila, ze 3,0 mm superotemporalny rohovkovy tunelovy rez upravych oci
asuperonazalny rohovkovy tunelovy rez u l'avych o¢i je minimalne invazivny, nesposobuje klinicky
vyznamny indukovany astigmatizmus.
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Uvod

Vyznam scintigrafickej lokalizacie hyperfunkéného pristitneho telieska a jej vplyv na planovanie typu
opera¢ného vykonu pri primarnej hyperparatyreéze (pHPT) je dostato¢ne dokumentovany (1,2,3):
pacienti so solitarnym ortotopickym adendémom pristitnych teliesok mézu profitovat’ z minimalne
zat'azujuceho, miniinvazivneho chirurgického vykonu, ktory mozno v niektorych pripadoch realizovat’
aj v lokalnej anestéze (4,5). Bez korektnej informacie o lokalizacii hyperfunkéného pristitneho telieska
je potrebnad bilaterdlna chirurgickd exploracia krku, ani t4 vSak neumozni identifikovat pripadné
ektopické pristitne teliesko.

Technika SPECT/CT v porovnani s klasickou planarnou scintigrafiou priniesla zlepSenie senzitivnosti
(76 vs. 92-96%) (6,7,8,9) a umoznila najmd presnejSiu anatomicku lokalizaciu hyperfunkénych
pristitnych teliesok (1), technika je vSak Casovo naro¢nejSia a zatial dostupna len obmedzene.
Predbezné literarne udaje naznacuju, ze planarne zobrazenie pomocou pinhole kolimatora ma pri
zobrazeni ortotopickych PT na krku porovnatel'nt senzitivitu ako SPECT/CT (1).

Cielom prace je retrospektivne zhodnotenie miery detekcie (detection rate) hyperfunkéného
pristitneho telieska u pacientov s laboratornym nalezom svedciacim pre primarnu hyperparatyredzu
(PHPT) pomaocou planarneho zobrazenia vo viacerych projekciach s pouzitim pinhole kolimatora.

Material a metédy

Retrospektivne boli analyzované scintigrafické nalezy u 123 pacientov s laboratornym nalezom
sved¢iacim pre pHPT, ktori nésledne podstupili rddionavigovanu chirurgicka paratyreoidectomiu na
chirurgickom pracovisku Rooseveltovej nemocnice v obdobi od 1.1.2008 do 31.12.2011.

Vysetrenie bolo realizované pomocou gamma kamery Sopha DSX s pinhole kolimatorom.
Subtrak¢nou technikou dvoch radiofarméak /dvoch snimani (dual tracer/dual phase): ako prva bola
realizovand scintigrafia Stitnej zl'azy so 150MBq 99mTc-pertechnetatu, s naslednym podanim 400mg
KCI10O4 p.o. (¢im sa dosiahlo urychlené vyplavenie 99mTc-pertechnetatu z parenchymu stitnej zl'azy).
S ¢asovym odstupom 1-2 hodiny sa pokracovalo s aplikidciu 600MBq 99mTc-MIBI a nasledné v¢asné
(10-15 min) a neskoré snimanie (2 hod). Vo véasnej fize snimania bola realizovana predna projekcia,
prava a l'ava predna Sikma projekcia, v pozdnej faze minimalne jedna predna projekcia. Vo vcasnej
faze snimania bola doplnend g plandrna projekcia anterior s koliatorom LAEP na celti oblast’
mediastina a jugula a v pripade podozrenia na ektopické PT bolo doplnené aj SPECT vySetrenie
hrudnika. Na zaver bola realizovana pocitacova subtrakcia obrazu Stitnej zl'azy s 99mTc od obrazu
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99mTc-MIBI, v typickom pripade zostal obraz hyperfunkéného pristitneho telieska. Metodika je v
sulade s odporacaniami EANM (1,3), s€asti prispésobena podmienkam pracoviska.

Pri operacii bola pouzitd gama sonda Gamma Sonic Probe. Predoperacne bolo kazdému pacientovi
aplikované 370 - 550 MBq 99mTc-MIBI. Verifikovana bola sérova hladina vapnika pred operaciou a
24 hodin po operacii a tieZ peroperacna hodnota iPTH na vc¢asné potvrdenie uspeSnosti operacie.
Kazdé extirpované tkanivo bolo podrobené histopatologickému vySetreniu. Za Standard pravdy bol
povazovany peroperacny pokles iPTH na menej ako 50% vychodiskovej hodnoty a jeho pokles na
normalnu hladinu do 24 hodin po operacii.

Vysledky

Vysetrenych bolo 123 pacientov, 115 (93%) zien a 8 (7%) muzov, vo veku od 18 do 79 rokov,
priemerny vek 58 rokov. Predopera¢na hodnota parathorménu bola v rozmedzi od 68,6 do 780 pg/ml

(referenéné hodnoty: 15-65 pg/ml). Predoperacné sérové hodnoty kalcia boli v rozmedzi od 2,49 do
3,89 mmol/l (referen¢né hodnoty: 2,25 — 2,70 mmol/l).

Scintigrafia. Scintigrafia s pinhole kolimatorom identifikovala 131 patologickych PT, pricom u 7 z
nich bol nalez falo$ne pozitivny (5,3%). Spravna identifikacia bola u 124 (94,7%) pristitnych teliesok.
Lokalizacia patologickych PT podla scintigrafie bola nasledovna: 15 (12%) vpravo hore, 16 (12%)
vlavo hore, 58 (44%) vpravo dole, 38 (29%) vlavo dole, 4 (3%) ektopicky v mediastine. Typicka
99mTc-MIBI retencia bola sledovatel'na len u 72 adenémov (57%), kym ostatné adenémy vykazovali
rychle vyplavovanie 99mTc-MIBI (rapid washout).

CHANGE OF SERUM PARTHYROID HORMONE LEVEL CHANGE OF SERUM CALCIUM LEVEL
PRE-and POST-OPERATIVE PRE-and POST-OPERATIVE
400 218,92 35 285
350 i 3 I
300 25 2,22
_ 250 -
£ 20 | i 3 ? i
5 preoperative £ s preoperative
150 m postoperative gL Epostoperative
100 46.53 1
50 05
0 0
Parathyroid hormone level Calciumlevel

Graf 1. a 2. Laboratérne nalezy parathorménu a sérového kalcia predoperacne a postoperacne.

Chirurgia Na miniinvazivny zakrok (MIRP) bolo indikovanych 92/123 (=75%) pacientov. U 13/123
pacientov (=10,5%) bola pouzita rozsirena unilateralna exploracia krku pre homolateralnu patologiu
Stitnej zlazy (patologicky uzol na scintigrafickom obraze Stitnej Zlazy). Bilateralna exploracia krku
bola realizovana u 18/123 (=14,5%) pacientov: v pripadoch multiglanduldrneho prostihnutia PT [6/123
(=5%)], v pripadoch sucasne planovanej operacie stitnej zlazy [24/123 (=20%)] a v pripadoch
zlyhania radionavigécie [5/123 (=4%)]. Sucasny operacny zakrok na $titnej zlI'aze [lumpectomia (14x),
lobectomia (5x), nTTE(5x)] bol vykonany u 24/123 (=20%) pacientov. U jedného pacienta bol
potvrdeny papilarny karciném Stitnej zl'azy (studeny uzol na pertechnetdtovom obraze Stitnej zlazy,
minimalna akumulacia na MIBI obraze). Ani v jednom pripade nebolo zaznamenané poranenie
laryngedlneho nervu. U 12 pacientov doslo k prechodnej postoperacnej hypokalcemii (nasledne
lieCenej suplementaciou kalcia).

Histologia. Solitarny adendm PT bol potvrdeny u 102 (86%) pacientov, multiglandularny adeném u 5
(4%), hyperplézia u 10 (9%) a karciném PT u 1 (1%) pacienta.

Diskusia
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Prezentované komplexné scintigrafické zobrazenie hyperfunkénych pristitnych teliesok dosahuje
vysokil mieru detekcie pri lokalizacii adendmov pristitnych teliesok u pacientov s pHPT a pri
stanoveni mnohocetného postihnutia. Uplatnenie viacerych projekcii umoznilo lepSiu orientaciu a
priestorovu lokalizaciu najmi u paraezofagealne a retroezofagealne ulozenych pristitnych teliesok.
NaSou metdodou dosiahnuta miera detekcie 94,7% je porovnatelna s 92-96% senzitivitou SPECT
(6,7,8), resp.96% senzitivitou SPECT/CT (9). Tomografické vySetrenie tak nie je nevyhnutné pre
lokalizaciu ortotopickych PT. Bez tejto techniky je vSak menej spolahliva lokalizacia ektopickych
pristitnych teliesok v oblasti mediastina.

Zaver: uvedené vysledky nam umoznuju konstatovat,, ze kombindcia plandrnych prednych a Sikmych
projekcii pomocou kolimatora pinhole s pouzitim dual tracer/dual phase subtrakénej techniky
umoznuje dostatocne spolahliva lokalizaciu hyperfunkénych pristitnych teliesok a spravnu indikaciu
minimalne invazivnych chirurgickych vykonov.

Perspektivou je redukcia davky MIBI pouzitej pri peroperacnej detekcii za ucelom minimalizacie
expozicie pacienta a personalu ionizujucemu ziareniu (10).
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Uvod

Liecba pacientov s akitnym infarktom myokardu (AIM) presla v poslednych rokoch zmenami, ktoré
zasadnym spdsobom ovplyvnili preZivanie tychto pacientov.

Ciel’
Analyza klinickych charakteristik a liecby u pacientov z okresu Bratislava V s diagnozou akutneho

infarktu myokardu (A1M) v rokoch 2006-2007 a dlhodoba prognoza tychto pacientov priemerne po 35
mesiacoch od prekonaného AIM.

Pacienti a metody

Prezentovany subor predstavuje 155 pacientov z okresu Bratislava V, ktori boli od januara 2006 do
decembra 2007 hospitalizovani na korondrnej jednotke IV. internej kliniky LFUK a na Oddeleni
akutnej kardiologie Narodného ustavu srdcovych chorob s diagnéozou AIM. Stbor sme analyzovali
Statistickym programom JMP 7. Distribliciu miery preZivania sme zist'ovali Kaplan-Maierovou
analyzou.

Vysledky

Z celkovo hospitalizovanych 155 pacientov S AIM (muzi/zeny 103/52; priemerny vek 62,4 £ 12,5
rokov) i§lo v 89 pripadoch o infarkt myokardu s elevaciami segmentu ST (STEMI) a v 66 pripadoch
oinfarkt myokardu bez elevacii segmentu ST (NSTEMI). Zeny so STEMI boli signifikantne starsie
(p=0,0006). U polovice pacientov so STEMI sme zaznamenali vyskyt artériovej hypertenzie,
hyperlipidémie a aktivneho fajcenia. Vyskyt artériovej hypertenzie bol ¢astejsi u zien (p=0,009). Muzi
boli Castejsie fajciari (p=0,0007). Takmer jednu Stvrtinu pacientov so STEMI tvorili diabetici. Vyskyt
diabetu medzi pohlaviami v8ak napriek vekovym rozdielom nebol Statisticky signifikantny. V skupine
NSTEMI malo anamnézu artériovej hypertenzie az 91,3% z celkového poctu zien s NSTEMI
(p=0,008). Zastipenie muzov fajciarov v skupine SNSTEMI bolo vyznamne vysSie ako zien (48%
verzus 17%, p=0,008). Selektivnu koronarografiu podstapilo 77,5% pacientov so STEMI a 42,4%
pacientov SNSTEMI. Perkutidnna koronarna intervencia sa realizovala u 71,9% pacientov so STEMI
a10,6% pacientov s NSTEMI. Nemocni¢na tmrtnost’” v celom subore bola 10,9%, nevyznamne
vyssia u pacientov so STEMI (16,7%) nez s NSTEMI (6,7%), priCom v skupine STEMI boli umrtia
signifikantne CastejSie u 0sob Zenského pohlavia (p=0,002). Neskoré umrtie po 35 mesiacoch od prvej
hospitalizacie sme zaznamenali u 17 pacientov, vyznamne castejSie u pacientov s NSTEMI nez
STEMI (p<0,05). Hospitalizacia z dovodu opakovaného infarktu myokardu po prepusteni bola vyssia
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u pacientov SNSTEMI (p=0,03). Potvrdili sme horSie prezivanie pre pacientov s NSTEMI
(p=0,011), vyznamnejsie v skupine muzov (p=0,017) - diabetikov a sucasne fajéiarov.
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Diskusia

Stratégie v prevencii alietbe kardiovaskularnych chordb musia byt komplexné s vyuzitim
najmodernejsej efektivnej lieCcby zameranej na sekundérnu prevenciu s dérazom na razantnt redukciu
rizikovych faktorov. Co sa tyka fajéenia, podobne ako v §tidii EUROASPIRE, sme aj my zistili
vysoky podiel aktivnych faj¢iarov v celom subore pacientov bez ohladu na typ AIM (1). Medzi
faj¢iarmi vyrazne dominovali muzi.

Zaujimavostou bolo zistenie, Ze napriek vekovej Struktire stboru (mlad$i muzi ako Zeny) sme
potvrdili rovnaky vyskyt diabetes mellitus medzi pohlaviami bez ohl'adu na typ AIM. Podobny posun
diagndzy diabetu do mladSich vekovych kategorii, pri nizSej hodnote BMI u muZzov zaznamenala aj
skupina skoétskych vedcov (2). Weitzman a spol. (3) zistili vysSiu 1-rocni mortalitu po prvom AIM
u diabetikov muZov v porovnani so Zenami.

Nemocni¢na mortalita naSich pacientov so STEMI je pri porovnani s registrom SLOVAKS o0 nie¢o
vy$sia, ale eSte v medziach hlasenych z ostatnych krajin Eurdpy (4, 5).

V hospitalizacnej faze maju pacienti s NSTEMI nizs$iu mortalitu u nez pacienti so STEMI, v prvom
polroku po AIM je mortalita v oboch skupinach porovnatel'na, po 4 rokoch od prekonania AIM je az
dvojnésobne vyssia (6). V naSom subore pacientov s NSTEMI za vyssiu neskorti imrtnost’ moze byt
zodpovedny najméd nizky podiel pacientov lieCenych koronarnou intervenciou, castejs$i vyskyt
viaccievneho postihnutia a prognosticky nepriaznivych rizikovych faktorov, ako su fajcenie
adiabetes mellitus v muzskej populacii a artériovej hypertenzie u Zien. I ked’ podiel naSich pacientov
SNSTEMI indikovanych na invazivnu diagnostiku bol o nie¢o vyssi ako v registri SLOVAKS 2008,
aj napriek tomu je pocet pacientov vySetrenych koronarograficky a stale neuspokojivo nizky (4,7).
Pomerne nizky v porovnani s registrom SLOVAKS je g podid pacientov SNSTEMI z nasho suboru,
ktori podsttpili PKI (8). VSeobecne na Slovensku, nielen na naSom pracovisku, by sa podiel pacientov
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SNSTEMI indikovanych na koronarografiu a pripadni naslednti revaskularizaciu mal podstatne

ZvySit'.
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39. Neuroendoskopia v lieCbe posthemoragického,
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Uvod

Akumuléacia zvySeného mnozstva tekutiny v intrakraniu bola popisovand uz Hippokratom, ktory
udajne aj vykonal prvli komorova punkciu (460 — 377 p.n.l.). Prvy morfologicky popis hydrocefalu s
dbérazom na rozsirenie komorového systému a utlak mozgu podal Andreus Vesalius (1514 — 1564).
Podrobnejsie ho d’alej popisali vo svojich pracach aj Jean Louis Petit ( 1664 — 1750) a Giovanni
Morgani (1682 — 1771), ktory popisal klinické symptomy hydrocefalu u dietat’a. Chirurgicka terapia
hydrocefalu sa rozvinula az za¢iatkom 20. storocCia. Predtym terapia spoc¢ivala skor v observacii ako v
intervencii.

V sucasnosti definujeme hydrocefalus ako symptomaticku progresivnu dilataciu komorového systému
dietata. Z funkéného hladiska rozliSujeme hydrocefalus obstrukény ( nekomunikujuci )
akomunikujuci hydrocefalus (porucha cirkuldcie CSF na urovni arachnoidalnych granulacii, napr. ako
dosledok pozapalovych zmien (1). Podl'a obdobia vzniku rodel'ujeme hydrocefalus na kongenitalny (
hydrocefalus rozvijajuci sa prenatalne ako dosledok vyvojovej anomalie najmé pocas 6. — 17. tyzdna
intrauterinného vyvoja — Arnold — Chiari malformacia, stenéza aqueduktu, Dandy Walker
malformdcia) a ziskany v dosledku infekcie, hemoragie, tumoru alebo traumy. V nasich podmienkach
je typicky kongenitalny hydrocefalus a posthemoragicky hydrocefalus po intraventrikuldrnej
hemoragii (IVH) néasledkom celkovej asfyxie u nezrelych novorodencov, pricom zvySené riziko IVH
je najma u deti vaziacich menej ako 1500 g. Postinfekény hydrocefalus ako néasledok neonatanej sepsy
je najcastejSim typom hydrocefalu v rozvojovych krajinach a je vac¢Sinou asociovany s gram —
negativnymi ¢revnymi baktériami (2).

Klinické prejavy hydrocefalu predstavuje zvySeny trend rastu hlavicky, vyklenuta velka fontanela a
symptomatologia zvySeného intrakranidlneho tlaku.

Chirurgicka terapia spoCiva v drendzi nadmerného obsahu cerebrospinalnej tekutiny a to do
vonkajSieho prostredia — externa drenaz alebo do telesnych dutin— interna drenaz (3). Externt drenaz
predstavuju komorové punkcie, zavedenie komorového rezervoara alebo kontinudlna externd drenaz
(4). Pod internti drendz zarad’'ujeme ventrikuloperitonealny, ventrikuloatrialny, ventrikulopleuralny,
ventrikulosubgalealny a lumboperitonealny shunt. Externti drendz povazujeme za docasné riesenie, pri
pretrvavajicej potrebe drénovania likvoru u dietata pristupujem k internej drendzi alebo k
neuroendoskopii (5, 6).

Ventrikuloperitonealny shunt (VPS) je najcastejSie vyuzivana forma internej drendze. Spociva v
drénovani likvoru z komorového systému do peritonealnej dutiny. Zabezpecuje spol'ahlivé drénovanie
takmer vSetkych typov hydrocefalu, je vSak zat'azeny vysokou mierou komplikacii — az 50% pacientov
je nutné chirurgicky revidovat’ do 2 rokov od imlantacie VPS pre mechanickt, infeként alebo funkénu
poruchu VPS.

Neuroendoskopia je vsucasnosti najmodernejSou metédou. Princip neuroendoskopicke)
ventrikulostomie tretegg mozgovel komory (ETV) spociva vo vytvoreni alternativnej cesty pre tok
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likvoru. Vytvorend stomia zabezpeci komunikaciu medzi III. komorou a interpedunkuldrnou
aprepontinnou cisternou a tym sa vytoria predpoklady pre nasledné fyziologické vstrebdvanie likvoru
(7). Dalsimi endoskopickymi vykonmi st septostomia, cystostomia, fenestracia intraventrikularnych
sépt, aqueduktoplastika a koagulacia chorioidalneho plexu.

Pri obStrukénom hydrocefale v dosledku tumoru mozgu je mozné vykonat’ popri ventrikulostomii aj
biopsiu tumoru a ev. parcialnu alebo rozsiahlu resekciu intraventrikularneho tumoru. Uspegnost’ liecby
tohto typu hydrocefalu je popisovana 83 — 95%, pricom najlepsSie vysledky st pri gliomoch
aependymomoch.

Metodika

V praci sme analyzovali 47 neuroendoskopicky rieSenych pacientov za 5 rocné obdobie 2007 — 2011
na Klinike detskgf chirurgie DFNsP aLFUK v Bratislave. Do $tadie boli zaradeni pacienti
sposthemoagickym (PHH), postinfekénym (PIH) akongenitailnym hydrocefalom (KonH).
Vyhodnocovali sme percentudlne zastipenie jednotlivych typov hydrocefalu podla etiologie ( PIH,
PHH, KonH), vek pacientov pri operacii ( < 6 mesiacov / > 6 mesiacov / > 1 rok), typ operacie
(primarna / sekundarna), typ procedury ( Neuroendoskopicka ventrikulostomia III. mozgovej komory
— ETV / cystostomia / septostomia / aqueduktoplastika / extrakcia alebo zavedenie katétra VPS), mieru
uspesnosti neuroendoskopickej procedury.

Priemerna doba poopera¢ného sledovania bola 23 mesiacov.

Vysledky

V rokoch 2007 — 2011 sme zrealizovali 47 neuroendoskopickych vykonov u 40 pacientov. Celkovo
tvori neuroendoskopia priblizne 15% vykonov — wv.r. 2010 bolo operovanych 81 pacientov
Shydrocefalom pricom implantacia ventrikuloperitonealneho shuntu predstavovala 53% operacii,
neuroendoskopia 15%, implantacia komorového rezervoaru 16% a kontinualna externa drendz 16%
vykonov.

Pri primarnych vykonoch prevazovala implantacia komorového rezervoara (42%). Primarna inzercia
ventrikuloperitonealneho shuntu predstavovala 33% vykonov, neuroendoskopia 17% a kontinualna
externa drendz 8%. Pri sekundarnych operacidch dominovala inzercia ventrikuloperitonealneho shuntu
(62%). Sekundarne zavedenie externej drenaze predstavuje 20% vykonov, neuroendoskopia 14%
akomorovy rezervoar 4%.

Pocet neuroendoskopicky rieSenych pacientov na nasej klinike kazdoro¢ne stupa (Graf ¢.1)

V etioldgii  hydrocefalu u neuroendoskopicky rieSenych pacientov dominoval kondenitalny
hydrocefalus ( 57%). Posthemoragicky hydrocefalus sa vyskytoval v 35%, postinfekény v 8%.

Miera uspes$nosti neuroendoskopického riesenia bola 63% pri kongenitalnom hydrocefale, 20% pri
posthemoragickom hydrocefale a 66% pri postinfekénom hydrocefale.

Z celkového pocétu 47 neuroendoskopickych operacii bolo 57% primarnych vykonov a43%
sekundarnych. Miera uspesnosti neuroendoskopie je 62% pri primarnom rieSeni a 21% pri
sekundarnom rieSeni.

Z celkového poctu vykonov predstavovala samostatnd neuroendoskopickd fenestracia spodiny III.
komory 33% vykonov, cystostomia 24%, kombinovany vykon ETV + cystostomia 19%,
neuroendoskopia kombinovand so zavedenim ventrikuloperitonedlneho shuntu / extrakciou
proximdlneho katétra 15%, ETV + aqueduktoplastika 7% a kombinovany zakrok ETV + cystostomia
+ aqueduktoplastika v 2% ( Graf ¢.2).
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Diskusia.

Cielom chirurgickej liecby hydrocefalu je zabezpecit primeranu drenaz likvoru pre dosiahnutie
optimalneho intrakranidlneho tlaku. Hypodrenaz i hyperdrenaz ma nepriaznivy vplyv na
psychomotoricky vyvoj dietata. Ventrikuloperitoneadlny shunt predstavuje v  sucasnosti
najvyuzivanej§i typ chirurgického riesenia hydrocefalu, jeho implantacia je vSak zatazena vysokou
mierou komplikdcii — nutnost’ reoperacie U 50% pacientov v priebehu 2 rokov od implantacie VPS.
Podla sucasnej odbornej literatury kazda reoperacia znizuje kvalitu zivota pacienta a taktiez
nepriaznivo ovplyviiuje psychomotricky vyvoj dietata. Neuroendoskopia predstavuje najmodernejsi
sposob liecby hydrocefalu. Vytvorenim alternativnej komunikacie medzi komorovym systémom a
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subarachnoidalnymi priestormi Sa zabezpeCi prirodzené vstrebavanie likvoru. Mnozstvo likvoru
drénovaného cez funk¢énu ventrikulostémiu je regulované v zavislosti od intrakranidlneho tlaku.
Pomocou neuroendoskopie tak dokazeme zabezpecit' drenaz likvoru bez nutnosti zavedenia cudzieho
telesa (VPS) a tym eliminujeme vysoky pocet reoperacii. Vzhladom na to, ze potreba drendze
pretrvava zvycajne po cely zivot diet’at’a, neuroendoskopia predstavuje pre pacienta vel'ky benefit.

Najoptimalnej$§im typom hydrocefalu pre neuroendoskopické riesenie je 3-komorovy hydrocefalus. V
nasom subore pacientov sme zaznamenali pomerne vysoku uspeSnost’ pri rieSeni kongenitalneho a
postinfekéného hydrocefalu, a niz§iu mieru Uspesnosti neuroendoskopie pri posthemoragickom
hydrocefale. Celkovo vysSie pravdepodobnost’ vytvorenia funkcnej ventrikulostomie sa predpoklada
pokial’ je neuroendoskopia priméany vykon u pacienta.

V ramci mojho PhD §tidia som absovovala 3 mesaény pobyt na Detskej neurochirurgickej klinike v
CURE Children's hospital of Uganda. Podobne ako v inych rozvojovych krajinach v etioldgii
hydrocefalu dominoval postinfekény hydrocefalus (56%). Vzhladom na nevyhovujice socio-
ekonomické podmienky a finanénli naro¢nost’ zavedenia ventrikuloperitonealneho shuntu je v CURE
preferované neuroendoskopické rieSenie pacientov. Pocas 3 mesiacov predstavovala neuroendoskopia
66% vykonov, VPS 26% vykonov, komorovy rezervodr 4% a a kontinualna externa drenaz 2%
vykonov. Celkova miera Gspesnosti je 63 — 90% s najvacsou pravdepodobnost'ou vytvorenia funkénej
ventrikulostomie u dietata starSiecho ako 1 rok s kongenitanym hydrocefalom a prechodnym
agueduktom (90%). Determinaty miery tispeSnosti neuroendoskopického rieSenia v CURE a na naSej
klinike potvrdzuju predpoklad kongenitalneho hydrocefalu ako optimalneho pre neuroendoskopickt
intervenciu. Stidia dalej poukazuje na uspokojivé percento uspe$nosti neuroendoskopie pri
postinfekénom hydrocefale, napriek predpokladanej ti¢asti pozapalovych zmien v subarachnoidalnych
priestoroch a zniZzenej resorbcie likvoru v etiopatogenéze PTH.

Neuroendoskopia pri spravnom vybere pacientov umoznuje znizit alebo Uplne odstranit’ potrebu
shuntu pre pacienta, a tym znizuje riziko d’al'Sich komplikécii u dietata s hydrocefalom, ktoré si pri
VP shunte viésinou vyzaduji opakované revizie systému. Uprava dilatacie komorového systému na
MRI trva dlhsie ako pri VP shunte, stadie vSak ukazali Ze vysledny neurokognitivny nalez u deti s VP
shuntom a po neuroendoskopii je rovnaky (8, 9). Posudzovanie uspesnosti neuroendoskopického
rieSenia by malo byt teda zalozené najma na klinickom stave dietat’a (10).
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Uvod

Ischemické cievne mozgové prihody maju incidenciu 160-240/100.000 obyvatel'ov ro¢ne. Z toho
poétu tvori rozsiahly hemisferidlny infarkt 1-10%. V nasledujucich hodinach po infarkte sa
vyvija vazogénny edém, stipa intrakranialny tlak a za znamok kmenovej hernidcie takmer 80%
pacientov umiera. Chirurgicka liecba formou dekompresivnej kraniektomie sa v sucasnosti na zaklade
multicentrickych randomizovanych kontrolovanych §tadii Destiny, Hamlet a Decimal (1-4)
doporucuje u vybranej skupiny pacientov ako zivotzachranujtci zakrok, ktory znizuje mortalitu pod
30%. Taktiez v operovanej skupine stipa dvojnasobne pocet pacientov, ktori zostavaju funkcne
nezavisli z 21 na 43%. Na druhej strane, po dekompresivnej kraniektomii niekol’kondsobne stupa
pocet prezivajucich pacientov Spermanentym tazkym neurologickym deficitom, so vSetkymi
stvisiacimi socioekonomickymi dosledkami.

Metédy

Stadia si kladie za ciel retrospektivne analyzovat vysledky chirurgickej liecby u pacientov
Sexpanzivnym hemisferidlnym infarktom operovanych na naSom oddeleni. Porovnavame vysledky
liecby s vysledkami najnovsich Stadii (Destiny, Hamlet a Decimal). Porovnavame vysledky
chirurgickej liecby s vysledkami konzervativnej lieCby, ktort absolvovali pacienti, ktori neboli na
operaciu indikovani. Zdoéraznujeme, ze v tomto zmysle Stadia nie je randomizovani a placebom
kontrolovana, preto toto porovnanie treba povazovat za orientatné. Za vyznamny prinos Stadie
povazujeme vyhodnotenie chirurgickej lieCby u vybranych pacientov vo veku nad 60 rokov.

V prvej fazy retrospektivnej Studie vlastného siboru 20 pacientov s expanzivnym hemisferialnym
infarktom operovanych na neurochirurgickom oddeleni Wiener Neustadt medzi oktobrom 2005
ajulom 2009. Indikovani k operaénému zakroku boli pacienti srozsiahlym expanzivnym
hemisferidlnym infarktom postihujucim minimalne 50% teritdria arteria cerebri media. Operacia bola
indikovana najneskor do 72 hodin od zaciatku symptoémov, ale pri progredujtcej klinickej deterioracii
Z expanzivnych pri¢in v indikovanych pripadoch aj neskor, bez ohl'adu na stranu 1ézie. Bezprostredny
predoperacny stav pacientov bol hodnoteny podla Glasgow Coma Scale (GCS) a cielenym
neurologickym vySetrenim. Zakrok bol vykonany Standardne u pacientov do 60 rokov veku.
U pacientov vo vysSej vekovej skupine bola operacia vykonana v indikovanych pripadoch po
doslednej diagnostickej rozvahe spravidla za spoluticasti pribuznych. U vSetkych pacientov bola
vykonana dekompresivna kraniektomia na strane 1ézie a implantacia sensora intrakranialneho tlaku.
Vsetci pacienti boli pooperacne lieceni na oddeleni intenzivnej mediciny. V nasledujucich diioch bola
vykonavana séria CT kontrol, pri znamok klinického zlepSovania boli pacienti extubovani
adolieCovani na neurochirurgickom alebo neurologickom oddeleni. U pacientov bola uz pocas
hospitalizacie vykonavana intenzivna fyzioterapia, v ktorej sa pokracovalo po stabilizacii stavu
v Specializovanych rehabilitaénych zariadeniach. Reimplantacia kostenného laloka sa vykonavala
planovane z ¢asovym odstupom niekol’kych tyzdiiov az mesiacov. Ro¢na poopera¢na kontrola bola
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vykonana u vsetkych prezivajucich pacientov spravidla ambulantne alebo telefonicky po kontakte
Snajbliz§ou osobou pacienta, klinicky stav bol hodnoteny dotaznikom pre Barthelov index (BI).

Vysledky

V prve faze stidie medzi oktobrom 2005 a julom 2009 bola u 20 pacientov v pomere muzi:zeny 3:2
Spriemernym vekom 60 rokov (44 az 75 rokov) vykonana dekompresivna kraniektomia na strane
1ézie. Predoperacné Glasgow Coma Scale (GCS) bolo u 13 pacientov 9-12, u 4 pacientov >12, u 3
pacientov <9. 11 pacientov bolo operovanych do 24 hodin, 9 pacientov po 24 hodinych. U 4 pacientov
sa vykonala operacia po 4 dnoch. U 8 pacientov bola vykonana predoperacne systémova trombolyza.

20% pacientov malo Barthelov index nad 60 (1 pacient 100, 2 pacienti 85, 1 pacient 70), 35% Barthel
index 20 — 60 (odkazani na opatrovanie ale nie vo vegetativnom stave). Mortalita bola 35%.

Nas subor Vek 41-90 (op 44-75)
konservativ | HEEARSER M Bl >60
M Bl 20-60
Bl <20
operiert M verstorben
Suhrnna analyza, Vahedi a kol. Vek 18-60
konservativ B mRS 2+3
B mRS 4
mRS 5
operiert M yerstorben

Skratky: Bl — Barthelov index, mRS — modifikovana Rankinova $kala

Diskusia

Pacienti snajlepsim vysledkom boli mladsi ako 60 rokov, mali predoperacné GCS priemerne 12 a boli
operovani do 24 hodin. Vysledky prace potvrdili zavery novsich §tadii, ze prezivanie a dobry
neurologicky vysledok chirurgickej liecby expanzivneho hemisferialneho infarktu sa da ocakavat
u mladsich pacientov (do 60 rokov), nezavisle na strane ischémie a operovanych skoro (do 48 hodin
od zaciatku symptomov), avSak este pred manifestaciou neurologickych znamok kmenovej kompresie.
Dekompresivna kraniektomia je takto u vybrang skupiny pacientov sexpanzivnym hemisferidlnym
infarktom efektivnou lieCebnou metdédou jednoznacne zlepsujucou prognozu.
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Uvod

Kriticky chori pacienti predstavuju nehomogénnu skupinu pacientov, kde zivot ohrozujici stav je
navodeny rdznorodymi zivot ohrozujucimi ochoreniami alebo stavmi (napr. trauma, popaleniny,
chirurgicky zakrok, zapal), ktoré navodzuju stav kritického stresu (Miiller B. 2007).

Cielom studie je sledovat’ dynamické zmeny neuroendokrinnych parametrov u pacientov kriticky
chorych pocas prvych hodin od vzniku akutnej organovej dysfunkcie, napojenia pacienta na umela
plicnu ventilaciu, v suvislosti so zmenami v metabolizme, imunitnej odpovedi a klinickému stavu.
Predpokladany vyznam spoc¢iva v moznosti odhalenia skorych markerov plicneho poskodenia,
v skorej diagnostike a ovplyvneni lieCby, eventualne morbi/mortality pacientov.

Material a metédy

Pacienti sizolovanou kraniocerebralnou traumou, polytraumatizovani pacienti, pacienti po
kardiopulmonalnej resuscitacii, septicki pacienti, vyzadujici umela pl'icnu ventilaciu (UPV) prijati na
Kliniku anestézioldgie a intenzivnej mediciny (KAIM). Pocas pobytu na KAIM buda sledované
parametre ako je klinicky stav pacienta, stav vedomia, APACHE II skore kritickosti stavu, skore
zavaznosti postihnutia (ISS), skére organového postihnutia pri sepse (SOFA), pouzity ventilacny
rezim, zapalové markery. Okrem toho sa pacientovi odobrali vzorky krvi na vysetrenie biochemickych
krvnych a neuroendokrinnych parametrov (krvny obraz, hemokoagulacné vysetrenie, biochémia,
zapalové a imunitné parametre)

Vysledky

Celkovo sme doteraz sledovali 21 pacientov prijatych na KAIM (10 pacientov s polytraumou, 2
pacientov so sepsou, 2 pacientov po kardiopulmonalnej resuscitacii, 5 pacientov s izolovanym
kraniocerebralnym poranenim, 1 pacienta s tazkou hyponatrémiou a bezvedomim, 1 pacientku po
transplantacii pecene, priemerny vek = SD : 45 + 18 r.), ktori vyzadovali UPV.
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1.den Po 48-tich Po 7.diioch
po prijati hodinach
APACHEII 14,7 bodov 12,95 bodov 11,07 bodov
UPVv 100% 90% 30%
analgosedacia 100% 90% 10%
farmakologicka | 100% 95% 10%
podpora
cirkulacie
paO2/FiO2 <350 <400 > 400
PCT 7,59 3,97 1,36
CRP 88,98 109,63 74,4

Tab.1: Klinicka charakteristika sledovanych Kkriticky chorych pacientov.

UPV- umela plicna ventilacia, APACHE II- Acute physiology and chronic health  evaluation,
CRP- C- reaktivny protein, PCT — prokalcitonin, paO2 - parcialny tlak kyslika v arterialnej krvi, FiO2-
frakcia inspirovaného kyslika

Diskusia:

Ciel'om studie je sledovat’ dynamiku endokrinnych zmien (1) v suvislosti so zapalovymi parametrami
aklinickym stavom v organizme kriticky chorého, ktoré suvisia s druhom poranenia, poctom
zdruzenych poraneni, pridruzenych infekcii eventualne pritomnych chronickych ochoreni, sledované
parametre vyhodnocujeme po 24, 48, 72 hodindch a 7.dnoch. Stresova hormonalna dysbalancia
vyrazne ovplyviuje klinicky stav pacienta a uzko savisi s moznostou jeho kompenzaénych
mechanizmov. Sledované zapalové markery (CRP, PCT) nam poukazuji na rozsah poraneni
v organizme, pri vzostupe V priebehu hospitalizacie taktiez na pridruzené infekcie eventudlne na
systémovu zapalovi odpoved'.

Vzhl'adom na ¢asovi naroénost’ momentalne prebieha hlavne zber klinickych dat a vzoriek krvi od
kriticky chorych pacientov, komplexne hodnotime skérovacimi systémami narocnost’ kritickosti stavu
eventualne organové postihnutie.

Pocas realizovanej $tadie sme komplexne zhodnotili klinicky stav prijatého pacienta s poruchou
vedomia a laboratéorne potvrdenou tazkou hyponatrémiou, ktorti prezentujeme ako zaujimavua
kazuistiku.

Jednalo sa 0 35-ro¢ného muza s mentalnou retardaciou, dlhodobo na liecbe Carbamazepinom pre
vyskyt tonicko-klonickych kicov. Pacient bol prijaty s poruchou vedomia, intermitentne pritomnymi
tonicko-klonickymi ki¢mi, spontanne dychajuci cez orotrachealnu kanylu, ktora bola zavedena pre
nutnost’ zaistenia dychacich ciest pri poruche vedomia. Cirkulacne bol pacient stabilizovany,
afebrilny, bez ventilaénej insuficiencie, eupnoicky. V naleze s poruchou vedomia dominovala tazka
hyponatrémia (Na* 105,1 mmol/l). Vzhladom na klinicki symptomatolégiu a dlhodobu
antipsychotickll (Levopromazin) a antikonvulzivnu (Carbamazepin) liecbu sme zist'ovali mozny vplyv
chronickej medikécie na klinicky stav a laboratdrne parametre pacienta. Diferencialne diagnosticky je
popisovana u psychiatrickych pacientov polydispsia a polyuria. Vzhl'adom na aktuélny klinicky stav
pacienta a pritomnu tazkil mentalnu retardaciu (s nemoznostou samostatnej existencie a obsluhy) sme
moznost’ polydipsie vylucili. Genézu tazkej hyponatrémie pripisujeme chronickej liecbe eventualne
predavkovaniu Carbamazepinom (aj s moznou interakciou pri podévanych diuretikach) (2).
Laboratorne signifikantné nalezy t'azkej hyponatrémie, zniZzenej osmolality plazmy, pri normalnej
rendlnej a adrenalnej funkcii, sved¢ia pre mozny syndrom neprimeranej sekrécie vasopresinu
(SIADH). Nasim laboratérnym skriningom sme nezistili signifikantne zmenené hodnoty vasopresinu
(0,86 ng/ml prvy den, 0,79 ng/ml na treti defi) a SIADH sme ako pri¢inu hyponatrémie vylucili. Na
treti dent dochadza k uprave hyponatrémie ako aj klinického stavu pacienta a hladina sodika sa
postupne normalizovala na 130,7 mmol/l). Pri¢inou tazkej hyponatrémie bol pravdepodobne neziaduci
ucinok lie¢by Carbamazepinom.
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42. Bolestivé artropatie kolenného klbu: pilotné
porovnanie efektu radiosynoviortézy a lokalnej
Kortikoterapie
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Uvod

Radiosynovioortéza (RSO), ¢asto nazyvana ako radiosynovectomia alebo radiaéna synovectomia je
bezpecna, neinvazivna, cca 40 rokov akceptovana alternativa chirurgickej synovektomie, Specialne pri
lie¢be reumatoidnej artritis ale aj u inych kibovych ochoreniach ako je psoriaticka artritis, hemofilicka
artritis, aktivovana arthroza ¢&i recidivujuci kibovy vypotok pri nespecifikovanych artropatiach. (1,2)
Podl'a dostupnych literatirnych tdajov je terapeuticky efekt (v zmysle tstupu bolesti a redukcie
kibového vypotku) medzi 73+17%. (2) Vznik lokalnej malignity po aplikacii RSO nebol opisany (3).

RSO spociva v intraartikularnom podani nedifuzibilne viazaného beta-ziarica s cielom lokalnej
iradiacie a deStrukcie zapalom zmenenej synovie. Pri intrakavitalnej aplikacii vhodne zvolené¢ho
radiofarmaka (v zavislosti od velkosti kibu) mozno dosiahnut’ optimalnu lokalnu iradiaciu synovie bez
neziaducej celotelovej iradiacie. (4)

Na terapiu kolenného kibu se pouziva ytrium ®Y (T1/2=2,7dta, Epne=2,28MeV, vo formé citrétu),
po aplikacii 222MBq %Y do kolenného kibu dévka absorbovana synoviou s plochou 150cm? v hibke
2.5mm zodpoveda 50Gy, pricom celotelova davka len 0.16Gy. Davka absorbovana gonadami
zodpoveda 11 nGy/MBgq. (5)

Material a metédy

U vybratych pacientov s bolestivou artropatiou kolenného kibu bola realizovana dvojfazova
gamagrafia skeletu s99mTc HDP. Pri pozitivniom gamagrafickom vySetreni, vzmysle lokdlnej
hyperperfuzie kolenného klbu bola indikovana radiosynovioortéza.

Efekt liecby bol hodnoteny 0-3 mesiacov pred RSO a6 a 12 mesiacov po RSO, na zaklade
subjektivneho hodnotenia bolesti v §kale od 1 do 10 (1 vyjadruje stav bez bolesti a 10 stav najvacsej
predstavitel'nej bolesti). Tab. ¢. 1

Dobry efekt terapie povazujeme ako pokles o >2 stupne v skale bolesti, ako aj ustup hyperperfuzie v
kolennom kibe pri kontrolnej gamagrafii skeletu. Minimalny, alebo Ziadny efekt na kolennom kibe
hodnotime ako nezmeneny stupen v 10-stupnovej $kale bolesti, ako aj pretrvavajucu hyperperfaziu pri
kontrolnej gamagrafii skeletu.

V kontrolng skupine boli pacienti sbolestivou artropatiou kolenného kibu, ktori boli lieteni
intraartikularnou aplikaciou Kortikosteroidu (20-40mg Triamcinolone inj.) a identicky hodnoteni na
zaklade subjektivneho ur¢enia bolesti v skale 1-10 (ako pri skupine RSO pacientov). Bez
gamagrafického vySetrenie skeletu.
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Vysledky

Od r. 2003-2006 bolo na naSom pracovisku vySetrenych a nasledne lieGenych 26 pacientov s 29
kolennymi kibmi: reumatoidna artritis = 48% (14/29), aktivovana arthroza = 36% (10/29), psoriaticka
artritis = 13% (4/29) a hemofilicka artritis = 3% (1/29) s °Ytrium, podana aktivita 184 + 4MBq,
pohlavie: M/Z 7/19, vek: 23-81 r., vekovy priemer 59 rokov.

Subjektivne hodnotena uspesnost’ lieCby 6 a 12 mesiacov po radiosynoviortéze bola v skale od 1-10.
12 mesiacov po intra-artikularnej instil4cii radiofarmaka respektivne kortikoidu do kolenného kibu bol
pozorovany lepsi, zdroven dlhSie trvajtci efekt po radiosynoviortéze ako po kortikoterapii, v zmysle
poklesu bolesti (Tab. 1.) Objektivne hodnotenie efektu radiosynoviortézy nie je k dispozicii, zvy¢ajne
je akceptovana dvojfazova gamagrafia skeletu, ¢o sme si ur€ili ako golden standard. (Tab.2) Liec¢ba
radiosynoviortézy bola povazovana za tspesnt v 69% (20/29), ked’ doslo k poklesu bolesti 0 >2
stupne za 6 mesiacov, respektivne v 75% (21/29) za 12 mesiacov, pricom mismatch medzi
subjektivnym vyhodnotenim bolesti pacienta a scintigrafickym vySetrenim bol 17% (5/29) s 2 falosne
negativnymi a 5 falo$ne pozitivnymi pripadmi (Tab. 3).

V skupine pacientov po kortikoterapii bolo sledované len subjektivne hodnotenia bolesti.

Intra—artikulérnz; instilacia | Bolest’ Bolest’ Bolest’

do kolenného klbu 0-3 mes. pred RSO | 6 mes. po RSO 12 mes. po RSO
Oy trium (29 kibov) |7+2 4+2 3+2
Kortikosteroid (29 kibov) |7+2 5+2 62

Tab.1: Porovnanie u¢inku RSO s u¢inkom kostikosteroidov u kontrolnej skupiny pacientov, vyjadrené
10-stupnovou analdogovou $kalou bolesti (1 - vyjadruje stav bez bolesti a 10 - stav najvicsej
predstavitel'nej bolesti)

Intra-artikularna  instilacia | Dvojfazova Dvojfazova Dvojfazova gamagrafia
do kolenného klbu gamagrafia skeletu gamagrafiaskeletu | skeletu
0-3 mes. pred RSO 6 mes. po RSO 12 mes. po RSO
Oy trium (29 kibov) lokalna hyperperfizia |ustup hyperperfuzie | ustup hyperperfuzie
100% (29/29) 69% (20/29) 75% (21/29)
Kortikosteroid (29 kibov) nevykonana nevykonana nevykonana

Tab.2: Porovnanie Gc¢inku RSO s dvojfazovou gamagrafiou skeletu, na zaklade hodnotenia ustupu
hyperperfuzie v postihnutom klbe. Skupina pacientov pred a po kortikoterapii gamagraficky vysetrena
nebola (navrhnuty postup nebol schvaleny etickou komisiou)

Porovnanie G¢inku RSO Match Mismatch
Subjektivne vyhodnotenie bolesti 83% 17%

(24/29) (5/29)
Scintigrafické vysetrenie 2x faloSne negativny 5x falosne pozitivny

Tab.3: Porovnanie u¢inku radiosynoviortézy medzi subjektivnym vyhodnotenim bolesti pacienta so
scintigrafickym vysetrenim skeletu

187




V II. VEDECKA KONFERENCIA DOKTORANDOV LF UK

Neziaduci uc¢inok po RSO ako je lokalny opuch a prechodny vzostup bolesti bol zaznamenany u 14%
(4/29), ktory do 7-10 dni ustipil. U zZiadneho pacienta po injekcii radiofarmaka nebola zaznamenana
nekroéza koze.

Diskusia
V Eurdpe st pre pouzitie na RSO registrované:

Erpium - odpora¢ané pre matakarpo/metatarzo falangealne kiby a interfalangedlne kiby
1¥Renium - odpori¢ané¢ pre ramenné, laktové, zapdstné kiby ako aj bedrové, Clenkove a
subtalarne klby, Vv posledne;j dobe aj pra sakroiliakalne klby
Ovtrium - (ako jedjné radiofarmakum registrované na Slovensku) odport¢ané len pre kolenné kiby,
vratane kolennych klbov po implantécii totalnej endoprotézy.

RSO je bezpec¢na terapeuticka metoda, ktora na Slovensku zatial’ nepatri medzi bezne indikované
adostupné nuklearisické postupy.
Multidisciplinarnou spolupracou (s ortopédom, reumatol6gom a hematolégom) sa budeme snazit’, aby
sa radiosynoviortesis stala dostupnejSou, i ked’ ciel’, priblizit’ sa k eurépskemu priemeru je asi vel'mi
trafaly.

Podporené medzinarodnym projektom IAEA
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43. Neuroendokrinné mechanizmy u zaCinajuceho
kardiometabolického syndromu
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Uvod

Nézvom kardiometabolicky, alebo metabolicky syndrom (MS) oznacujeme kombinaciu ochoreni
alebo metabolickych abnormalit, ktoré sa vyskytuji spolo¢ne aV kone¢nom dosledku predstavuju
vyznamny rizikovy faktor aterosklerozy, vzniku kardiovaskularnych ochoreni a diabetu mellitu 2.
typu. Zékladnymi komponentmi MS s inzulinorezistencia, centrdlna obezita, dyslipidémia,
hypertenzia, subklinicka zapalova reakcia a hypofibrinolyticky stav. Vedecké Stiidie poukazuju na to,
ze pri vzniku a progresii metabolického syndrému zohrdva dolezitti ulohu i neuroendokrinny systém,

ktorého zvysenu aktivitu pozorujeme v suvislosti so vznikom hypertenzie, inzulinovej rezistencie a
obezity .(Grassi, 1999)

Cielom prace bolo klinicky charakterizovat’ pacientov so zacinajucim kardiometabolickym
syndromom, jednak mladych pacientov s esencialnou hypertenziou 1. stupna bez obezity (s body mass
indexom- BMI<25 kg/m?; HT), a obéznych inak zdravych jedincov (s BMI>30 kg/m’, OB)
Vv porovnani so zdravymi kontrolami bez obezity alebo nadvahy (s BMI <25 kg/m? , K). Ciel'om préce
bolo taktiez zhodnotit’ odpoved’ autondmneho nervového systému (ANS) na vybrané stresové podnety
ako aj vybrané metabolické parametre.

Material a metédy

Celkovo sme doposial’ vysetrili 13 pacientov s HT, 8 jedincov s OB a9 kontrol. Subor tvorili muzi vo
veku od 18 do 35 rokov. Sledovali sme antropometrické ukazovatele ako je telesnd hmotnost, vyska,
Z ktorych sme vypocitali BMI. Okrem toho sme merali obvod pdsu a percento telesného tuku
(bioimpedacnou metdodou, OMRON BF 508).0dpoved’ ANS sme sledovali po¢as mentalneho stresu
(Stroopov test) v trvani 10 min. Pred a pocas testusme zaznamenavali hodnoty tlaku krvi (TK) ako aj
pulzovu frekvenciu (Dinamap, Critikon Inc., USA), kontinualne sme zaznamenavali EKG (PowerLab)
a pomocou softwaru sme vyhodnocovali variabilitu srdcove frekvencie (HRV). Odoberali sme vzorky
krvi na analyzu stresovych hormoénov (adrenalin, noradrenalin). Metabolické parametre sme hodnotili
Zbazalnych vzoriek krvi (glykémiu, hladinu inzulinu, ako aj pocas oralneho glukézového
toleran¢ného testu (oGTT). Vypocitali sme index inzulinovej rezistencie IR HOMA. Na Statistické
hodnotenie sme pouzili jednocestnt analyzu variancie (ANOVA) a ANOVA pre opakované meranie
Vv Case.

Vysledky

Pacienti shypertenziou a obézny pacienti maji vyssie hodnoty BMI a percento telesného tuku
Vv porovnani so zdravymi kontrolami. Podl'a o€ak4vania, Statistické hodnotenie preukazalo signifikatne
vy$8i bazalny systolicky a diastolicky TK v skupine pacientov s HT a v skupine pacientov s OB
Vv porovnani s kontrolami. Mentalny stres viedol k vzostupu systolick¢ého TK u kontrol aj pacientov S
HT, pokym u pacientov s OB sme nezaznamenali ziadnu zmenu. U pacientov s HT a kontrol nemal
stres signifikanty vplyv na zmenu diastolického tlaku, u pacientov s OB sme vSak pozorovali jeho
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pokles. Hodnoty pulzovej frekvencie boli u vsetkych troch skupin porovnatelné pred i po strese.
Hodnotenie HRV paradoxne preukdzalo zvySenie LF v skupine kontrol ako na zaciatku, tak aj na
konci Stroopovho testu v porovnani so skupinou HT. V hodnotach HF a LF/HF nedos$lo k zmenam ani

medzi skupinami ani v case.

Tab.1: Klinicka charakteristika siuboru. Hodnoty st uvedené ako priemer a smerodajna odchylka

(SD)
K HT OB Statistika
(n=9) (n=13) (n=8)
Vek(r.) 24+ 5 25+ 5 31 £ 2%** *** n<0.001 vs. K
BMI (kg/m2) 22,8 +2 28 + 6* 34 + 4 *** * p<0.05vs. K
*** p<0.001 vs. K
Percento telesného tuku (%) 17£5 27 + 9% 32 £ THkE * p<0.05vs. K
*** n<0.001 vs. K
Obvod pasu (cm) 83,3+6,8 94,9+ 13,99 | 109,9 + | *** p<0.001vs. K
10,4***
TKSYS (mmHg) 123+ 16 146 + 12* 136 + [ 1%*** * p<0.05 vs. K
*** n<0.001 vs. K
TKDIA (mmHgQ) 65+9 81 £7H** 80 + [2%** *** n<0.001 vs. K
Pulz —30 min (1/min) 72+ 16 75+ 10 79+9 NS
TKSY S Stroop (mmHQ) 127 £10 153 £13%** | 134+ 17 *** n<0.001 vs. K
TKDIA Stroop (mmHg) 70+ 8 86 & TH** 80+ 14 *** p<0.001vs. K
Pulz Stroop (1/min) 69+ 11 71+ 10 79 + 12 NS
LF (ms2) 2048,8 927,5 + | 1457,0 + | **p<0,01vs. HT
+975,8%* 494,02 1046,6
HF (ms2) 2876,5 + | 339,7 +|227,8+ 1239 | NS
5483,2 216,5
LF/HF 26+15 34+19 6,9+ 3,7 NS
LF Stroop (ms2) 2757,7+1620, | 1267,3 + | 12716 + | * p<0.05vs. HT
1* 725,4 876,3
HF Stroop(ms2) 1720,9 + | 494,1 + | 2254+ 1285 | NS
2304,6 470,1
LF/HF Stroop 2,7+ 1,05 36+18 56+28 NS

TKsys systolicky tlak v pokoji, TKpa- diastolicky tlak v pokoji, TKsys Stroop- systolicky tlak na
konci Sroopovho testu, TKpa Stroop- diastolicky tlak na konci Stroopovho testu, LF- low frequency,
spektralny vykon v nizkofrekvenénom pasme v pokoji, HF- high frequency, spektralny vykon vo
vysokofrekvenénom pasme v pokoji, LF/HF- v pokoji, LF Stroop, HF Stroop, LF/HF Stroop- na konci

Stroopovho testu

Diskusia

U obéznych inak zdravych pacientov pozorujeme zvySené hodnoty systolického i diastolického tlaku
uz za pokojovych podmienok, pacienti vykazuju zndmky MS. Vysledky u nich naznacuji aj na
zmenenu, resp. nedostatoéntt odpoved’ ANS pocas mentalneho stresu. Paradoxne u pacientov s HT, u
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ktorych sme zaznamenali normalnu telesnii hmotnost’, pripadne miernu nadvahu, nepozorujeme iné
znamky prejavov MS. Hodnoty inzulinémie a glykémie sa budi merat’ priebezne. PresnejsSie zavery
budeme moct’ poskytnut’ po analyze stresovych hormoénov (adrenalin, noradrenalin).

Podporené ciastocne grantom VEGA ¢. 2/0154/10, APVV APVV- 0028-10
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44, Vplyv dennej aerdbnej fyzickej aktivity na
koncentracie podtried lipoproteinov vysokej,
intermediarnej a nizkej denzity stanovenych metodou
elektrogorézy v polyakrylamidovom géle
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Skolitel: doc. MUDr. Stanislav Oravec CSc."
Konzultant: prof. MUDr. Andrej Dukat CSc. FRCP*
"I. interna klinika Lekérskej fakulty Univerzity Komenského v Bratisave

Uvod:

Zmeny lipoproteinového profilu pod vplyvom pravidelnej aerdbnej fyzickej aktivity sa vyznamne
podielaji na jej pozitivnom vplyve na kardiovaskuldrnu morbiditu a mortalitu. Je zndmi najma efekt
cviCenia na koncentraciu celkového HDL cholesterolu a zniZzenia priemernej velkosti LDL Castic,
ktora je vyznamne asociovana s rizikom kardiovaskularnych ochoreni (5). Zmeny distribucie HDL
alDL castic z hladiska ich podtried vSak doposial’ neboli dostatocne prebadané. Ked'ze jednotlivé
podtriedy IDL aHDL nie st rovnocenné z hl'adiska biologickych vlastnosti az hl'adiska asociacie
skardiovaskularnym rizikom (1,5,6), je mozné predpokladat, Zze pripadné zmeny distribicie IDL
aHDL podtried pod vplyvom aerobnej aktivity sa mdzu podielat’ na jej priaznivom efekte na
kardiovaskularne riziko.

Metody:

Zdravy jedinci (n=15) vo veku do 30 rokov vykonavali 30 minut nepretrzitej fyzickej aktivity strednej
intenzity (nepretrzity poklus) denne po dobu 14 dni. Probandi zaradeny do vyhodnocovania museli
absolvovat’ cviCenie o trvani minimalne 90% pozadovaného casu. Pred zahajenim a po ukonceni
tréningového obdobia (defi 1 a deni 14) boli koncentracie lipoproteinovych tried a podtried podtried
stanovené¢ metddou linedrnej elektroforézy v polyakrylamidovom gély Quantimetrix Lipoprint LDL
systém a Quantimetrix Lipoprint HDL systém. Stanovované a porovnavané boli koncentracie VLDL,
3 podtriedy IDL (malé, stredné a vel'ké), 3 podtriedy LDL (malé, stredné a velké) a 3 podtreidy HDL
(malé, stredné a velké) (1,3,4). Koncentracie lipoproteinovych tried a podtried pred apo ukonceni
tréningového obdobia boli porovnané s vyuzitim Wilcoxonovho parového testu.

Vysledky:

Pozadovany tréningovy protokol ukoncilo 15 probandov (10 muzov, 5 Zien). Po S$trnastich diioch
cvicenia doslo k poklesu koncentracie podtriedy aterogénnych LDL ¢astic strednej velkosti (p<0,001)
sk vymiznutiu malych denznych LDL u vsetkych probandov u ktorych boli pritomné pred zaciatkom
tréningového rezimu (n=6). Taktiez doSlo k poklesu priemernej koncentracie VLDL (p<0,05).
V oblasti Castic intermediarnej denzity bol zaznamenany Statisticky vyznamny pokles podtriedy
vel'kych IDL, ktorad predstavuje aterogénne VLDL remnanty (p<0,05). Zmena celkovej koncentracie
HDL c¢astic nebola zaznamenand, no doslo k zmene ich distribicie v zmysle znizenia koncentracie
HDL strednej velkosti (p<0,05).
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Diskusia:

V stulade s vysledkami predoslych prac bol zisteny pokles koncentracie VLDL amalych LDL castic
(5). Délezitym zistenim je, Ze po Strnastich diioch pravidelného aerdbneho cvi¢enia dochadza
K vyznamnym zmenam v oblasti podtried IDL a HDL. Zaznamenany bol pokles vel’kych IDL (MID C
podl'a metddy Lipoprint) predstavujice VLDL remnanty, ktoré zrejme nesu vyznamny aterogénny
potencial (6). Rovnako poklesla koncentracia HDL castic strednej velkosti, u ktorych bola dokazana
asociacia so zvySenym rizikom infarktu myokardu v mladom veku (1,3). To sa odrazilo na zvyseni
relativnej koncentracie protektivnych velkych HDL castic. V literatire bol opisany vzostup priemerne;j
velkosti HDL castic, ktory mdze byt sposobeny aj poklesom koncentracie HDL strednej velkosti
Vv prospech relativneho vzostupu velkych HDL (5). Je teda mozné zhrnut', Zze dennd aerdbna fyzicka
aktivita uz po 14 dioch vedie k vyznamnym zmenam koncentracie lipoproteinovych podtried nielen
voblasti LDL aVLDL, de g kpoklesu koncentracie VLDL remnantov a HDL c¢astic strednej
vel'kosti, ¢o sa moze spolupodiel’at’ na priaznivom vplyve fyzickej aktivity na kardiovaskularne riziko.

VLDL Velké IDL LDL . stredng | HDL . stredneg
vel’kosti vel’kosti

den 1 den 15 den 1 den 15 den 1 den 15 den 1 den 15

Priemer 26,79 23,29 16,80 14,73 12,5 9,12 24,57 23,29

SD 7,2 5,64 3,67 3,65 5,08 3,98 4,09 2,2

D p<0,05 p<0,05 p<0,001 p<0,05

Tabulka 1: koncentracie lipoproteinovych podtried v g/dcl pred zahdjenim (dei 1) a po ukonceni
Strnastdnového tréningového obdobia (dent 15) pri ktorych doslo k Statisticky vyznamnej zmene
koncentracii.
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45, Asociacia medzi kalcifikatmi brusnej aorty
a vybranymi parametrami kostného metabolizmu
u pacientov s osteopordzou

MUDr. Stefan Balogh'
(vnutorné choroby)

Skolitel: Doc. MUDr. Zdenko Killinger, PhD.*
V. interné klinika LFUK a UN Bratislava

Uvod

Na zéklade histomorfologickych studii sa predpoklada suvis medzi kostnym metabolizmom
akalcifikaénym procesom v cievng stene.' Predpoklada sa nepriaznivy vplyv redukovaného cievneho
prietoku na kostny metabolizmus, ako aj na kostnti denzitu.? Pokroky v oblasti zobrazovacej techniky
umoznili pomocou denzitometrického pristroja  hodnotit’ okrem kostnej hmoty aj pritomnost
kalcifikatov brusnej aorty.® Cielom prace bolo zistit vztah medzi kostnym statusom hodnotenym
pomaocou kostneg denzity a markermi kostného obratu a pritomnost'ou kalcifikatov brusnej aorty.

Metody

V prospektivnej stadii sme vysetrili 56 Zien s priemernym vekom 76,6 rokov, ktorym sme merali
kostni denzitu v oblasti L-chrbtice aproximalneho femuru DXA metodou (Hologic Discovery).
Kalcifikaty abdominélnej aorty sme zobrazili pomocou bo¢ného DXA skenu, a vyhodnotili sme ich
kalcifikacnym skoérovacim systémom AAC-24. Hodnotili sme antropometrické hodnoty (vaha, obvod
pasu, BMI), vysetrili sme markery kostného obratu (osteokalcin,PINP, CTX) a kalcio-fosfatového
metabolizmu. Hodnotili sme korelacie medzi kalcifikdtmi abdomindlnej aorty a antropometrickymi
parametrami, markermi kostného obratu a kostnou denzitou pomocou neparového T-testu resp. Mann-
Witneyho testom u parametrov s nerovnomernou distribuciou hodnét.

Vysledky

Zistili sme Statisticky vyznamnu pozitivnu korelaciu zavaznosti kalcifikatov abdominalnej aorty
svekom (p 0,0506), trvanim menopauzy (p 0,0319). Z antropometrickych parametrov s vahou (p
0,0497) aBMI (0,0433). Z parametrov kostného obratu sme potvrdili signifikantne pozitivnu asociaciu
medzi stupiiom kalcifikacii a Smarkermi kostnej formacie (osteokalcin p 0,0263, PINP p 0,0027)
amarkerom kostnej resorpcie (CTX p 0,046). Zistili sme signifikantne pozitivnu korelaciu medzi
kostnou denzitou aobvodom pasu (p 0,0027), hladinou vapniku (p 0,0234) afosforu (p 0,0442).
U pacientov s kalcifikaénym skore AAC-24 nad 5 sme pozorovali vyssie hodnoty kostnej denzity.
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vaha BMI Osteokalcin P1NP CTX
:;cg" 6166667 24,3 14,63571 3208286 4181875
AAC24
nad 5 7155319 2808723 2537318 5001119  626,1968
vratane
Korelacia p0,0497 p0,0433 p0,0263 p0,0027 pO0,046

Tab. 1. Korelacia medzi kalcifikaCnym skoére a antropometrickymi i biochemickymi parametrami.
BMI — body mass index, PINP — terminalny propeptid prokolagénu typu 1, CTX - carboxy-terminal
collagen crosdinks, AAC — abdominal aortic calcifications

Obr. 1: Kalcifikaty abdominalnej aorty zobrazené pomocou bo¢ného DXA skenu. Sipky —
kalcifikované platy

Diskusia
V naSej Stadii sme zistili signifikantnti pozitivnu korelaciu rozsahu kalcifikatov abdominélnej aorty
shladinou markerov kostného metabolizmu. Nezistili sme signifikantny rozdiel v hodnotach kostnej

denzity chrbtice medzi pacientami snizkym avysokym kalcifikatnym skore. Signifikantne nizSie
hodnoty kostng hustoty v oblasti proximalneho femuru v porovnani s chrbticou u pacientov
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smimoriadne rozsiahlymi kalcifikatmi (AAC skére nad 16) potvrdzuju teériu Baggera a spol.
O osteopordze pri obmedzenom  prietoku krvi koncovymi skeletalnymi artériami v dosledku
aterosklerotickych zmien.

Nesignifikantni korelaciu kalcifikatov s kostnou denzitou napriek vyznamnej asociacii obidvoch
procesov smarkermi kostného metabolizmu mozno vysvetlit' tym, Ze kostné markery odzrkadl'uji
aktudlny stav kostného metabolizmu, ale vyvoj samotnej osteopordzy s poklesom kostnej hustoty
vyzaduje dlhsie obdobie a je ovplyvnené aj inymi faktormi. Preto hlavne u mladsich pacientov, resp.
S kratS§im doteraj$im trvanim menopauzy zmeny kostnej denzity neboli dostato¢ne vyrazné.

Pri tejto metdde musime pripomentt’ aj jej limtacie vyplyvajuce z anatomickych pomerov v dutine
brusnej, polohovania pacienta, aj z kvality zhotovenej snimky. DalSim skresl'ujucim faktorom moézu

byt’ rozsiahlejsie kalcifikaty, ktoré arteficialne zlepsuji hodnotu kostnej hustoty v oblasti chrbtice ich
sumaciou so stavcami vo vyslednom AP (antero-posteriérnom) obraze.

Doterajsie §tadie * ako aj nage vysledky poukazujii na mozny stvis medzi kostnym metabolizmom,
denzitou a zavaznostou kalcifikacnych zmien abdominalnej aorty.
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46. Jednoduché antropometrické indexy potencialne
vyuziteIné pri diagnostike celkovej a abdominalnej
obezity u mladistvych

Mgr. Radana Kollarova *
(normalna a patologicka fyzioldgia)

Skolitel: doc. MUDr. Katarina Sebekova, DrSc.*
! Ustav molekularnej biomediciny, LF UK

Uvod

Obezita - nadbytok tukového tkaniva v organizme - je najCastejSie sa vyskytujicim metabolickym
ochorenim 21. storoCia. Svetova zdravotnicka organizacia ju oznacila za najvacsi zdravotny problém
na celom svete, a varuje pred globalnou epidémiou. V sulasnosti sa stiva obezita zavaznym
zdravotnym problém nielen u dospelych, ale aj u deti a dospievajucich (1,2), u ktorych sposobuje
ochorenia, ktoré sa donedavna povaZovali vyluéne za ochorenia dospelych, ako napr. diabetes 2. typu
aateroskleroza.

U deti a dospievajucich sa obezita prejavuje narastom telesnej hmotnosti nad normalnu troven pre
daného jedinca s ohl'adom na vek, vysku a pohlavie. Hodnoti sa pomocou rastového indexu telesnej
hmotnosti (body mass index, BMI). V stcasnosti odborna verejnost’ na Slovensku uznava Narodné
standardy zverejnené Uradom verejného zdravotnictva z roku 2001 (Www.uvzsr.sk, informacie: deti
amlade?) - percentilové grafy (tabul’ky) pre deti a dospievajucich oboch pohlavi do 18 rokov.

Je vSak dokédzané, Ze inzulinova rezistencia, hypertriacylglycerolémia azvySené riziko vzniku
metabolického syndrému a kardiovaskularnych ochoreni sa spéja s obezitou hornej casti tela
(tzv. abdominalna obezita, obezita androidného typu) (3). Vague a spol. dolozili uz pred temer 60
rokmi, ze vyskyt diabetu a aterosklerdzy je vyssi u ludi s obezitou androidného typu, v porovnani so
zenskym typom gynoidnej obezity (4). Preto BMI pouzivany v klinike pri ur¢ovani nadhmotnosti a
obezity nie je vhodny na odhad metabolického rizika, a obzvlast’ u deti a dospievajucich ma svoje
obmedzenia (5,6). V ostatnych rokoch sa preto zaviedli antropometrické indexy, ktoré zohladnuju
obezitu hornej Casti tela - obvod pasa, pomer pas/vyska, pomer pas/boky, alebo obvod krku (6-9),
ktoré lepsie koreluju s kardiometabolickym rizikom (7-9).

Projekt ,,ReSpekt pre zdravie™ inicioval Bratislavsky samostatny kraj na strednych skolach, ktorych je
zriad’'ovatel'om. Odbornym garantom projektu je Regionalny urad verejného zdravotnictva Bratislava.
Hlavnym cielom projektu je prevencia kardio-metabolickych a inych chronickych ochoreni. Projekt
ma charakter neintervencnej, observacnej Studie, ktora zahfiia zber epidemiologickych udajov
dotaznikmi,  biochemické  vySetrenia zamerané na kardiometabolické rizikové  faktory
aantropometrické merania v¢itane testovania telesnej zdatnosti (Ruffierov test).

Nakol'ko sa osobne zacastiiujem realizacie antropometrickych merani na skolach, v predlozenej praci
analyzujem niektoré antropometrické tidaje ziskané v roku 2011. Cielom tejto predbeznej analyzy
bolo zhodnotit’, ako jednoduché antropometrické ukazovatele (obvod pasa, krku, resp. ich pomer
k telesnej vyske) koreluj s rastovym indexom telesnej hmotnosti a percentom celkového telesného a
visceralneho tuku, a ¢i sa niektory z jednoduchych ukazovatel'ov javi ako vhodny na odhad centralnej
obezity u mladistvych.

Material a metédy

Stadiu schvalila Etickd komisia VUC Bratislava. Podmienkou tucasti je podpisanie informovaného
sthlasu plnoletym probandom, u neplnoletych zdkonnym zastupcom.
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Z 19172 mladistvych navstevujucich v k. r. 2011/2012 stredné skoly, ktorych zriad’'ovatelom je
Bratislavsky samospravny kraj, sa do $tadie prihlasilo 5234, vo veku 14-21 rokov. Analyzujem
vysledky ziskané vySetrenim 939 probandov. Zber udajov bude pokracovat’ do decembra 2012.

Antropometrické merania sme v spolupraci so Studentami Verejného zdravotnictva SZU vykonavali
priamo na Skolach. Ovod krku sme merali ohybnou neelastickou ciachovanou paskou Vv mieste Stitnej
chrupavky, u probanda stojaceho so vzpriamenou hlavou pri pohl'ade vpred. Obvod pasa sme merali
VO vzpriamenom stoji, vo vodorovneg rovine V polovi¢nej vzdialenosti medzi spodnym rebrom
ahrebenimi panvovych kosti. Hmotnost’ a percento telesného a visceralneho tuku (bioimpedan¢nou
metddou pouzitim 4 senzorov) sme merali digitalnou vahou s mera¢om telesného tuku Omron BF510.

Probandov sme podla percentilovych tabulick BMI z roku 2001 zaradili do 4 kategorii: ako
podhmotnost’ sme oznacili BMI pod 10. percentilom, ako nadhmotnost” hodnotu BMI medzi 90. a 97.
percentilom, ak BMI prekrocilo 97. percentil, probanda sme klasifikovali ako obézneho. Hodnoty BMI
medzi 10. a 90. percentilom sme povazovali za normalnu hmotnost’. Probandov starSich ako 18 rokov
sme do kategorii zaradili podl'a noriem platnych pre dospelych (podhmotnost: BMI < 19,9; normalna
hmotnost: BMI od 20 do 24,9; nadhmotnost: BMI od 25 do 29,9; obezita: BMI > 30). Vypocitali sme
pomer krk/vyska a pas/vyska.

Styri skupiny (podla BMI) sme vzijomne porovnavali jednoduchou analyzou rozptylu (ANOVA)
spost-hoc Bonferoniho testom. Korelacie sme vyhodnocovali metédou linearnej regresie
Pearsonovym testom. Teoretickl a aktualne zistenu distribliciu probandov do 4 kategorii podl'a BMI
sme porovnavali pomocou y-kvadrat testu. Za vyznamné sme povazovali p<0,05. Na Statistické
hodnotenie sme pouzili program Microsoft Excel a SPSS v.16.

Vysledky

Z 939 vySetrenych probandov (18 % prihlasenych) tvorili 44 % chlapci a 56 % diev¢ata. Po rozdeleni
do 4 kategorii podl'a percentilovych tabuliek pre BMI sme zistili, Ze v naSom stubore je 3,9 % chlapcov
a 7,8 % dievcat s podhmotnostou, normalnu hmotnost ma 76,3 % chlapcov a 82,5 % dievcat,
nadhmotnost’ sme zistili u 10,2 % chlapcov a 5,5 % diev¢at, a obezitou trpelo 9,7 % chlapcov a 4,2 %
dievcat. Ak porovname teoreticky ocakavané pocetnosti vyplyvajlice z kategorizacie podl'a Narodnych
Standardov so zistenymi pocetnostami v 4 kategoriach y-kvadrat testom, ani u chlapcov (p=0,07), ani
u dievcat (p=0,93) nie st vyznamné rozdiely v distribucii. Pri zluc¢eni kategorii nadhmotnost’ a obezita
(teda porovnanim distribucie v 3 kategoriach) sa vSak vnasom subore nachadza viac chlapcov
snadhmotostou a obezitou (p=0,05), ako by zodpovedalo tabulkovej distribucii. U dievCat sme
rozdiel nezigtili (p=0,88).

Zistovali sme vzt'ahy medzi obvodom krku, pasu, a pomermi pas/vyska a krk/vyska a percentom
telesného tuku. Vysledky st zhrnuté v tabul’ke ¢. 1a), kde uvadzame vypocitané korelacné koeficienty
R vzhl'adom na pohlavie, zvlast’ u mladistvych mladSich a starSich ako 18 rokov. Obvod krku, pomer
krk/vyska a pomer pas/vyska vyznamne korelovali s percentom telesného tuku u oboch pohlavi
v oboch vekovych kategoriach. Najtesnejsi vztah bol vo vSetkych kategoriach k pomeru obvod
pasa/vyska, nasledovany u chlapcov pomerom krk/vyska, a u diev¢at obvodom krku. Vo vSetkych
pripadoch vsak boli korelacie tesnejSie u mladistvych v starSej vekovej kategorii. Parameter obvod
pasa vSak s percentom tuku v Ziadnej z kategorii nekoreloval.

Pouzitd vaha ma softvér na vypocet viscerdlneho tuku obmedzeny vekom > 18 rokov. Percento
visceralneho tuku sme vyhodnotili u 91% 18-21-ro¢nych chlapcov au 90% dievc¢at - tabul’ka 1b).
Vsetky parametre - obvod krku, pomer krk/vyska, obvod pésa aj pomer pas/vyska - vyznamne
korelovali s percentom visceralneho tuku u oboch pohlavi, ato tesnejSie v porovnani s koreldciami
spercentom telesného tuku. NajtesnejSie s viscerdlnym tukom u dievcat aj u chlapcov koreluje pomer
pas/vyska, nasledované uchlapcov obvodom pasa, a pomerom krk/vyska, u dievCat je druhym
najtesnejsie korelujiicim ukazovatel'om pomer krk/vyska.
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Tabulka 1

Tabul'ka 1a): Korelaéné koeficienty antrometrickych indexov s percentom telesného tuku
Obvod krku | Krk/vyska | Obvod pasa | Pas/vyska

Chlapci

14-17 rokov, N=295 | 0,496*** 0,511*** 0,013 0,829***

18-21 rokov, N=118 | 0,625*** 0,652*** -0,073 0,861***

Dievcata

14-17 rokov, N=355 | 0,529*** 0,526*** 0,006 0,713***

18-21 rokov, N=171 | 0,638*** 0,613*** -0,001 0,748***
* %k p< 0,001

Tabulka 1b): Korelacné koeficienty antrometrickych indexov s percentom visceralneho tuku

| Obvod krku | Krk/vyska | Obvod pasa | Pas/vyika
Chlapci
18-21 rokov, N=107 | 0,724*** | 0,754*** | 0,877*** | 0,900***
Dievcata
18-21 rokov, N=154 | 0,715*** | 0,740*** | 0,725*** | 0,773***
*kk p< 0,001

V dalSom kroku sme analyzovali, ¢i sa obvod krku, pomer pas/vyska a krk/vyska vyznamne liSia
v ramci pohlavi v jednotlivych kategoriach BMI. Analyza rozptylu poukézala na vyznamné rozdiely
(p<0,0001) medzi jednotlivymi kategériami BMI tak u chlapcov, ako aj u dievéat. Chlapci
spodhmotnostou a normalnou hmotnostou, ako aj skupina snormalnou hmotnostou
anadhmotnostou, sa vyznamne liili obvodom krku, pomerom krk/vyska aj pas/vyska (p<0,05. Medzi

chlapcami s nadhmotnost'ou a obéznymi je vyznamny rozdiel len v pomere pas/vyska (p<0,001) - obr.
1a).

Vo vsetkych troch pozorovanych parametroch sa vyznamne odliSuju aj dievcata s podhmotnostou od
diev¢at s normalnou hmotnost'ou, a tiez diev€atd s normalou hmotnostou od tych s nadhmotnostou
(p<0,001). Dievéata s nadhmotnost'ou a obezitou sa vyznamne lisia len v obvode krku (p<0,05) av
pomere pas/vyska (p<0,001) - abr. 1b).

Dievcata pas/vyska Chlapci pas/vyska
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Obriazok 1: Pomer pas/vySka v jednotlivych kategériach BMI u dievcat - a) achlapcov - b).
* p<0,05; *** p<0.001
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Diskusia

Klasifikacia podrla tabuliek Narodnych Standardov je prakticky naro¢na, nakol’ko vypocitani hodnotu
BMI treba korigovat’ na vek a pohlavie, at.¢. podl'a nasich najlepsich vedomosti nie je k dispozicii
vol'ne pristupny pocitacovy program, pomocou ktorého by prakticky lekar mohol rychlo a jednoducho
zaradit’ pacienta. Dal$im problémom su aj diskrepancie medzi tabulkovymi medznymi hodnotami
nadhmotnosti aobezity u mladistvych v porovnani s dospelymi, u ktorych sa nadhmotnost’ a obezita
kategorizuje bez ohl'adu na vek apohlavie. Naviac, uvedena klasifikdcia neumoznuje odliSenie
pritomnosti centralnej obezity.

NaSe predbezné vysledky naznacuju, Ze jednoduché antropometrické parametre by mohli byt
prakticky uzitocné v klasifikacii centralnej obezity u mladistvych. Pravdepodobne najvhodnejSim
ukazovatel'om bude pomer pas/vyska. Obvod krku, resp. jeho pomer k vyske, by vSak mohol sluzit
ako alternativa v pripade, ¢ nie je mozné spolahlivo zmerat’ obvod pasa. Ci st nami sledované
ukazovatele centralnej obezity vhodné pre klinicki prax, odhali az analyza udajov po skonceni
projektu, ked” budeme moct vypocitat senzitivitu a Specifitu, pozitivne a negativne prediktivne
hodnoty, aplochy pod krivkami ROC (Receiver Operating Characteristic curve) analyzou spravnej
afalo$nej pozitivity a spravnej a falo$nej negativity, vzhladom na pohlavie a vek.
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47. Stanovenie koncentracie folatov v erytrocytoch a ich
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Uvod

Kyselina listova a jej biologicky aktivne formy folaty su sucast’ou ddlezitych biochemickych procesov
V organizme. Zacastituju sa syntézy nukleovych kyselin, prenosu jednouhlikovych zvy$kov a premeny
serinu alebo metioninu (1). Potreba folatov rastie najmé v obdobi zvySenych poziadaviek organizmu
narychly telesny alebo bunkovy rast.

Status folatov u dietata zodpovedd nutricnému stavu ich matiek, ale je ovplyvneny aj gestacnym
vekom novorodenca, transplacentarnym prenosom, zdsobami v organizme, ako aj vyzivou dietata po
narodeni (2). Pri deficite folatov vznika riziko rozvoja anémie, trombocytopénie a neutropénie (3).

Stanovenie koncentracie folatov v erytrocytoch sa povazuje za najpresnejsi indikator saturicie
organizmu kyselinou listovou. Na rozdiel od stanovenia sérovych hladin kyseliny listovej, ktora
odraza denné zmeny v organizme a vplyv stravy, je koncentracia folatov v erytrocytoch odrazom
dlhodobého procesu a zasob v organizme (4).

Hladina folatov predstavuje klI'aCovy faktor vplyvajuci na rast plodu a novorodenca a preto je potrebné
poznat" skutoéné koncentracie folatov v organizme, ¢o nasledne umoziiuje prispiet k urceniu
adekvatngj lie€by anémie u pred¢asne narodenych novorodencov (5).

Material a metédy

Sledovany subor tvorilo 62 novorodencov. Z celkového poctu bolo 36 diev¢at a 26 chlapcov. ISlo
o fyziologickych zdravych novorodencov hospitalizovanych na Novorodeneckom oddeleni
Univerzitnej nemocnice akademika L. Dérera v Bratislave. Stibor sme rozdelili do troch skupin podl'a
rozneho gestaéného veku (skupina A: 35. - 37. gestacny tyZden, n=9; skupina B: 38.- 39. gestacny
tyzder, n=28; skupina C: 40. - 41. gestacny tyzdern, n=25).

Vo vSetkych troch skupinach boli stanovené koncentracie folatov v erytrocytoch zo vzorky
pupocnikovej krvi. Na analyzu folatov v erytrocytoch sme vyuzili vytvorenie hemolyzatu (100 ul
pupoénikovej krvi a 3 ml 0,2 % roztoku kyseliny askorbovej). Dalsim krokom bola inkubacia
hemolyzatu, ktord prebiehala po dobu 90 minut pri teplote 20-25°C. Hemolyzat bol nasledne
umiestneny do vzorkovej oblasti analyzatora ELECSYS svyuZitim komerénych setov Folate III
(Roche Sovensko). Analyza folatov v erytrocytoch prebiehala elektrochemiluminiscenénou metoédou,
pri ktorej sa vyuziva znacenie ruthéniovym chelatom.

Vysledky

V stbore 62 novorodencov boli koncentracie folatov v uvedenych skupinach: v skupine A boli
hodnoty folatov v erytrocytoch v rozpati 812,02 - 1802,09 ng/ml, v skupine B 700,56 - 1872,16 ng/ml
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av skupine C 661,61 - 1817,53 ng/ml, ktoré prehl'adne uvadza tabulka 1. V uvedenych skupinach
sme stanovili priemerné hodnoty koncentracii folatov v erytrocytoch v skupine A 1292,23 ng/ml,
v skupine B 1092,09 ng/ml, v skupine C 1105,13 ng/ml. Namerané koncentracie folatov v suvislosti s
dizkou gravidity su ilustrativne uvedené v grafe 1 aich variabilitu vzhl'adom na pérodnti hmotnost’
dietat’a zobrazuje graf 2. V cdlom sledovanom subore boli 3 prenatalne hypotroficki
novorodenci (pérodna hmotnost' pod 10. percentil), u ktorych boli zistené koncentracie folatov
v erytrocytoch v rozpiti 717,49 - 1125,45 ng/ml..

Tabulka 1 Koncentracie folatov v erytrocytoch v pupoénikovej krvi

Koncentracie folatov v erytrocytoch v pupoénikovej krvi

koncentracie folatov v erytrocytoch
o , (ng/ml)
sledovana skupina pacientov
rozpitie hodnét priemer
A: novorodenci narodeni v 35. - 37. gesta¢nom tyzdni 812,02 - 1802,09 1292,23
B: novorodenci narodeni v 38. - 39. gestaénom tyzdni 700,56 - 1872,16 1092,09
C: novorodenci narodeni v 40. - 41. gestacnom tyzdni 661,61 - 1817,53 1105,13

2000
§ % 1500 1
s £ I
@ ﬁ I 1
'S & 1000 - - -
S £

500 4
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(35.-37.9.t.) (38.-39.9.t.) (40.-41.9.t.)

Graf 1 Koncentracie folatov v erytrocytoch v sledovanych skupinach (A, B, C) podl’a gestacného
tyzdna (g.t.)
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Graf 2 Koncentracie folatov v erytrocytoch vzh’adom na pérodni hmotnost’ diet’at’a

Diskusia

Kyselina listova sa vyskytuje v prirode vo forme pteroyl-monoglutaméatu alebo pteroyl-polyglutamatu.
Pomer oboch sa v jednotlivych potravinach rastlinného i Zivo¢iSneho povodu lisi. Idealnym rastlinnym
zdrojom kyseliny listovej su najmé zelené Casti rastlin a zelenina (Salat, Spenat, kel, ¢inska kapusta,
paradajky, cvikla) av mensej miere niektoré druhy ovocia (meldon, maliny, cucoriedky a banany),
orechy a huby. Zo zivocisnych zdrojov st najbohatSim zdrojom kyseliny listovej pecen, mlieko
(srvatka) a médso (6).

V T'udskom organizme je kyselina listova absorbovana az v 90 % vo forme monoglutamatu. Utiliz4cia
polyglutamétov v organizme je ovel'a niz$ia. Polyglutamaty su dekonjugované pomocou enzymov
(folylpoly-y-glutamat karboxypeptidaza II) v tenkom ¢reve na monoglutamaty. Nasledne dochadza k
absorpcii z ¢reva do krvného obehu (4). Absorpcia monoglutamatu prebieha bud’ prostrednictvom
Specifického nosica alebo procesom podobnym difuzii v pripade nadmerného prijmu folatov.
Najvyssie hodnoty v krvi dosahuje monoglutamat naviazany na albumin medzi 30 az 60 minttami po
prijati a nasledne sa rychlo vychytava tkanivami. Po vychytavani z portalnej cirkulacie je Cast’ folatov
odstraiiovana pomocou folatového nosica a cast’ je ulozena v pe€eni vo forme polyglutamatu. V
pripade potreby je uvolnena do rieCiska pre d’alSie vyuzitie v bunkach organizmu. Mengj ako 1 % sa
vyluéuje z organizmu moc¢om (1).

Vyznam kyseliny listovej je dobre znamy v prevencii srdcovocievnych ochoreni. Pri chorobnych
stavoch snaslednou hyperhomocysteinémiou hra doélezitu protektivnu ulohu prave kyselina listova.
Obdobne je to g v pripade demencie a Parkinsonovej choroby u starSich I'udi pri nedostatku folatov a
stcasne pritomnej hyperhomocysteinémii. Existuju mnohé prace, ktoré uvadzaji stvislost’ znizeného
prijmu kyseliny listovej s vyskytom kolorektalneho karcinému a rakoviny prsnika. Casto su viak
vysledky na zvieracich modeloch a rozsiahlych epidemiologickych §tadiach protichodné (1).

Suvis prenatalne podavanej kyseliny listovej a znizenie rizika kongenitdlnych anomalii bol
jednoznacéne potvrdeny v mnohych studiach (1, 7, 8). Benefit denného uzivania kyseliny listovej pred
planovanou koncepciou a v gravidite sa preukazal uz pri dennom peroralnom prijme 400 pg kyseliny
listove]. Tym sa signifikantne znizuje riziko vzniku defektov neuralnej rary a razstepov podnebia (7).
U deti matiek s diabetes mellitus 1. typu, ktoré¢ pocas tehotenstva uzivali kyselinu listovu, bola vyrazna
redukcia izolovanych kongenitalnych anomalii (8).

Hladina folatov v organizme moéze byt ovplyvnena réznymi chorobnymi stavmi. V pripade
neonatalnej asfyxie boli zistené signifikantne nizSie hladiny folatov v sére a vySSie hladiny
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homocysteinu u pred¢asne narodenych asfyktickych novorodencov Vv porovnani s donosenymi
asfyktickymi novorodencami. Rozdiely medzi pohlaviami neboli zistené (9). V pripade asfyxie
u donosenych novorodencov moze byt nasledkom spustenia celej kaskady reakcii oxida¢ného stresu,
redistribucie krvi alebo krvacaniaprave rozvoj anémie (10).

U zdravych novorodencov a doj¢iat je koncentracia folatov do Siestich mesiacov vysokd, potom klesa
na rozdiel od kobalaminu, ¢o znamena, e folaty pozitivne koreluju s dizkou vyluéného dojéenia (11).
V pripade umelej mliecnej vyzivy je stanoveny minimalny denny prijem kyseliny listovej u deti do
prvého roku zivota ato 60 pg (6).

Osobitosti novorodeneckého veku prinasaju otazku adekvatnej davky kyseliny listove v ramci lieby
a profylaxie v skupine pred¢asne narodenych novorodencov. Nielen referenéné hodnoty folatov
v organizme V zavislosti od veku, pohlavia a pouzitej metodiky vySetrovania sa liSia, ale aj udaje
0 davkovani kyseliny listovej su V literatare ré6znorodé (1, 12, 13). V naSom subore boli 3 prenatalne
hypotroficki novorodenci, u ktorych nachadzame relativne nizSie hodnoty folatov v erytrocytoch.
Vzhl'adom na mall skupinu pacientov k celkovému sledovanému stboru tieto vysledky Statisticky
nevyhodnocujeme.

Optimalna koncentracia folatov v erytrocytoch u deti v Anglicku vo veku 1,5 — 4,5 roka bola 412
ng/ml (934 nmol/l) u chlapcov a 395 ng/ml (894 nmol/l) u diev¢at. Viac ako 2 % deti malo
koncentraciu folatov v erytrocytoch menej ako 177 ng/ml (400 nmol/l) (1). Podl'a nami pouzitych
komer¢nych setov Folate III (Roche Slovensko) sa referenéné hodnoty pohybuju v Eurdpskej
populécii v rozsahu 523 - 1257 ng/ml s priemerom 730 ng/ml u dospelych. V oboch uvedenych
pripadoch islo o pouzitie periférnej krvi a dospelt populaciu. V pripade nasho stiboru islo o analyzu
pupocnikovej krvi v skupine fyziologickych novorodencov, ¢o sa moze podielat’ na Specifickosti
vysledkov. Variabilita vysledkov by mohla byt ovplyvnena aj narodnymi rozdielmi v ramci odliSnosti
v stravovacich navykoch.

Stanovenie folatov v erytrocytov je odrazom dlhodobého statusu folatov na rozdiel od plazmatickych
zasob, ktoré su ovplyvnené prijmom folatov v strave. Zrelé¢ erytrocyty nemaju schopnost
transportovat’ alebo akumulovat’ folat v organizme. Pocas erytropoézy st folaty pravdepodobne
naviazané na hemoglobin. Celkova zasoba folatov v organizme ¢loveka je limitovana pol¢asom obratu
a to je priblizne 100 dni (4).

Anémia predCasne narodeného novorodenca je multifaktorialna. Pri¢inou byva nizka hladina
erytropoetinu, zniZzeny cirkulujiici objem krvi, nedostato¢na krvotvorba pri nedostatku stavebnych
latok alebo iatrogénne straty krvi (3).

Folaty (acidum folicum) st stéastou preventivneho podavania v podpore adekvatnej erytropoézy
nielen v tehotenstve, ae @ po narodeni, najmé u pred¢asne narodenych novorodencov. Pre poznanie
efektivity liecby je potrebné poznat’ vychodziu hodnotu folatov v organizme. Praca prinaSa prvotné
vysledky stanovenia koncentracie folatov v pupocnikovej krvi u fyziologickych novorodencov.
V sledovanom stbore zdravych novorodencov nachddzame Siroké rozpidtie hodndt folatov
Vv erytrocytoch bez ohladu na gestatny vek, ale relativne zniZzené hodnoty folatov v pripade
novorodencov S intrauterinnou rastovou retardaciou.

Sucastou komplexnej lieCby anémie u predCasne narodenych novorodencov je peroralna substiticia
kyselinou listovou, ktora je jedna z dolezitych stavebnych prvkov krvotvorby. Pre uréenie stratégie
liecby je ziaduce poznat’ koncentracie kyseliny listovej v organizme pred a po liecCbe a nasledne
pokracovat’ v sledovani efektivity suplementacie kyselinou listovou Vv zavislosti od druhu vyzivy
predcasne narodeného novorodenca.

Prdca bola podporenda Grantom UK - GUK 320/2011.
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Uvod

Transplantdcia amnionovej] membrany /TAM/ v oftalmologii mé& dlhodobu tradiciu ada sa
konStatovat’, ze predstavuje jeden z milnikov chirurgie oka. Prvé skusenosti boli zdokumentované de
Rothom v r.1940 u pacienta so symblefaronom. Odvtedy bola TAM pouzita pri mnohych diagnézach.
Musime vSak uznat’ Ze niekedy s rozporuplnymi vysledkami. Az prace J.Batlla a S.Tsenga z polovice
90 rokov, ktori navrhli nové postupy spracovania, konzervacie a samotnej transplantdcie amnionove;j
mebrany, poskytli novi nadej pre mnozstvo pacientov trpiacich rozlicnymi druhmi poSkodenia
predného segmentu oka. Amnionova membrana /AM/ je 0.02-0.5 mm hruba, najvnuatornejSia fetalna
membrana l'udskej placenty ziskanej pri poérode via sectio Ceasarea. Histologicky je tvorena 3
zdkladnymi  vrstvami: jednovrstvovym  epitelom, bazdlnou membrdnou a avaskularnou,
hypocelularnou stromalnou matrix. Presny mechanizmus hojivého u€inku AM nie je znamy. Je isté,
ze dopomaha epitelizacii a diferenciacii buniek povrchu predného segmentu oka. Vo svojej strome
obsahuje vysoku koncentraciu bazického fibroblastového faktoru /b-FGF/ a keratocytového rastového
faktoru /KGF/. Pri Strukturalnych proteinoch /laminin, kolagén VII/ bazilnej membrany bol
pozorovany epitelotropicky efekt. Obsah intristickych neurotropnych substancii robi z AM idealny
substrat pre rekonstrukciu epitelu povrchu oka. AM zaroven inhibuje transdukciu TGF-B
vV rohovkovych a spojovkovych fibroblastoch, ¢o mé vyrazny anti-jazvovity efekt. Po TAM dochadza
v prvych fazach k redukcii prozapalovych substancii hlavne citokinov IL-1 alL-10, ¢o poukazuje na
imunomodulacny efekt AM. Vyznamny efekt preukazuji aj inhibitory proteindz ako 2-antiplazmin, 1
a2 antitrypsin. AM obsahuje podobne ako iné bazdlne membrany kolagén IV,V a VII, laminin,
fibronektin, ktoré su dolezité pre adhéziu, migraciu a diferenciaciu rohovkového epitelu
NezanebateI'nym je aj fakt, Ze pri TAM sa transplantuje iba substrat a nie zivé bunky, ¢im nedochadza
k rgekcii allograftu.  Existuju 2 techniky transplantacie AM. Pri implantacnej - inlay - sa aplikuje
AM na spodinu defektu epitelidlnou stranou nahor a jej velkost’ koreSponduje s rozsahom defektu.
Tym funguje ako bazalna membrana po ktorej moze defekt reepitelizovat’. Pri  aplikaénej - onlay -
technike sa AM aplikuje na povrch rohovky, limbu aperilimbalnej oblasti kde sluzi ako biologicka
kontaktna $oSovka. Je popisovany aj spésob vrstvenia - filling - viacerych AM na seba pri hlbsich
defektoch. Za tcelom udrzania AM in situ ju fixujeme k podkladu jednotlivymi stehmi Ethilon 10.0.
Niektory autori doporucujii prekrytie AM kontaktnou SoSovkou ¢i impregnaciu AM in vitro
glutaraldehydom, ktory spdsobi prekrizenie - crossinking - jednotlivych kolagénnych vlaken a tym
jej spevnenie. Pooperacna starostlivost pozostava z aplikacie lokalng antibiotickej, steroidng
areepitelizacnej lieCby. V bezprostrednom pooperaénom obdobi sa méze pod AM vytvorit’ hematom.
Krv sa vdcsinou po Case vstrebe, no niekedy je nutné jej odsatie spod AM. Pred¢asna degradacia AM
je cGastym dbévodom jg retransplantacie. V uréitych pripadoch dochadza k tvorbe rezidudlnych
subepitelialnych membran ¢o modze spodsobovat’ opacifikaciu v zrakovej osi. Incidencia
posttransplantacnej  infekcie je 1.6%. Pri pouziti Cerstvej AM vsSak modze dosiahnut’ az 8%.
Najcastejsie pri nej boli vykultivované gram pozitivne baktérie. Gabler a kol.popisujii rozvoj
sterilného hypopyonu po opakovanych TAM. Kalcifikacia je popisovana v 12.8%. Pri ich vzniku sa
doporucuje podavanie Ciprofloxacinu v kvapkovej instilacii.
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Metodika

V rokoch 2005 - 2011 sme na O¢nej klinike UNLP a LF UPJS v KoSiciach transplantovali 18 AM u
15 oci 13 pacientov. V subore bolo 6 muzov s priemernym vekom 57.6r a 7 zien s priemernym vekom
69.4r. Suseny amnion sme ziskali zo zdruZenej tkanivovej banky UNLP a LF UPJS v Kogiciach.
Transplantaciu sme so suhlasom pacienta realizovali v 2 v celkovej a u 13 - tich v retrobulbarnej
anestézii 4% Marcainom v kombindcii s lokalnou anestéziou kvapkami Benoxi ¢i Tetracainom. Vo
vSetkych pripadoch sme pouzili aplikaénll tzv. ,,onlay* metdodu transplanticie s fixaciou AM
jednotlivymi stehmi Ethilon 10.0 resp. 8.0 v perilimbalnej oblasti. Pri hlbsich defektoch sme pouzili
metodu vrsvenia AM cez seba tzv. ,filling”. V 2 pripadoch sme fixdciu AM umocnili aplikdciou
kontaktnej SoSovky a v 2 pripadoch tarzorafiou. Pooperacna starostlivost’ spocivala v aplikacii lokalnej
ATB, antiflogistickej a reepitelizacnej liecby. Transplantdcia AM bola zrealizovana u 3 pacientov s
vredom rohovky naledkom poleptania, u 3 pri tazkej forme syndrému suchého oka, u 2 s trofickym
vredom ,u | po paréze n.VIL., u 2 s rejekciou rohovkového Stepu, v 1 pripade symbelara, v 3 pripadoch
recidivujucich erdzii rohovky a v 1 pripade insufficientného filtracného vankuasika po TE. Cielom
bolo retrospektivne zhodnotit naSe sklisenosti s transplantaciou amnionovej membrany pri
poskodeniach predného segmentu l'udského oka.

Vysledky

Hoci bol nas stibor maly, je v lom zastipené vcelku Siroké spektrum indikécii. Primarny ciel’,
prekrytie a prehojenie defektu, sme dosiahli v 100%. Eliminacia bolestivosti a diskomfortu nastala
v 80% naSeho suboru. ZlepSenie zrakovej ostrosti nastalo v 10% pripadov. V 2 pripadoch sme
zaznamenali uz peropera¢né zakrvacanie pod AM. ISlo o pacientov uzivajicich Warfarin, u ktorych
nebolo, pre kratkost’ ¢asu, mozné tento pred TAM vynechat’,resp. prejst na LMWH . Pric¢inou bola aj
metodika fixacie AM, ktorej okraj sme zanarali pod bulbarnu spojovku. V oboch pripadoch doslo
Kk spontannemu vstrebaniu krvi, nebolo ju nutné odsavat anarusit tym integritu AM. Pripad
postransplantacnej infekcie ¢i opacifikdcie sme v naSom stbore nezaznamenali. V 1 pripade sme
pristupili k retransplantacii AM, pretoze sa AM odlucila uz na 1.poopera¢ny dein. V 2 pripadoch
perforovanych rohovkovych vredov sme realizovali perfora¢nti keratoplastiku .

Diskusia

Prvou otazkou je & pouZivat erstvil, mrazenu alebo susend AM. Uéinky Gerstvej aj mrazenej AM na
I'udskom oku st rovnaké. Je tu vSak obava, pri pouziti Cerstvej AM, zo zvySeného rizika prenosu
infekcie HIV, hepatitidy B,A a syfilisu. Mrazena resp.suSend AM sa podrobuje opakovanym testom
na tieto prenosné choroby, ktoré toto riziko znizuju. Je popisovany aj rozdiel v incidencii
posttransplantacnej infekcie. U suSenej AM je 1.6%, pri pouZiti Cerstvej AM moze dosiahnut’ az 8%.
Dalej je tu problematika rentabilnosti. Z mrazenej/susenej AM sa da pripravit viac, az 30
transplantatov. V naSom subore sme s Cerstvou AM nepracovali. Pri pouzivani mrazenej AM sme
museli Cakat' na jej rozmrazenie ¢o nebolo vel'mi praktické. Zaroven sa nam mrazend AM zdala
vulnerabilnejsSia, ¢asto sa pri fixacii trhala. Zmena nastala, ked nam z tkanivovej banky zacali
dodavat’ suseni AM najprv na nitroceluldze s ktorou sme boli spokojny. No praktickejSia na pouzitie
sa nam zda byt susena AM bez nej. Je pripravend na pouzitie hned’, nemusi sa vopred namacat’, da sa
lahko upravit’ na pozadovanu vel'kost’ nastrihanim, ¢o je vyhodné hlavne pri technike vrstvenia AM
cez seba resp. vyplitania hlbsich defektov. DalSou otazkou je technika aplikacie. Pri povrchovych
defektoch postacuje jedna vrstva AM, pri hlbsich sa nam osvedcila metéda vrstvenia viacerych AM
cez seba. Pre spravny terapeuticky efekt AM je nevyhnutna urcita doba zotrvania AM na povrchu oka.
To je podmienené zvolenim spravnej formy fixacie AM k povrchu oka. Tu sa jednoznacne
doporucuje fixacia 8.0 ¢i 10.0 stehom. Niektori autori pouzivaji pokracujtci, niektori jednotlivé stehy.
Uzliky sa doporucuje zanarat’ z dovodu znizenia iritacie povrchu oka a prevencie postransplantacnej
infekcie. V Case pisania tejto prace sa objavovalo ¢oraz viac sprav o fixacii AM tzv. “biolepidlom* na
podklade fibrinu. S tymto sme vSak nemali moznost’ pracovat. Podl'a nasich sktsenosti preferujeme
jednotlivé stehy 8.0,v pripade fixacie na rohovku 10.0, ktoré zabezpecia dostatocnu stabilizaciu AM a
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nehrozi pri nich prezanie a tym poskodenie integrity AM. Velmi sa nam tiez osvedCilo zanorenie
okrajov AM pod bulbarnu spojovku. K aplikacii kontaktnej SoSovky sme pristapili v pripadoch
pridruzenej patolégie tarzalnej spojovky. Tieto techniky zabezpecili stabiliziciu AM na dostato¢ne
dlht dobu. V naSom stibore sme v 2 pripadoch boli nuteny na stabilizaciu AM pouzit’ tarzorafiu. Toto
vSak sami nepovazujeme za idealne rieSenie, pretoze pri nom nemdzeme sledovat’ proces hojenia a
obmedzend je aj pooperacna liecba, ktord je nemenej dblezitd pre vysledny efekt. Tu v sulade s
ostatnymi autormi doporucujeme lokalne ATB, antiflogistikd a epitelizancid. Ve'mi vhodné sa
ukazuju aj umelé slzy hustejsej konzistencie, ktoré znizuju povrchové trenie vznikajuce medzi AM a
tarzalnou spojovkou hornej mihalnice. Aplikdcia masti sa v naSom subore vel'mi neosvedcila. Ich
hromadenie v spoj.vaku a schnutie sa prejavilo ako kontraproduktivne a zvySovalo riziko poSkodenia
integrity AM.

Zaver

Aj napriek nasim esSte malym skusenostiam si dovolujeme tvrdit, Ze transplantacia AM predstavuje v
indikovanych pripadoch jednoduchti a bezpecni metoédu rekonstrukcie predného segmentu oka a
nemala by chybat’ v armamentariu Ziadneho oftalmologa.
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