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1. Rizikové faktory Sclerosis Multiplex

Déra Horvath, Lejla Vendégh
(vSeobecné lekarstvo, 6. rocnik, vieobecné lekarstvo, 6. ro¢nik)

Skolitel: MUDT. Iveta Lisda, CSc.
1. neurologicka klinika lekarskej fakulty Univerzity Komenského a Univerzitnej nemocnice v Bratislave

Uvod

Sclerosis multiplex cerebrospinalis je chronické zapalové demyelinizacné neurodegenerativne
ochorenie centrdlneho nervového systému. Je najcastejSou pric¢inou neurologickej invalidity mladych
dospelych. Napriek zavainosti tejto problematiky stale nepozname jednoznacnu pricinu tohto
ochorenia.

Cielom naSej prace bolo podat prehlad dostupnych dat o moznych rizikovych faktoroch, skimat ich
zastUpenie vo vzorke slovenskych pacientov a porovnat vysledky ziskané od pacientov s vysledkami
ziskanymi od suboru zdravych jedincov.

Rizikové faktory sme rozdelili na dve skupiny: ovplyvnitelné environmentalnymi faktormi, respektive
nimi neovplyvnitelné. Medzi ovplyvnitelné sme zaradili rizikové faktory podmienené vonkajSimi
Cinitelmi, ktoré suvisia so Zivotosprdvou pacienta, ako napriklad deficit vitaminu D, fajcenie,
prekonanie niektorych infekcii, vakcinacia, nadmerné uZivanie antibiotik, a stresové udalosti v Zivote
pacienta. Medzi neovplyvnitelné sme zaradili geneticki predispoziciu, pohlavné rozdiely, mesiac
narodenia, atopicky terén, pritomnost iného autoimunitného ochorenia a niektoré fenotypické
prejavy ako farba oci a vlasov a sérové hladiny vybranych parametrov u danych pacientov.

Material a metodika

Nas subor tvori 100 pacientov, ktori su sledovani v Centre pre liecbu Sclerosis multiplex v Univerzitnej
nemocnici akademika Ladislava Dérera. Nasou metddou bola retrospektivna Studia pripadov a
kontrol. Na hodnotenie rizikovych faktorov vzniku ochorenia sme u sledovanych pacientov poufzili
Standardizovany dotaznik zahriujici anamnestické udaje pacientov.

Udaje nasho dotaznika sme porovnali s Udajmi nasho kontrolného suboru, ktory tvori 61 dospelych
nahodne vybranych fudi vekovej skupiny 18-64 rokov bez demyelinizacného ochorenia CNS.

Okrem udajov z dotaznikov sme retrospektivne hodnotili aj sérové hladiny vybranych parametrov u
danych pacientov lieCenych na sclerosis multiplex, ktoré sme ziskali z nemocni¢nej databazy. Pri
tychto udajoch sme uviedli vysledky vstupnych vysetreni, o ktorych predpokladdme, Ze eSte neboli
ovplyvnené imunomodulac¢nou lie¢bou.

Vysledky boli Statisticky spracované prostrednictvom programu R-studio binom. test. p-hodnotu
mensiu ako 0,05 sme povaZovali za Statisticky vyznamnu.
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Vysledky

Tabulka 1: Zhrnuté udaje z nasich dotaznikov

Pacienti so Kontrolna Hodnota p
sclerosis multiplex skupina
Zenské pohlavie 75 28 2,18 x107"
Datum narodenia v jarnych/letnych mesiacoch 60 21 1,59 x 107
Pritomné autoimunitné ochorenie u pacienta 15 3 0,000139
Pozitivna rodinna anamnéza autoimunitného 15
) 33 4 3,289 x 10
ochorenia
Alergia u pacienta 51 9 2,2x107°
Pozitivna anamnéza v dospelosti prekonanej 1 0 SN
infekcie virusom morbil
Pozitivna anamnéza v dospelosti prekonanej 5 0
infekcie virusom Epsteina-Barrovej
Pozitivna anamnéza v dospelosti prekonanej 3 0 SN
infekcie virusom hepatitidy (A/B/C)
Pozitivna anamnéza v dospelosti prekonanej 2 0 SN
infekcie virusom varicella zoster
Anamnéza nadpriemerne Castej antibioticke] 16
o " 38 4 2,2x10
lieCby pocas detstva
Cas straveny vonku menej ako 2-3 hodiny ”
L . . 32 4 2,29x10
tyzdenne (najma pred vznikom ochorenia)
Nadmerny stres v Zivote 40 9 7,185x10 %
Pozitivna anamnéza faj¢enia pred vznikom
43 26 0,5077
choroby
Ockovanie proti virusu influenzy 12 7 0,4813
Ockovanie proti virusu hepatitidy A 10 4 0,1205
Ockovanie proti Human Papiloma Virus 2 0,8436
Ockovanie proti tetanu 5 0,9203
Pozitivna rodinna anamnéza Sclerosis Multiplex 14 0 SN
SN: Statisticky nehodnotitelna
Tabulka 2: Percentualne zastlpenie pacientov s patologickymi hodnotami uvedenych parametrov
Vysetreny parameter: Vitamin D Absolutny pocet
eozinofilov v sére
Pocet vySetrenych pacientov:
68 96
Percentudlne zasttpenie pacientov, u ktorych
bol vysstrefiy paramet‘er pa'tollglcky ’zvmer’leny 85,3 % 42,7%
(znizena hodnota vitaminu D/ zvy$eny
absolutny pocet eozinofilov)
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Diskusia

Sclerosis multiplex (SM) je multifaktoridlne podmienené ochorenie. Na jeho rozvoji sa spolo¢ne
podielaju genetické a environmentdlne faktory. Sicasna predstava o patogenéze SM predpoklada, Ze
chorobu spustaju niektoré environmentalne faktory u geneticky predisponovanych jedincov. Zatial
popisanych zhruba 200 genetickych faktorov vysvetluje 18-24% dedicnosti rizika vzniku SM, pricom
11% pripada haplotypu HLA-DRB1-15 (1).

Podla sucasnych vedeckych poznatkov medzi najddlezitejsie rizikové faktory patria:

Pocetné studie potvrdili protektivny vplyv vitaminu D na vyvoj SM. Skimanie sérovych hladin
vitaminu D ukdzalo, Ze hladiny vitaminu D boli vyrazne niZsie u pacientov SM v porovnani so zdravou
populaciou, a to najma v priebehu relapsov. Nedostatok vitaminu D vedie k nerovnovdhe medzi
lymfocytmi Th-1 a Th-2, o mdze viest k rozvoju autoimunitnych ochoreni. Kritickym obdobim pre
vyvin imunity z hladiska moZného nedostatku vitaminu D su obdobia gestacie, ranného detstva, a
skorej puberty. Suplementacia vitaminom D sa ukdzala jednym moZnym preventivnym zdsahom proti
rozvoja SM. Podla niektorych Studii podavanie vitaminu D je efektivne iba v urcitych kritickych
obdobiach rozvoja imunity.

Pocetné studie pozorovali aj stvis medzi mesiacom narodenia a vyskytom SM, ¢o by mohlo poukazat
na vyznam dostatoc¢nej hladiny vitaminu D v gestatnom obdobi. Ludia narodeni v jarnych a letnych
mesiacoch by podla tejto hypotézy mali byt v najvd¢Som riziku rozvoja SM, lebo prevazna Cast
tehotenstva prebieha v menej sine¢nych mesiacoch. Stidium vo Velkej Britanii naslo relevantné
rozdiely v mesiaci narodenia SM pacientov a zdravej populacie (2).

Fajéenie pokladame za dolezity mozny rizikovy faktor aj z dévodu, Ze je 100%-ne preventabilnym
rizikovym faktorom. Mechanizmus ucinku fajéenia je hlavne aktivizacia prozapalovych imunitnych
dejov. Longitudindlne Studie ukazali relativne riziko rozvoja SM 1,8-krat vyssie pre fajéiarov v
porovnani s nefaj¢iarskou kontrolnou skupinou (3).

Niektoré epidemiologické studie poukazuju na to, Ze u geneticky predisponovanych pacientoch
prekonané infekcie — vyvolané najma virusovymi ¢asticami — by mohli byt silnymi kofaktormi indukcie
réznych autoimunitnych ochoreni. Medzi najcastejsie infekcie spominané v suvislosti so SM su
infekcie vyvolané virusmi Ebsteina-Barrovej, rubeoly, osypok, herpes simplex, a virusom parotitidy.
Okrem pritomnosti infekcie zohrava ulohu aj vekové obdobie v Zivote pacienta, v ktorom infekciu
EBV v detstve ma vacsinou asymptomaticky priebeh, v obdobi puberty a dospelosti naopak prebehne
pod obrazom symptomatickej infekénej mononukledzy. Vo vyvojovych krajinach v oblastiach s nizSou
socioekonomickou urovriou obyvatelia prekonaju tieto infekcie v rannom detstve, velkd ¢ast deti sa
infikuje do 10. roku svojho Zivota. Vo vyspelych krajinach s vy$Sou hygienickou urovriou, kde su deti
viac chranené pred necistotou a infekciami, menej Casto sa infikuju. Prvy kontakt s infekciou vo
vy$3om veku moze viest k dysreguldcii vo vyvoji imunitného systému (4).

Dalsie $tudie poukazuju na zvy$ené riziko vzniku SM po nadmernej antibiotickej lie¢be, najma pocas
detstva (5).

Dalsim rizikovym faktorom v suvislosti so vznikom SM su stresové Zivotné udalosti. Neuroendokrinné
hormény nadmerne aktivované pocas stresovych situdcii mézu viest k dysfunkcii imunitného sytému
so zmenenou produkciou cytokinov zaprigifiujicou znizenu obranyschopnost &loveka (6).
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Vztah medzi vznikom autoimunitnych ochoreni a predchddzajicim ockovanim je kontroverznym,
Casto diskutovanym javom. Autoimunitné ochorenie sa podla niektorych autorov pokladd za
potencialny vedlajsi u¢inok vakcinacie.

Existuju aj tedrie o protektivnom ucinku vakcindcie na rozvoj SM. Podla niektorych autorov prave
infekcie znamenaju riziko pre vznik SM, tym pddom ockovanie proti tymto ochoreniam chrani
pacienta pred rozvojom autoimunitnych ochoreni.

Viac studii podporuje teodriu, Ze ockovanie znamena riziko pre rozvoj SM u predtym zdravého jedinca,
alebo exacerbaciu ochorenia u pacientov so SM (7).

Alergia a autoimunita su dva rézne nasledky dysregulacie imunitného systému a niektoré analyzy
ukdzali moZnu asociaciu medzi pritomnostou oboch typov poruchy imunitného systému u jedného
pacienta. Niektoré Studie naznacuju, Ze atopické ochorenie v detstve zvySuje predpoklad, Ze sa u
pacienta rozbehne autoimunita v neskorSom veku, ¢o poukazuje na mozZné spolocné crty v
patogenéze tychto ochoreni (8).

Je vseobecne zndmy jav, Zze pohlavné hormdény maju vplyv na imunitny systém pacienta a Zeny su
vSeobecne nachylnejSie na autoimunitné ochorenia. Tehotenstvo mdze mat ochranny biologicky
ucinok proti rozvoja SM (9).

Zaver

Nase vysledky ukazali signifikantny vztah medzi rozvojom sclerosis multiplex a nasledujicimi
faktormi: Zenské pohlavie, hodnota p = 2,18 x 107; datum narodenia v jarnych / letnych mesiacoch,
hodnota p = 1,59 x 107; anamnéza daldich autoimunitnych ochoreni, hodnota p = 0,0001139;
pozitivna rodinndg anamnéza autoimunitnych ochoreni, hodnota p = 3,289 x 10™; alergické
ochorenie u pacienta, hodnota p = 2,2 x 10™% anamnéza nadmerného uZivania antibiotik pocas
detstva, hodnota p = 2,2 x 107 menej ako 2 hodiny stravené vonku tyZzdenne (v suvislosti s hladinou
vitaminu D), hodnota p = 2,29 x 10™*; modra / zelena / sivé farba o¢i, hodnota p = 5,288 x 10™; svetla
farba vlasov, hodnota p = 1,79 x 10°; anamnéza nadmerného stresu v Zivote, hodnota p = 7,185 x 10°
10

Nezistili sme vyznamnu koreldciu medzi fajéenim a nastupom ochorenia, hodnota p = 0, 5077; a nase
studie nepreukazali negativny vplyv ockovania na vznik sclerosis multiplex.

Nasa studia napriek obmedzenia malym poctom skimanych pacientov poukazala na signifikantny
vplyv niektorych teoretickych rizikovych faktorov pri vzniku multietiologického demyelinizacného
ochorenia, sclerosis multiplex.
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2. Extracelularna DNA ako potencionalny prognosticky
a terapeuticky marker u pacientov so zapalovym ochorenim
Creva

Kristina Tomova
(vSeobecné lekarstvo, 4.rocnik)
Spoluautori: MUDr. Zuzana Letkova®, Doc. MUDT. Tibor HIavatVl, PhD., Mgr. Barbora Kone&na®
Skolitelia: Mgr. Janka Babitkova®, PhD., RNDr. Lubomira Téthova?, PhD.
V. Interna klinika, LF UK, Univerzitna nemocnica, Bratislava; *Ustav molekularnej biomediciny LFUK

Uvod

DNA, ktora je nositefom genetickej informacie je sicastou kazdej bunky, kde sa vyskytuje v jadre av
mitochondridch. DNA je mozné ale ndjst aj v mimojadrovom priestore. Sme sa dostava rdoznymi
sposobmi z buniek. Takdto DNA nazyvame extracelularna DNA (ecDNA).

EcDNA je pritomnd v plazme, bola izolovand aj zo slin, moca, materského mlieka a dokonca aj
semena. Hlavnym zdrojom ecDNA za fyziologickych podmienok su bunky nachadzajtice sa v krvi.**Za
nefyziologickych podmienok, napriklad pri organovom poskodeni aké vznika pri infarkte myokardu,
mitvici, ¢i popaleninach, koncentracie ecDNA v plazme stipaju a vtedy st hlavnhym zdrojom ecDNA

bunky poskodenych organov.*>%”®

Na druhej strane, u neutrofilov aktivovanych uréitymi podnetmi, napriklad roznymi cytokinmi alebo
lipopolysacharidom, méze dojst k $pecifickému typu bunkovej smrti nazyvanej NET6za.? Je to proces,
pri ktorom neutrofil tvori siete (NETy), pomocou ktorych vypudzuje zo seba DNA do extracelularneho
priestoru. Aj vtomto pripade dochadza k zvySovaniu ecDNA. Hoci primarna uloha neutrofilov je
ochrana tela pred poskodenim, pocas nadmernej akumulacie spolu s ostatnymi molekulami
a zapalovymi bunkami, mézu viest k poSkodeniu tkaniva. Proces NET6zy mdze preto posluzit ako
marker zépalu, ¢o sa uz pozorovalo pri viacerych zvieracich modeloch a pri roznych typoch choréb.™

Zapalové crevné choroby su chronické choroby gastrointestindlneho traktu s multifaktorialnou
etioldgiou. Patria sem Crohnova choroba, ulcerézna kolitida a iné nespecifické kolitidy. Crohnova
choroba inak regiondlna enteritida je charakterizovand transmurdlnymi, nekazeifikujucimi zapalovymi
granulémami.™* Najéastejéie postihuje 15-25 cm Usek terminalneho ilea, mdze sa roziirit do céka
a ascendentnej casti hrubého creva. Makroskopické znaky segmentalne s neporusenymi zénami,
postihuju celd hribku steny postihnutej Casti ¢reva, Casta je fibréza. Mikroskopicky je vidiet na sliznici
Skvrnité ulcerdcie, submukdza je edematdzne rozsirenia s lymfoidnymi nahromadeninami. Svalovina
je infiltrovana zdpalovymi bunkami. Komplikacie tohto ochorenia si malabsorpcia, tvorba fistul,
tvorba striktur, predispozicia k vzniku malignity."

Ulcerdzna kolitida sa zacina klasicky v rekte a pokracuje nahor do sigmy, zostupnej Casti hrubého
¢reva, a dalej ascendentne, pricom niekedy méze postihnut celé hrubé &revo.”® Makroskopicky je
Crevo postihnuté plynule, CastejSie povrchovo t.j. ohrani¢ené sliznicou. Mikroskopicky je sliznica
prekrvacana s ulceraciami, submukéza normalna alebo tensia. Komplikdcie tohto ochorenia su
toxické megacolon (akdtne, nahle dochadza ku vyraznému stenceniu steny svyraznou dilataciou
a nachylnostou k perforécii a peritonitide), perianalne fistuly, karcindm, tvorba striktir. Obe
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ochorenia sa vyskytuju v kazdom veku, ale CastejSie v2. az 3. dekdde Zivota, pricom castejsie
postihuju zeny ako muzov.™

Na mySacom modeli kolitidy, indukovanej dextran sulfatom sodnym sa zistilo, Ze ecDNA v plazme je
vy$dia ako u zdravych mysi, a ze tieto koncentracie pozitivne korelovali s dizkou trvania kolitidy.
Zaroven, proporciondlne stupal aj pocet NET-ov. NavysSe koncentracie ecDNA u pacientov s
ulcerdéznou kolitidou korelovali s klinickym stavom ochorenia.**

Nase doterajSie Studie so zameranim sa na ecDNA ukazujd, ze ecDNA moéze stupat pocas priebehu
DSS indikovanej kolitidy u mysi. U pacientov takato dynamika nebola zatial popisana.

Ciefom nasej prace bolo teda zistit, ¢i je ecDNA u pacientov s réznymi typmi kolitid vy$sia v porovnani
s kontrolnou skupinou zdravych jedincov. KedZe ecDNA moéze byt vyssia nielen v dosledku jej
uvolfiovania z poskodenych buniek ale aj v dosledku niz3ej aktivity DNdazy, ciefom bolo popisat aj
aktivitu tohto enzymu, ktory md za tlohu ecDNA degradovat.

Material a metodika

Vzorky krvi sme ziskali na zdklade spoluprace sV. internou klinikou Univerzitnej nemocnice
v Bratislave. Pacientom s ulcerdznou kolitidou a Crohnovou chorobou, bola odobrata vzorka krvi do
skimavky obsahujucej K3sEDTA pre zisk plazmy a skimavky bez aditiva na zisk séra. Ako kontrolnu
skupinu sme poufili zdravych jedincov, ktorym sme odobrali krv rovnakym sp6sobom. Celkovo sme
mali 56 pacientov (39 pacientov vs. 17 kontrol).

Krv bola centrifugovana po dobu 10 minut 2000 g, nasledne bol odpipetovany supernatant do nove;j
skimavky a centrifugovany znovu na 10 minat 2000 g aby sme sa zbavili vietkych krvnych buniek.
Nasledne, boli plazmy centrifugované na 16000 g 10 min pri 4 °C pre odstranenie apoptotickych
teliesok.

Izoldcia a meranie ecDNA

EcDNA bola izolovana z 200ul ludskej plazmy pouzitim QlAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen, Hilden,
Nemecko) podla odporicaného protokolu. Po vyizolovani bola DNA skladovana na - 20°C do dalsej
analyzy. Na meranie koncentracie ecDNA v plazme sa pouZil Qubit Fluorometer a Qubit dsDNA BR
Assay Kit (Invitrogen, California, USA).

Meranie DN4zovej aktivity

DN4&zova aktivita vo vzorkach séra bola merana radidlnou enzymovou difiznou metédou (SPRED)
pouzitim 1% agardézového gélu, ktory obsahoval DNA v koncentracii 5mg/ml. Do gélu sa tiez pridali
roztoky TRIS-HCI, CaCl,, MgCl,, aby sa vytvorili vhodné podmienky pre aktivitu enzymu. Z kazdej
vzorky séra boli 2l napipetované do pripraveného gélu, a nasledne pocas noci inkubované na 37°Cv
tme. DNéza | bola riedend pre vytvorenie kalibracnej krivky. Priemery kruhov vytvorenych
degradaciou DNA v géli boli merané pomocou Imagel) softvéru a ndasledne preratané na aktivitu
DNazy.

Data sme Statisticky spracovali pomocou programu GraphPad Prism v 6.0, pouZitim nepdrového t-
testu. p<0,05 sme hodnotili ako Statisticky vyznamné. Data su prezentované ako priemer +
Standardna chyba priemeru (SEM).
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Vysledky

Priemernd koncentracia ecDNA vo vzorkdch plazmy v kontrolnej skupine bola 16,83 + 4,59 ng/ml
a u pacientov s kolitidou 20,57 * 8,20 ng/ml. Tento rozdiel nebol $tatisticky signifikantny (Obrazok
1A). Namerand DNazova aktivita bola v skupine pacientov s kolitidou vyssSia o 8,7% v porovnani
s kontrolnou skupinou. Ani tento rozdiel vSak nebol statisticky vyznamny (Obrazok 1B).
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Obrazok 1. Vysledky koncentrécii ecDNA (A) a DNazovej aktivity (B). Data prezentované ako priemer
+ SEM.

Diskusia

Zapalové ochorenia ako iposkodenie réznych tkaniv vedie k zvysenej ecDNA v plazme takychto
pacientov. V pripade zapalovych ochoreni ¢riev kam sa radi najmd Crohnova choroba a ulcerézna
kolitida sa potvrdilo experimentadlne zvySenie ecDNA u zvierat sDSS indukovanou kolitidou.
U pacientov sa na nasej vzorke signifikantné rozdiely nepodarilo v koncentracidch ecDNA zistit.
Pacienti s kolitidou mali sice 0 22% vysSiu koncentraciu ecDNA v porovnani s kontrolnou skupinou,
ale tento rozdiel nebol $tatisticky vyznamny. Dévodov na takéto zistenie moze byt niekolko. V prvom
rade, ide o pacientov bud's Crohnovou chorobu alebo ulceréznou kolitidou. Obe ochorenia, aj ked' sa
radia medzi zapalové crevné ochorenia, maju odliSnu patogenézu, ktorej v stcasnosti nie Uplne
rozumieme. Takisto, iSlo o prierezov( §tudiu, t.j. pacienti, ktorych sa nam podarilo ziskat boli
v roznych $tadiach ochorenia a tiez s réznou lie¢bou. To vSetko mohlo mat vplyv na nesignifikantné
rozdiely. Na druhej strane, aktivita DNazy bola tieZ vyssia u pacientov s kolitidou, ¢o mohlo viest
k vatiej degradacii ecDNA."®

Zdverom mozZno povedat, Ze nanaSom subore sa ndm nepodarilo jednoznatne dokazat vyssie
koncentracie ecDNA u pacientov s kolitidou. Avsak nizky pocet pacientov avelkd variabilita
v klinickom stave, ako iv liecbe pacientov s kolitidou vyZaduje rozsirenie suboru a ndasledné
podskupinové analyzy, pre potvrdenie, ¢i ecDNA je vhodny prognosticky a terapeuticky marker
zapalovych ¢revnych ochoreni.
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3. Chorobnost a faktory pdsobiace na zdravotny stav dietata v
predskolskom veku

Katarina Bahnova
(vSeobecné lekarstvo, 6. rocnik)
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Uvod
Detstvo je dynamické obdobie, ktorého zakladnymi charakteristikami je rast avyvin. Dochadza
k zvaésovaniu organov, ale aj ku zmenam ich funkcie.

V nasej praci sme sa zamerali na obdobie predskolského veku. Je to obdobie, kedy dochadza
k najpomalSiemu tempu rastu dietata. Priberda 1.0-1.5kg/rok a roc¢ne vyrastie len 5-7 cm. Je to
obdobie, v ktorom dochadza k tzv. socializacii. Chorobnost deti nie je vysoka, ale deti v kolektive su
CastejSie choré nez tie, ¢o su vychovavané doma (1). Po nastupe do kolektivu sa chorobnost zvy3uje
v désledku nového prostredia s novymi antigénmi, s ktorymi sa jedinec doposial nestretol. Imunitna
ststava nie je este dokonalo vyvinuta, pretoze mu chyba imunologicka ,paméat“. Castym prejavom su
ochorenia hornych dychacich ciest — kasel a nadcha. Motorika je dobre rozvinutd, dieta sa uci
komplikovanejsie navyky. Toto obdobie je vhodné na ulenie $portovych aktivit. Dieta je velmi
zvedavé, pyta sa mnoiZstvo otazok, ktoré rozvijaju jeho myslenie. Okolo 4. roku Zivota sa objavuje
obdobie vzdoru, kde dieta hlada hranice a chce poukazat na svoju nezavislost.

Material a metodika

Monitoring zdravotného stavu deti v predskolskom veku sa uskutocnil v obdobi od maja 2014 do
septembra 2015. Vykonali sme prieskum pomocou dotaznikovej metddy. Dotaznik, ktory bol
sucastou projektu ,Zdrava skélka“. Prieskumu sa zUc¢astnilo 45 deti v predskolskom veku z Materskej
Skolky, Bazovského 4 v Bratislave-Dubravka.

Vysledky

Chorobnost
Otdzka: Ako Casto byva Vase dieta choré?

Chorobnost 45 deti opytanych respondentov: Jedenkrat rocne st choré 4 deti. Dvanast $kélkarov je
za rok chorych 2-3x. Pat jedincov zasiahne choroba 4x ro¢ne. Sedem deti je postihnutych 6x za rok na
ochorenia respira¢nej sustavy. Tri deti st choré 12x ro¢ne. Styria rodi¢ia dalej odpovedali, 7e ich dieta
je choré ,,¢asto” alebo ,,zriedka”, blizSie tato odpoved nekomentovali, preto nevieme udat presnu
¢iselnt hodnotu. Sest respondentov neodpovedalo.

Otdzka: Ktoré dychacie cesty postihuje choroba najcastejsie?

Horné dychacie cesty postihuje 43 $kélkarov. Ochorenie dolnych dychacich ciest malo jedno dieta. Na
tuto otazku neodpovedal jeden rodic.
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Otdzka: Bolo Vase dieta menej choré pred ndstupom do Skélky?

Zo Statistickych udajov zo $kélky v Dibravke odpovedalo 8 rodi¢ov dno a 37 opytanych tvrdi, Ze nie,
chorobnost sa zvysila.

Na otazku ¢i je dieta nachylné na choroby rodic¢ia odpovedali nasledovne: 19 rodi¢ov odpovedalo
4no, 21 respondentov odpovedalo negativne a 5 rodic¢ov neodpovedalo.

Otdzka: Odkial predpokladdte, Ze Vase dieta najcastejSie ziska chorobu?

Miestom nakazy je v 34 pripadoch materska skola. Tri pripady sa infikovali od rodinnych prislusnikov.
Sest zo 45 respondentov odpovedalo, e nakazu ziskalo z okolia (ihrisko, nadkupné centrum. Dvaja
rodicia na tuto otazku neodpovedali.

Na otazku terapie respondenti odpovedali nasledovne: u 5 jedincov boli indikované kvapky do nosa,
2 uzivali kvapky na kasel, jeden jedinec bral antibiotikd bez akejkolvek inej terapie. Kombinacia
kvapiek do nosa ado usi malo 16 deti. Antibiotikd v réznych kombinacidch s kvapkami do nosa
a kvapkami na kasel uzivalo spolu 19 skolkarov. Dvaja respondenti na poloZzenu otazku neodpovedali.

Sportové aktivity

Otdzka: Sportuje Vase dieta pravidelne?

Na tuto otazku odpovedalo 13 respondentov 4no, 23 odpovedi bolo negativnych a9 rodicov
neodpovedalo.

M

Na otazku: Co robi vase dietfa vo volnom ¢ase, nikto z opytanych neodpovedal ,,nic“. Vietci
respondenti oznacili bud’ Sportové kruzky, bicyklovanie, hru na ihrisku, malovanie, tancovanie alebo
ucenie sa cudzich jazykov.

Pri otazke ako ¢asto chodia rodi¢ia s detmi na prechadzku tyZzdenne, bolo iba 13 respondentov
odpovedajucich , kazdy den”. 2-3x tyzdenne chodi na prechadzku 14 odpovedajucich. 15 rodi¢ov
chodi 5-7x tyZdenne na prechadzky.

VyiZiva
Vysledky odpovedi na otazku o konzumacii jogurtov dopadli nasledovne: 26 rodi¢ov odpovedalo ano,

kazdy defi md ich dieta jogurt. 19 respondentov odpovedalo negativne.

Tridsatsedem opytanych odpovedalo éno na otazku, &i ich dieta kazdodenne ma é&erstvé ovocie.
Negativnych odpovedi bolo 8.

Otazka: Ma Vase dieta nadvédhu? Na tuto otdzku odpovedali v3etci rodi¢ia. Jeden rodi¢ uviedol, Ze
jeho dieta md obezitu, 44 opytanych uviedlo, Ze ich dieta nie je obézne, ani nema nadhmotnost.

Alergie

Sucastou dotaznika boli aj otdzky tykajice sa alergii. Vyplyva z neho, Ze 33 deti netrpi alergiou.
Zvysnych 12 jedincov alergiou trpi.
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Diskusia
Aj napriek nepriaznivym Statistikdm ako vo svete, tak ina Slovensku, deti z Materskej $kolky,
Bazovského 4 v Bratislave maju velmi dobré vysledky.

Prechod z doméaceho prostredia do kolektivu ma dopad na chorobnost jedinca. Az 37 deti zo 45 bolo
menej choré pred nastupom do MS a19 ma vyssiu nachylnost k chorobam. V 34 pripadoch je
miestom ziskania infekcie MS. V chorobnosti dominuji ochorenia hornych dychacich ciest
postihntcich a7 43 deti. Podla Uradu verejného zdravotnictva v roku 2016 vo veku 0-5 rokov bolo na
akutne respiratné ochorenia (ARO) postihnutych 5/100 000 deti (2). Kvaerner K.J., Nafstad
P., Jaakkola J.J, (2000), sledovali postihnutie dychacich ciest deti v predskolskom veku. Ich vysledky st

zhodné s nasimi (3). V ich subore dominovali ochorenia hornych dychacich ciest. Zistili, Ze najcastejsie
sa vyskytuju u deti vo veku 4 rokov. Chorobnost pri prechode z domaceho prostredia do $kélky je
prirodzena a je nevyhnutnd pre spravny vyvoj imunitného systému.

Mnoho $tudii tvrdi, Ze poddavanie antibiotickej liecby v rannom veku, t. j. prvych 6 mesiacov Zivota, je
asociované s alergiami asastmou bronchiale. Tuto skuto¢nost potvrdzuje S$tudia Kari a Risnes,
(2010), kde analyza potvrdila suvislost medzi vznikom alergii a astmy po podavani antibiotickej
terapie. Percento zvySenia nie je vyrazné, ide 0 1.89 %, kde deti mali vyssiu incidenciu astmy a u 1.59
% skiimanych vznikla kozna alergia (4). Vysledky z MS taktiez dokazuju, e vysoké percento deti uziva
antibiotika. Vysledky o uZivani antibiotik prvych 6 mesiacov Zivota nie su zndme, ale ked' sa pozrieme
na aktualnu Statistiku, percenta uZivania ATB v predskolskom veku si pomerne vysoké. V stvislosti
s vysledkami alergii méZzeme predpokladat dve skutoénosti. Bud' tieto deti vrannom detstve ATB
neuzivali, alebo im vzhladom na nizky vek prejav z uZivania nestihol vzniknut.

Celosvetovo ma incidencia alergii stupajicu tendenciu. Podla WHO su Stvrté v rebricku najcastejsich
ochoreni. Od roku 2015 priblizne kazdy druhy Eurdpan je alergik. Najc¢astejSim typom su respiracné
alergie. Znasho suboru respondentov ma neceld 1/3 deti alergiu, ¢o predstavuje zo vsetkych
opytanych necelych 27 %. Podla ,,American Academy of Allergy Asthma and Immunology” , (2012),
v rokoch 2009-2010 z 38 480 americkych deti zapojenych do prieskumu tykajucich sa alergii na jedlo,
hmyz, kozné a respiracné alergii, tych vo vekovej skupine 3-5 rokov je az 9 % alergickych na potraviny
a 11% jedincov ma kozné alergie (5). ,American College of Allergy, Asthma and Immunology” ,
(2004), tvrdi, Ze najcastejsimi alergiami na potraviny su arasidy, vajicka, mlieko a mlie¢ne vyrobky
(6). Deti z MS v Dibravke dosahuju lepsie vysledky ako udavaji spominané statistiky.

Najnovsie vyskumy ukazuju na nedostatok stravovacich navykov. Hoci sa o zdravej vyZive vela hovori,
rodi¢ia vsak nevedia, ¢o maju pod tymto vyrazom rozumiet. Doméace prostredie zohrava jednu
z najdélezitejsich Uloh v navykoch stravovania. Pokial jedinec nie je schopny rozhodovat sdm za seba,
vyber potravin je v rukach rodicov.

Zdrava vyZiva zahfna aj pitny rezim. Voda tvori okolo 60 % dospelého organizmu. MnoZstvo vody
u deti je vSak vyssi. Rovnako je ivyssi obrat vody v organizme, a preto su deti rizikovou skupinou.
Netreba podcefiovat mnoZstvo prijatych tekutin, odporuéa sa 1.7 | vody (nie sladenych napojov
s vysokym obsahom sacharidov).

Podla , Centres of Disease Control and Prevention“, (2014), ma konzumdcia ovocia u deti zvySujlcu
tendenciu, od roku 2003 nardstla 0 67 %, avsak stale nie je dostato¢na (7). V porovnani s vysledkami
z materskej skoly je celosvetovy stav horsi. ,,Daily Mail“, (2014), uvadza, Ze nizky trend konzumacie
mlie¢nych vyrobkov, ovocia azeleniny si viimla aj Eurépska Unia. Navrh na dotéciu $kolskych
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zariadeni vo vietkych ¢lenskych Statoch EU je ui zahrnuty aj veurdpskom programe, ktory ma
podporit konzumaciu ovocia, zeleniny a mlie¢nych vyrobkov (8).

V roku 2012, v rozmedzi 2-5 rokov malo obezitu 8.4 % americkych deti v predskolskom veku (9). Je to
na dany vek velmi vysoké Cislo. Zdeti vsledovanej $kdlke md obezitu iba 1 jedinec, ktory
predstavoval 2 % z celého stboru. Tieto vysledky st uspokojujice, aviak treba si uvedomit, Ze sibor
tvori malé percento deti z celého Slovenska.

Nemali by radsej zvysit spotrebu ovocia a zeleniny? Problémom v3ak nie su iba zlé stravovacie
navyky, ale nedostatok Sportovych aktivit. Deti ¢asto preferuju hru na poditaci ¢i na mobile, Zial,
fyzicka aktivita je v ¢oraz viac v Uzadi.

Simonek, (2006), definuje pohybovu aktivitu ako kazdi pohybovi ¢innost, ktora v dostatoénej miere
zvysuje poziadavky na funkcie organizmu, vyZzadujlcu energeticky vydaj nad uroven vydaja v pokoji.
Zaradujeme sem vSetky pracovné, zaujmové a telesno-Sportové aktivity (10).

Pre déleZitost pohybu vplyvajicu na dieta sme sa zameriavali na otazky, ¢i dieta Sportuje a v akej
tyzdennej frekvencii chodi aspor na prechadzky. Z vysledkov vyplyva, Ze osveta délezitosti pohybu je
dostatocnd. Pozitivom je, Ze az 15 deti je na prechadzke takmer denne a 14 deti 2-3x tyZzdenne. Pre
porovnanie ,National Association for Sport and Physical Education”, (1999), tvrdi, Ze iba 1 z3
americkych deti vykonava fyzickd aktivitu denne (11). Nase vysledky st uspokojujice, otazkou vsak
ostdva, ¢i su rodi¢ia schopni zabezpecit pravidelnost fyzickej aktivity aj v neskorSom vyvine dietata,
kedy sa za posledné roky do popredia dostavaju sedavé aktivity v podobe televizorov a pocitacovych
hier. Podla sucasnych Statistik americké deti vo veku 1-18 rokov stravia priblizne 7,5 hodiny pred
obrazovkami. Aj pre tento problém, nedostatok pohybu v neskorSom veku, dosahuje obezita také
epidemické rozmery.

Zoznam poutzitej literatury:

1. KAPELLEROVA A. aspol.: Propedeutika detského lekdrstva. Bratislava : Univerzita
Komenského, 2002. 292 s. ISBN 80-223-1924-5

2. MIKAS J.: Urad verejného zdravotnictva Slovenskej republiky. Informacia o vyskyte akutnych
respiracnych ochoreni a chripky a chripke podobnych ochoreni v Slovenskej republike za 1.
kalendarny tyZzden 2017, 2017.
www.uvzsr.sk/index.php?option=com_content&view=article&id=3028:informacia-
onvyskyte-akutnych-respiranych-ochoreni-anchripky-anchripke-podobnych-ochoreni-v-
slovenskej-republike-za-1-kalendarny-tyde-2017&catid=58:epidemiologicka-
situacia&ltemid=64

3. KVAERNER K.J., NAFSTAD P., JAAKKOLA J.J.: NCBI. Upper respiratory morbidity in preschool
children: a cross-sectional study, 2000.

4. KARI R, RISNES et al.: Americal Journal of Epidemiology. Antibiotic Exposure by 6 Months and
Asthma and Allergy at 6 Years: Findings in a Cohort of 1,401 US Children, 2010.

5. AMERICAN ACADEMY OF ALLERGY, ASTHMA AND IMMUNOLOGY.: Allergy Statistics, 2012.
Wwww.aaaai.org/about-aaaai/newsroom/allergy-statistics

6. AMERICAN COLLEGE OF ALLERGY, ASTHMA AND IMMUNOLOGY.: Children and Allergies,
2014. www.acaai.org/allergies/who-has-allergies/children-allergies

7. CENTRES OF DESEASE CONTROL AND PREVENTION: Progress on Children Eating More Fruit,
Not Vegetables, 2014. www.cdc.gov/vitalsigns/fruit-vegetables/


www.uvzsr.sk/index.php?option=com_content&view=article&id=3028:informacia-
www.aaaai.org/about-aaaai/newsroom/allergy-statistics
www.acaai.org/allergies/who-has-allergies/children-allergies
www.cdc.gov/vitalsigns/fruit-vegetables/

24|

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

MAIL ONLINE: Enjoy a yogurt at school? Hard cheese, says EU: Eurocrats want to ban snacks
in 'healthy eating' campaign, 2014.www.dailymail.co.uk/news/article-2554924/Enjoy-yogurt-
school-Hadr-cheese-says-EU-Eurocrats-want-ban-snacks-healthy-eating-campaign.html
CENTRES OF DESEASE CONTROL AND PREVENTION: Childhood Obesity Facts, 2011.
cdc.gov/obesity/data/childhood.html

SIMONEK J: Sportové zaujmy a pohybova aktivita v dennom refime a ich vplyv na prevenciu
drogovych zavislosti deti a mladeze. In: Studie Ill. Nitra: Pedagogicka fakulta UKF, 2006. s. 7-
102.

NATIONAL ASSOCIATION FOR SPORT AND PSYSICAL EDUCATION. The Fitness Equation:
Physical Activity + Balanced Diet = Fit Kids. Reston, VA: National Association for Sport and
Physical Education, 1999.

DAVIES JR: Alergie a sennd ryma. Banska Bystrica: Grada, 1999. 88 s.

ZACHAR D: VyZiva ¢loveka I., Zvolen: TU, 2006. 265 s

SASINKA M, SAGAT T, KOVACS L, a spol.: Pediatria: zvizok 2. Bratislava: Herba, 2007. 741-
1450s.

SASINKA, M., SAGAT, T., KOVACS, L., a spol.: Pediatria: zvazok 1. Bratislava: Herba, 2007. 741-
1450ss.

LONGMORE M et al.: Oxford Handbook of Clinical Medicine. UK: Oxford University Press,
2012. 862 s.

KOVACS L. a spol.: Pediatria. Bratislava: Arete, 2010. 412 s.

KOVACS L. a spol.: Pediatrickd propedeutika. Bratislava: Arete, 2010. 123 s.

LESTAN M: Imunitny systém, 2015. www.alergoimun.sk/index.php/odborne-temy/imunitny-
system

KOVACS L et al.: Nové trendy vo vyZive deti. Bratislava, 2009. www.zzv.sk/publikacie/nove-
trendy-vo-vyzive-deti

LEANN, LB, FISHER JO: Development of Eating Behaviors Among Children and Adolescents,
1998. Pediatrics 1998;101: 539-549.

WORLD HEALTH ORGANISATION.: Physical activity and  young  people
www.who.int/dietphysicalactivity/factsheet_young_people/en/

LEVIN S, LOWRI R, BROWN RRD et al.: Physical Activity and Body Mass Index Among US
AdolescentsYouth Risk Behavior Survey 1999. Arch Pediatr Adolesc Med. 2003; 157(8): 816-
20

ABDALLAH C, Acute epiglottitis: Trends, diagnosis and management, Saudi J Anaesth. 2012
Jul-Sep; 6(3): 279-281


www.dailymail.co.uk/news/article-2554924/Enjoy-yogurt-
www.alergoimun.sk/index.php/odborne-temy/imunitny-
www.zzv.sk/publikacie/nove-
www.who.int/dietphysicalactivity/factsheet_young_people/en/

| 25

4. Aterogénny index plazmy je pozitivne asociovany s rizikom

smrti u starSich Zien — 10-rocna follow up studia
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Spoluautori: Sabaka Peter, Bendzala Matej, Caprnda Martin, Komornikova Andrea, Dukat Andrej

Skolitel: MUDr. Peter Sabaka, PhD
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Uvod

Napriek pokrokom lie¢by a prevencie, kardiovaskuldrne choroby nadalej ostavaju veducou pricinou
smrti v eurdpskych krajinach (0).Vacsina kardiovaskularnych prihod sa vyskytuje u pacientov starsich
ako 60 rokov (1). Existuje mnoho ddokazov spajajucich dyslipidémiu s vysokou koncentraciou
lipoproteinov s nizkou hustotou (LDL) a nizkou koncentraciou lipoproteinov s vysokou hustotou (HDL)
s vyvojom a progresiou kardiovaskularnych choréb (3,3). Star$i pacienti viak predstavuju Specificku
populaciu z hladiska hodnotenia kardiovaskuldrneho rizika, zrejme vdaka polymorbidite s efektom
viacerych modifikujlcich faktorov. Stidie doposial nepreukazali jasnd spojitost medzi
kardiovaskularnym rizikom a koncentraciou LDL v geriatrickej populacii a velka metaanalyza dokonca
poukdzala na negativnu asociaciu koncentracie LDL s rizikom smrti u seniorov (5). Koncentracia LDL
teda nie je vhodnd na odhadovanie kardiovaskularneho rizika v populacii pacientov s vyssim vekom.

Aterogénny index plazmy (AIP) je logaritmus podielu koncentracie triacylglycerolu k HDL
a predstavuje uZitoény marker kardiovaskuldrneho rizika (6). AIP totiz uzko koreluje s plazmatickou
koncentraciou malych denznych LDL castic (7). Tie sU vyznamne asociované s rizikom rozvoja
kardiovaskuldrnych ochoreni (7). Vztah medzi AIP a preZivanim u geriatrickej populécie nebol
doposial skimany. Nasim cielom bolo zistit vztah AIP a mortality v populacii pacientov nad 60 rokov
a overit hypotézu, ze AIP by mohol predstavovat lepsi prognosticky faktor nez koncentrécia LDL alebo
celkovy cholesterol u seniorov.

Material a metodika
Pacienti a dizajn: UskutocCnili sme prospektivnu observativnu Stidiu populdcie pacientov Il. internej
kliniky Lekarskej Fakulty Univerzity Komenského v Bratislave.

Pacienti star$i ako 60 rokov boli ndhodne vybrani zo vsetkych hospitalizovanych a
nehospitalizovanych na klinike medzi rokmi 2006 a 2007. Pri zaradeni boli zozbierané demografické a
antropometrické déta, farmakologicka anamnéza a osobna anamnéza. Plazmatické LDL, HDL, celkovy
cholesterol a koncentracia TAG boli vySetrené z vendznej krvi u nalacno (minimdlne 12 hod.
laénenie). Pacienti s anamnézou onkologického ochorenia okrem dlhodobej remisie (minimum 5
roéna remisia), cirhozy pecene, Cushingovho syndrému, kortikoterapie, nekontrolovaného
hypotyreoidizmu alebo hypertyreoidizmu, chronickou oblickovou chorobou vyZadujlicou
transplantdciu, alkoholici a drogovo zavisli a pacienti s malabsorpénym syndromom boli vyltceni.
PreZivanie alebo datum smrti boli stanovené 10 rokov po prijati z narodného registra.
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Zber a spracovanie krvi: Krv bola odobrana systémom Vacutainer z vena cubiti. Po odobrati boli
vzorky uloZené pri izbovej teplote po dobu 30 min a nésledne boli centrifugované (10 min, 3000
rpm). Supernatant bol skladovany pri 4st. C a spracovany v priebehu 8 hodin.

Biochemicka analyza: Celkovy cholesterol, LDL, HDL, a TAG boli urcené enzymatickou
kolorimetrickou metddou(Cobas Mira Plus, Roche Diagnostics GmbH, Montclair, NJ, USA).

Statisticka analyza: deskriptivne déta su prezentované ako priemer * smerodajnd odchylka.
Priemery kvantitativnych premennych boli porovnané pouZitim T-testu (pri normalnom rozlozeni)
alebo Mann-Whitney testu ak neboli normalne distribuované. Normalne rozloZenie bolo overené
pouzitim Kolmogorov-Smirnovho testu. Asocidcia LDL, HDL, non-HDL, TAG a AIP s preZivanim bola
hodnotena pouzitim multivariantnej Coxovej regresnej analyzy. Analyza zahffiala adjustaciu na vek,
fajéenie, uZivanie statinov, anamnézu diabetes mellitus, infarktu myokardu, PAOO a NCMP. P
hodnoty mensie ako 0.05 boli povaZzované za signifikantné.

Etika: Vietci pacienti podpisali informovany suhlas. Studia bola vykonana v stlade s etickymi
principmi pre biomedicinsky vyskum stanovenymi Helsinskou deklaraciou.

Vysledky
500 pacientov bolo regrutovanych a 473 pacientov (226 muZov a 247 Zien) bolo zaradenych do

studie. Zakladna charakteristika participantov je uvedend v tabulke 1.

Tabulka 1: charakteristika suboru

muZi (n = 226) Zeny (n =247) p

Vek (years) 72,17 + 8,678 73,93+9,118 0,341
BMI (kg/m2) 27,22 + 6,470 27,50+ 5,366 0,644
Prezivanie (mesiace) 61,05 + 45,609 74,68 +£42,510 <0,05
TAG (mmol/1) 1,39+ 0,679 1,53 £ 0,826 <0,05
Cholesterol (mmol/I) 4,17 +1,100 4,71+1,218 0,210
LDL (mmol/1) 2,52 £0,843 2,74 £0,916 0,428
HDL 1,03 £ 0,340 1,26 + 0,479 < 0,05
non-HDL (mmol/1) 3,14 £1,220 3,44+ 1,127 <0,05
AlP 0,11+0,270 0,07 £0,326 < 0.05
Inafarkt myokardu (%) 27,2 13,4 <0.001
PAOO (%) 17,1 15,5 0.63
Diabetes mellitus (%) 44,2 34,0 <0.05
NCMP (%) 16,4 13,8 0.78
Statiny v lie¢be (%) 28,8 33,2 0.07
Zomrelo (%) 65,5 46,6 <0.05

AIP — aterogénny index plazmy, BMI — index telesnej hmotnosti, HDL — lipoproteiny vysokej
hustoty, LDL — lipoproteiny nizhej hustoty, PAOO — periférne arteriové obliterujice ochorenie,
TAG — triacylglycerol
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Tabulka 2: Coxova multivariantna regresna analyza.

Pohlavie p Exp(B) 95% Cl of Exp(B)
AIP mugi 0,801 1,087 0,570 - 2,072
feny <0.05 2,149 1,160 - 3,984
TAG mugi 0,806 1,031 0,809 - 1,313
eny 0,527 1,087 0,839 - 1,408
LDL muzi 0,997 1.000 0,812-1,232
Zeny 0,730 0,954 0,731-1,180
HDL muzi 0,475 1,223 0,704 - 2,125
Zeny <0.05 0,555 0.351-0.878
non-HDL muzi 0,744 1,028 0,869 - 1,217
Zeny 0.556 0,945 0,782-1,141
Cholesterol muzi 0,638 1,040 0,883-1,226
feny 0,152 0,869 0,717 - 1,053

AIP — aterogénny index plazmy, HDL — lipoproteiny vysokej hustoty, LDL — lipoproteiny nizhej
hustoty, TAG — triacylglycerol

Regresna analyza: PouZitim multivariantnej Coxovej regresie pri adjustacii na vek, fajCenie,
anamnézu diabetes mellitus, infarktu myokardu, NCMP, chronického obliterujuceho ochorenia
dolnych koncatin a uZivania statinov sme pozorovali Statisticky vyznamnu asociaciu rizika smrti z
akejkolvek priciny s AIP a HDL u Zien. Nérast rizika bol asociovany s poklesom HDL a narastom AIP. U
muzov nebolo riziko smrti asociované so Ziadnym zo sledovanych rizikovych faktorov (tabulka 2).

Diskusia

Pouzitelnost tradi¢nych lipidovych rizikovych faktorov ako koncentracia LDL a celkova koncentracia
choelsterolu v geriatrickej populacii je obmedzenad a asociacia LDL s kardiovaskuldrnym rizikom
u starSich pacientov je vsucastnosti predmetom velmi Zivej debaty (3,3). V tejto Studii sme po
prvykrat preukazali, Ze aterogénny index plazmy je pouZitelny ako prognosticky marker u Zien nad 60
rokov ato nezavisle od rizikovych faktorov ako su fajCenie, uZivanie statinov, anamnéza infarktu
myokardu, NCMP, diabetes mellitus a periférneho arteridlneho obliterujuceho ochorenia.

AIP bol vyvinuty ako prognosticky marker, ktory mal lepsie odzrkadlovat kardiovaskuldrne riziko ako
samotna koncentracia triacylglycerolu, LDL alebo HDL. AIP totiZ Uzko koreluje s koncentraciou malych
denznych LDL, ktoré su povaZované za vyznamne aterogénne (7). Existuju dokazy, Zze malé denzné
LDL su u starsich pacientov dobrym prediktorom fatalneho infarktu myokardu a rozvoja vaskularnej
demencie (9).

AIP je taktieZ funkciou koncentracie triacylglycerolu. Jeho vysoka hladina bola tieZ identifikovana ako
marker zvySenej mortality v populacii nad 60 rokov (10). V nasej populacii sme ale asociaciu
triacylglycerolémie s rizikom smrti nenasli.
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AIP je funkciou koncentracie HDL. Nizka koncentracia HDL bola v niektorych pracach asociovana
z rizikom rozvoja demencie a cievnych mozgovych prihod u starSich pacientov (11,12). My sme
pozorovali asociaciu narastu rizika smrti z akejkolvek pri¢iny s poklesom koncentracie HDL u Zien.

Ako uZ bolo uvedené vyssie, LDL v mnohych studidch nie je asociované s rizikom smrti u seniorov (5).
K rovnakému zdveru sme prisli ivnaSej studii. My vsak nepredpokladdme, Ze je za tymto
fenoménom chybanie negativnych vplyvov vysokej koncentracie LDL u seniorov, ale skor efekt
polymorbidity a mnozstva modifikujucich faktorov posobiacich v populdcii starSich pacientov. Tuto
tedriu potvrdzuje aj fakt, Ze statiny su aj u starsich pacientov efektivne v prevencii kardiovaskularnej
smrti (3).

U muzov sa ndm nepodarilo preukazat vztah AIP alebo HDL s mortalitou. Predpokladéme, Ze to bolo
spOsobené vyssim vyskytom komorbidit v nasej muzskej populdcii. Vzhladom na dizajn prace sme si
za end point zvolili smrt z akejkolvek pri¢iny, nie kardiovaskuldrnu smrt. To vSak nepovazujeme za
vyraznu limitaciu, kedZe je smrt z akejkolvek pri€iny povazovand autoritami za tvrdsi end point (13).
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Uvod

Zivotny $tyl deti amladeie sa meni. Konzumacia kalorickych amastnych jedal a nedostatok
pohybovych aktivit su najéastejSou pricinou civilizaénych ochoreni (hypertenzia, diabetes mellitus,
obezita, faj¢enie) (5,10). V sucasnosti predstavuju rastuci zdravotny problém. U deti v predSkolskom
a Skolskom veku je to zavislost na televizii, po¢itatovych ainternetovych hrach. Ak civilizaéné
choroby trapia uz deti v predskolskom veku, vo vacsine pripadov mézu za to rodicia. My sme sa
v nasej praci venovali detom v predskolskom veku.

Material a metodika

Analyza bola vykonavana spracovanim Udajov dotaznikovou metédou. Dotaznik, ktory bol sticastou
projektu ,Zdrava skélka“ bol adresovany rodicom deti predskolského veku, ktori navstevuju
Matersku $kolu (M3) Bazovského 4, Bratislava-Dibravka v obdobi maj 2014-september 2015.

Cielom nasej analyzy bolo zistit vyskyt civilizaénych ochoreni (hypertenzia, diabetes mellitus, obezita ,
fajéenie) udeti v predskolskom veku v sledovanej skupine. Sledovani skupinu tvorilo 45 deti
predskolského veku (3-6 rokov) a 37 parov rodicov deti vo veku 20-55 rokov. Rodicia a deti neboli
rozliSované podla pohlavia.

Vysledky

Zistovali sme % zastUpenie sledovanych informacii v jednotlivych skupinéach.

V nasom dotazniku sme sa pytali rodi¢ov deti na nasledujuce otazky:

Otazka €. 1: Mate vysoky krvny tlak?

V sledovanej skupine rodi¢ov sme sa dozvedeli, Ze 4 rodicia (10,81 %), ostatnych 33 rodicov (89,19 %)
odpovedalo zaporne.

Otazka ¢. 2: Mate cukrovku?

V sledovanej skupine rodi¢ov sme zistili, Ze iba 1 z paru rodicov (2,7 %) ma cukrovku a 36 rodicov ju
nema (97,3 %).

Otdzka ¢. 3: Ma vase dieta cukrovku?

Vyskyt diabetu sa nepotvrdil. Ani jedno zo 45 deti nemalo cukrovku.

Otazka €. 4: Mate nadvahu?

V sledovanej skupine rodicov sme zistili, Ze nadvahu ma viac ako 27 % rodicov.

Otézka ¢. 5: Ma vase dieta nadvahu?

V sledovanej skupine iba 1 dieta je obézne (2 %) a ostatné deti, ktorych bolo 44 (98 %), nadvahu
nemali.

Otdzka €. 6: Fajéite?

V sledovanej skupine rodicov az 32,43% pravidelne faj¢i a 67,57% nefajci.
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Otézka €. 7: Sportujete pravidelne?

Pravidelne vo volnom ¢&ase Sportuje 14 rodic¢ov (37,84 %), nedostatok pohybu pocituje az 23 rodi¢ov
(62,16 %).

Otazka ¢. 8: Mate ochorenie srdca?

Ochorenie srdca maju 3 rodicia (8,11 %), 34 rodicov (91,89 %) ma zdravé srdce.

Diskusia

Zivotny $tyl deti, najma malych a najmensich, je zavisly predovietkym na spdsobe Zivota rodiny.
Névyky zdravého Zivotného S$tylu azdravie podporujiceho spravania je potrebné vytvarat
v predskolskom veku, kedy sa upevriuju najtrvalejsie. NajlahSie sa vytvaraju spontanne, priamou
skusenostou dietata, ¢ize tym, Ze okolo seba vidi priklady zdravého spravania a Ze Zije v zdravo
utvaranych podmienkach (6).

Svetova zdravotnicka organizacia (WHO) tvrdi, Ze pocet deti trpiacich obezitou sa za poslednych 30
rokov zdvojnasobil a u adolescentov dokonca strojnasobil (12). Zaroven uvédza, Zze v roku 2011 sa
pocet deti s nadvahou, mladsich ako 5 rokov, stupol na viac ako 40 miliénov (2).

Obezita je ochorenie, u ktorého je prevencia Gcinnejsia ako lie¢ba. Prvym predpokladom je véasné
zistenie sklonu k nadvéhe. Ked' je medzi rodiémi jeden obézny, ich dieta ma 50 % pravdepodobnost
stat sa obéznym. Ked su obidvaja rodi¢ia obézni, mdZzeme ocakavat az 80 % pravdepodobnost
vyskytu obezity u dietata. Deti tychto rodi¢ov by mali byt ¢o najrychlejsie podchytené pri pravidelnej
lekarskej prehliadke (4).

Pred dvadsiatimi rokmi boli diabetici v predskolskom veku raritou, dnes ich mame ¢im dalej, tym viac.
Podiela sa na tom aj fakt, Ze ked' sa kedysi skombinovala dedi¢na dispozicia na vznik cukrovky od otca
i matky, tak sa zva¢3a tehotenstvo nepodarilo udrzat.

Dnes sa véak u? tieto deti rodia a cukrovka sa u nich prejavi velmi skoro. Predpokladana dizka zivota
deti s diabetom sa zniZuje aZ o 15 rokov (7).

Nasim hlavnym cielom bolo poukdzat na zavaznost problematiky avzbudenie zdujmu u Sirokej
verejnosti. Spravna vyZiva dietata v predskolskom veku je odrazovym mostikom pre zdravie
v neskorsom veku. Rodicia by mali hlavne dbat na to, aké jedlo dietatu ponukaju.

Dieta v predskolskom veku napodobriuje spravanie rodi¢ov, a stravovanie nie je vynimkou. Rodicia
by mali byt preto,vidy vzorom pre svoje dieta. Dieta sa mdze stat obéznym v priebehu svojho
vyvoja, vplyvom dedi¢nosti, vychovnym pdsobenim rodiny, vplyvom psychosocidlnych a kultdrnych
podmienok spolocnosti, v ktorej Zije. V rodine, kde su obézni rodicia, je velmi pravdepodobné, Ze
budui obézne aj deti. Dedi sa vSak predispozicia.TakZe, ¢i sa ochorenie u dietata prejavi alebo nie,
zavisi od viacerych dalsich faktorov.

U obéznych deti sa hypertenzia vyskytuje aZ 3x CastejSie ako u primerane vaziacich deti (1).

Najnovsie zverejnend Studia Eurdpskej Unie hovori, Ze kazdé tretie dieta trpi nadvahou & obezitou.
Spolu s poklesom pravidelného pohybu azlym stravovanim sa toto ochorenie stdva Casovanou
bombou. Statistiky vravia, 7e 60 a7 80 % vietkych deti si vysoku véahu prenasa do dospelosti. Priciny
obezity su vo viac ako 96 % spOdsobené zlym stravovanim a nizkou pohybovou aktivitou (11).

Jednym z najvacsich zdravotnych problémov ludi 21. storocia je obezita, ktord spdsobuje Uumrtie,
skracuje priemernd dizku Zivota o $est rokov a je pri¢inou vzniku chronickych chordb.



32

Na Slovensku evidujeme 5 % deti nadvahou a az 12 % obéznych deti (1). V nasej skimanej skupine
bolo 45 deti predskolského veku a 37 parov rodicov. Zistili sme, Ze v nasej vzorke vybranych deti v
predskolskom veku, nie je situacia taka kritickd. Nepotvrdili sme vyskyt cukrovky v nasej sledovanej
skupine. Iba 1 dieta malo nadvéhu, ktoré bolo dietatom rodicov s nadvahou. Dieta s nadvahou je
sledované u detského lekara a malo by byt vySetrené detskym endokrinolégom, aby sme vyludili
organicky podklad obezity. Prisna redukéna diéta méze viest v detskom veku k spomaleniu rastu.

V poslednych rokoch bol vo svete zaznamenany trend ndrastu nadvdahy a obezity u deti. V Austrdlii je
to kazdé stvrté dieta a v USA aZ kazdé tretie. Deti su telesne menej aktivne, pobyt vonku pri hrach,
ako je futbal alebo skakanie cez Svihadlo sa zamenil za nekoneéné vysedavanie pred pocitatom a
televizorom v kombinacii s konzumdciou nezdravych potravin (8).

Nezdravému stravovaniu holduje na Slovensku aj velké mnoZstvo deti, obézne je priblizne kazdé
desiate dieta, pricom kazdé piate dieta ma nadvahu. Odhaduje sa, Zze okolo 150 miliénov deti a
adolescentov na svete trpi obezitou. Vela rodi¢ov, bud nema srdce, zakdzat svojim detom sladké
dobroty, alebo sa im sami pokusaji naordinovat diétu. Statistika obéznych deti a tinedZerov
hospitalizovanych v nemocniciach za roky 2009 -2011 jasne ukazuje, Ze najviac bolo 5 az 14-ro¢nych
deti, ktoré sa liecili na obezitu (9).

Z vysledkov rodic¢ov deti sme zistili, Ze je alarmujuci hlavne vyskyt nadvdhy a nadmerného fajcenia,
¢o bude mat urcite vplyv aj na generdcie deti, ktoré s nimi Zija.

Deti, ktoré $portuju, su stastnejsie, sebavedomejsie, netrpia Gzkostou ani depresiami.

Rodinné prostredie hra podstatnd ulohu vo formovani stravovacich zvyklosti a spésobu
fyzickej aktivity dietata. Mnohé vzory spravania sa vytvéraju uz v prvych rokoch Zivota. Tieto
preberaju deti od svojich rodi¢ov a zvyky pretrvévaju aj v dal%ich obdobiach Zivota.Upravu
spésobu stravovania a miery fyzickej aktivity dieta znid$a omnoho [ahSie, ak sa tymito
principmi riadi aj jeho rodina a priatelia (3).

Prevencia obezity je vidy ucinnejsia ako jej liecba. Vzhladom na rodinny vyskyt obezity je
dolezité sledovat deti obéznych rodi¢ov a predchadzat obezite u nich. Prevencia zadina od
narodenia. Doj¢ené deti maju vyrazne nizsi sklon k obezite, ako deti Zivené umelym mliekom.
V neskorsom veku je délezité upravit pomer prijmu avydaja. DéleZity je pohyb deti na
¢erstvom vzduchu. Pocas celého detského veku je ddleZité udrzat spravnu hmotnost dietata

(1).
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Uvod

Pomerne znamou je uloha celkového, ako aj nizkodenzitného cholesterolu (LDL) v etioldgii vzniku
akutneho koronarneho syndrému (AKS). Za najaterogénnejsie sa doposial povazuju malé denzné LDL.
Uloha velmi nizkodenzitnych (VLDL) a intermediarnych lipoproteinovych ¢astic (IDL) nebola doposial
celkom objasnena. Ato aj napriek predpokladu, Ze ide o nositelov vyrazného aterogénneho
potencialu. Zarover sa stale pochybuje, ¢i su hladiny lipidového spektra dostatocne stéle na to, aby
sa robila ich rutinnd analyza u pacientov v akutnej faze AKS ana jej zaklade sa rozhodovalo
o hypolipidemickej liecbe [1-8]. V klinickej praxi sa preto pomerne ¢asto u pacientov toto vySetrenie
neindikuje. A to aj napriek platnym odporuicaniam.

Material a metodika

V nasom subore 60 pacientov (46 muzZov a 14 Zien v priemernom veku 47.2 rokov) sme vykonali
bedside analyzu celého lipidového spektra. ISlo o pacientov, ktori boli prijati do kardiocentra ku
primdrnej perkutannej koronarnej intervencii (PCl) z dévodu akutneho infarktu myokardu (AIM)
klasifikacie STEMI (s elevaciami ST segmentu na elektrokardiograme). Prave AIM typu STEMI tvoril
v nasej studii hlavné inklizne kritérium pre zaradenie pacientov do Studijnej skupiny. Analyza bola
realizovana pomocou metodiky Lipoprint Quantimetrix System. Metodika je schvdlena FDA na
kompletné stanovenie lipidového spektra v biologickych systémoch, vratane ¢loveka. Hlavné rizikové
faktory u nasich pacientov boli fajéenie, systémova arteridlna hypertenzia, diabetes mellitus
a pozitivna rodinna anamnéza v suvislosti s kardiovaskularnymi udalostami. Kontrolny stbor tvorilo
30 zdravych dobrovolnikov. Podrobné charakteristiky pacientov a kontrolnej skupiny su uvedené v
tabulke ¢.1. Ziskané hodnoty kvantitativnych premennych s normélnou distriblciou uvadzame ako
priemery so smerodajnymi odchylkami (SD), hodnoty bez normalnej distribicie su uvedené ako
mediany so Standardnou chybou (SE). Normalna distribicia bola posidend pomocou
Kolmogorovovho — Smirnovovho testu. Rozdiely priemerov medzi pacientami a kontrolnou skupinou
sa pri normalnej distribucii porovnali pomocou T — testu. V pripadoch nerovnomernej distribucie
pomocou Mann — Whitneyovho U testu. Statistické rozdiely medzi premennymi sa zistovali pomocou
Pearsonovho chi — kvadratového testu. V3etci pacienti podpisali informovany suhlas s vysetrenim,
ako aj s primarnou PCl. Jedného pacienta sme zo studie vylucili pre rozvoj kardiogénneho Soku
a smrti.
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Tab. 1: Charakteristika pacientov a kontrolnej skupiny. BMI — body mass index, DM — diabetes

mellitus, AH — arteridlna hypertenzia, RA — rodinnd anamnéza

Pacienti (n=60) Kontrolna skupina (n=30) p
Vek 47.20+5.30 40.52+£6.72 0.64
Muzi / zeny 46/60...76.67 % 22/30...73.33 % 1.0
BMI 28.08 £5.07 27.89+5.70 0.81
Fajcenie 40/60...66.67 % 22/30...73.33% 0.86
DM 6/60...10 % negat. -
AH 20/60...33.33 % negat. -
Pozitivna RA 12/60...20 % negat. -
Cholesterol (s) 4.28 +0.60 4.25+0.54 -
Triacylglyceridy (s) 1.44+0.40 1.15+0.39 -

Vysledky

Pri prijati do kardiocentra za ucelom vykonania PCl boli stanovené hodnoty kreatinkindzy 33.04 +
33.31 pkat/l, troponinu T 19.61 + 124.45, ejekénej frakcie favej komory srdca (EF) 45 + 10.03%. Pri
selektivnej koronarografii bol u piatich pacientov (8.33%) preukdzany nesignifikantny nalez na
koronarnych artéridch. U vacsiny pacientov (39 = 65%) bolo preukazané jednocievne postihnutie.
V ostatnych pripadoch islo o dvojcievne postihnutie (12 = 20%), u Styroch pacientov (6.7%) bolo
zistené trojcievne postihnutie. Nasledne bola vykonana PCl. Zavedenie stentu bolo realizované
u najvacsieho poctu pacientov (51 = 85%), aorto — korondrny bypass (CABG) bol realizovany u 1
pacienta (0.17%). U dvoch pacientov doslo ku aspiracii vzniknutého trombu (3.33%). Zvysnych Sest
pacientov (10%) ostalo bez intervencie. Analyzou lipidového spektra sme dospeli ku vysledku
Statisticky signifikantného vzostupu LDL Castic strednej velkosti v porovnani s kontrolami. Zaujimava
bola detekcia vysoko aterogénnych malych denznych LDL castic, ktoré sa v kontrolnej skupine
nevyskytovali. V detekcii velkych LDL Castic neboli Statisticky signifikantné rozdiely medzi skupinami.
Novym zistenim bol Statisticky signifikantny vzostup VLDL castic, rovnako tak velkych a stredne
velkych IDL dastic. Zaujimavym bolo taktieZ zistenie Statisticky signifikantného poklesu velkych
a stredne velkych HDL castic oproti kontrolnej skupine. Malé HDL Castice nevykazovali rozdiely medzi
skupinami. Pri porovnani lipidového spektra s laboratérnymi Specifikdciami klinického stavu
pacientov (EF lavej komory, hladina Troponinu, koronarograficky nalez pri selektivnej koronarografii)
nebola preukdzand Statisticky signifikantna koreldcia. Namerané hodnoty celého lipidového spektra
uvddza tabulka €. 2.

Grafické znazornenie vysledkov obsahuju grafy 1 a 2.
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Tab. 2: Hodnoty lipidového spektra u pacientov a v kontrolnej skupine.

Pacienti (n=60) Kontrolna skupina (n=30) p

VLDL 40.00 £1.72 23.00+1.64 <0.0001
velké IDL 31.03+9.40 22.71+5.22 <0.0001
stredné IDL 13.00+1.23 8.00+3.30 <0.0001
malé IDL 12.00+0.91 17.00 +1.65 <0.0001
velké LDL 35.93%16.42 40.23 £10.60 0.1905
stredné LDL 21.00+1.71 11.00 +2.34 <0.05
malé LDL 3.00 £1.79 0.00 +0.28 <0.001
velké HDL 10.00 + 0.89 18.00+1.53 <0.0001
stredné HDL 18.00+0.79 25.00+0.73 <0.0001
malé HDL 4.00+0.43 6.00 +0.47 0.07
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Graf 1: Spektrum VLDL, IDL a LDL ¢astic u pacientov a v kontrolnej skupine.
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Graf 2: Spektrum HDL castic u pacientov a v kontrolnej skupine.
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Diskusia

Je zname, Ze dyslipidémia je jeden znajzdvainejSich azdroven hlavnych etiologickych agens
zodpovednych za patofyziologicky mechanizmus vzniku AKS na podklade procesu aterotrombotickych
zmien v limene koronarnych artérii [1,2]. Z tohto dévodu je v€asna diagnostika a liecba dyslipidémie
kfa¢ova. Priaznivo ovplyviiuje véasni a dlhodoblU progndzu. Podla platnych odporucani pre
manazment AIM klasifikacie STEMI md byt poutZitie statinov [3] neoddelitelnou stiéastou celkového
manazmentu, rovnako tak aj stanovenie sérovych lipidov po prijati pacienta do kardiocentra. Liekom
volby je Atorvastatin v davke 80 mg p.o. a to ¢o najskér, pri¢om lie¢bu treba podavat dlhodobo [11].
Tento postup preukdzal pokles morbidity a mortality, v pripade, Ze sa hypolipidemicka liecba zahdji
bezodkladne, pri prijati — teda este v akutnej faze rozvoja AKS. A to prave na zaklade Udajov ziskanych
z variability lipidového spektra vo véasnej faze AKS u pacientov podstupujicich primarnu PCI [6,7]. Aj
u tychto pacientov, oproti zdravym jedincom v kontrolnej skupine. Prave analyza celého lipidového
spektra uZz v akutnej faze anasledné sledovanie jeho dynamiky moéze posluzit ako dostatoéne
senzitivny a Specificky ndstroj na nastavenie hypolipidemickej lie¢by [8,9]. Aj napriek tomu sa vSak
v sucasnej klinickej praxi stretdvame stym, Ze pacienti prijati do nemocnice vo véasnej faze AKS
nemaju indikované vysetrenie sérovych lipidov. Ddvodom je pravdepodobne pretrvavanie predstavy
nespolahlivosti tychto merani z dévodu véasného poklesu hladin celkového a LDL cholesterolu [4,5].
Aj v nasej Stadii vSak vidime, Ze najma hladiny vysoko aterogénnych malych denznych LDL dastic,
moézu byt pomerne dobrym ukazovatelom, nakolko nedochadza ku ich poklesu, prave naopak.
TaktieZ studia LUNAR preukdzala, Ze zmeny sérovych hladin lipidov v prvych Styroch drioch akutnej
fazy AKS s pomerne stabilné a méZu sluzit ako navod na nastavenie hypolipidemickej lie¢by u tychto
pacientov [10]. Vzhladom na ziskané vysledky z nasej $tidie mdZzeme konstatovat, Ze u pacientov
s AKS klasifikdcie STEMI je vhodné analyzovat celé spektrum lipoproteinovych &astic v sére, nakolko
sa ich hladiny javia ako stabilné. Tato analyza s naslednym nastavenim pacientov na individualnu
hypolipidemicku lie¢bu aj v ramci novych terapeutickych moznosti (kombinacia statinu a PCSK — 9
inhibitora) u nich moze priniest znizenie vysokého rezidualneho rizika [12].
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7. Peri a postoperacny manazment primarnej hyperparatyredzy
Karin Molndrova
(vSeobecné lekarstvo, 5.rocnik)
Spoluautori: Michaela Hutanova

Skolitel: MUDr. Kralik Rdbert, PhD.
Klinika onkologickej chirurgie LF UK a OUSA, Bratislava

Uvod

Primarna hyperparatyreéza je pomerne &asté ochorenie. Castejsie postihuje zeny ako muzov. Vo
véacsine pripadov je pacientom zistend nahodna hyperkalcémia, ale ochorenie sa mdze manifestovat
aj symptomami. Cielom lekdrov je zdiagnostikovat a ndasledne odstranit pri¢inu primarnej
hyperparatyredzy.

Po Uspe$nom odstraneni patologického pristitneho telieska je délezité veas odhalit skupinu
pacientov, u ktorych vznikla poopera¢na hypokalcémia a zadat substitu¢nu lie¢bu vapnikom.

Material a metodika

Nas subor pozostaval zo skupiny 39 pacientov, ktorym sme retrospektivne spracovali zdravotnu
dokumentaciu. Pacienti boli sledovani v ¢asovom obdobi 1.1.2015-31.12.2015. Tito pacienti boli
odoslani na kliniku Onkologickej chirurgie OUSA-LFUK v Bratislave, za G¢elom operaéného doriesenia
primdrnej hyperparatyredzy.

Pacientom sme sledovali hladinu parathorménu predoperacéne, perioperacne (15 min po operaénom
odstraneni adendému) a jeden den po operacii, na zaklade ktorej chirurg hodnoti Gispech operacie.

Pokles hladiny parathorménu sme rozdelili do troch skupin. Prva skupina mala pokles hladiny
parathorménu o polovicu (v porovnani k predopera¢nej hodnote parathormoénu). Druhd skupina
dosiahla fyziologické hodnoty hladiny parathorménu v krvi (10-65 pg/ml). A tretia skupina mala
hodnotu hladiny parathorménu do 30 pg/ml. Rovnako sme sledovali hladinu vapnika pred operaciou,
po operacii a 1 tyzder po operacii.

Vysledky
Skupina pacientov pozostavala z 35 Zien a 4 muzov. Median veku bol 64 rokov ,vo vekovom rozpati
34-80rokov.

14 pacientov (36%) malo pritomné symptédmy, ako su osteopordza, nefrolitidza, Zlénikovy zachvat,
bolest kosti, Unava, slabost a 25 pacientom (64%) bola zistend hyperkalcémia nahodne.

90% pacientom bola zdiagnostikovana primarna hyperparatyreéza na zaklade scintigrafického
vysetrenia a 10% pacientom na zéklade USG vysetrenia.

Median pre hladinu vapnika z vySetrovanej krvi bol 2,75 mmol/l (2,44-2,75 mmol/l) a median pre
hladinu parathorménu bol 137 pg/ml (8,71-486,2 pg/ml). 10 pacientov uzivalo Mimparu.

Nasledné chirurgické rieSenie pozostavalo z exstirpacie telieska , popripade teliesok. 33 pacientom

(85%) bolo identifikované jedno teliesko, ktoré bolo nasledne aj odstranené. 6 pacientom (15%) boli
identifikované 2 telieska, z toho 2om pacientom vybrali jedno a 4om pacientom obe telieska. 34



40|

pacientov (87%) podstlpilo unilaterdlnu a5 pacientov (13%) podstupilo bilaterdlnu operaciu.
Histologicky malo adendm verifikovanych 36 pacientov (92%), hyperplaziu mali 2 pacienti (5%) a bez
patologického nalezu bol jeden pacient (3%).

V dlhodobom sledovani hladiny vépnika (norma 2,15-2,55 mmol/l) bolo hypokalcemickych 7
pacientov, hyperkalcemicki boli 3 pacienti a 29 pacientov bolo normokalcemickych. Pacienti dostavali
Standardnd minimélnu davku suplementacie vapnika (2tbl za der).

Taktiez sme porovnavali hladiny parathormdénu predoperacne a 1 der po operacii. Pricom sledujeme
hlavne pokles hladiny parathorménu o

a) polovicu z pévodnej hodnoty hladiny parathorménu (zo vzorky 38 pacientov, 5tim nepoklesla
hladina parathormdénu o polovicu a 33 pacientom poklesla)

b) hladina parathorménu vo fyziologickom rozpiati 10-65 pg/ml (11pacientov nemalo hodnoty vo

fyziologickych hodnotdach a 27 malo)

c) hladina parathorménu do 30 pg/ml (10 pacientov nedosiahlo tuto hodnotu a 28 dosiahlo)

Tab.1: Porovnavanie poklesu hladiny parathorménu nameraného predoperacne s hodnotami hladiny
parathorménu jeden den po operdcii. (subor 38 pacientov)

PTH: parathormén

pokles hladiny PTH o polovicu

fyziologicka hodnota PTH

do 30 pg/ml

5 nepoklesol (13%)

11 nemalo (29%)

10 nemalo (26%)

33 poklesol (87%)

27 malo (71%)

28 malo (74%)

Tab.2: kalciovy status pacientov po operdcii (fyziologickd hodnota vapnika v krvi je 2,15-2,55 mmol/I

)

Hypokalcémia

Normokalcémia

Hyperkalcémia

7 pacientov (18%)

29 pacientov (74%)

3 pacienti (8%)

Diskusia

Operaciu primarnej hyperparatyredzy hodnotime ako Uspesnd, ked hladina parathorménu poklesne
o polovicu (ktord porovnavame ku hodnote parathorménu predoperacne) po vybrati patologického
pristitneho telieska. Z dlhodobého hladiska ciefom lie¢by primarnej hyperparatyredzy je dosiahnut
dlhodobl normokalcémiu. Pretrvavanim hyperkalcémie hodnotime operaciu ako nedspesnu, nakolko
je pritomné este jedno patologické pristitne teliesko, ktoré ostalo u pacienta.

V pripade hypokalcémie, ktora so sebou prinasa urcité rizika pre pacienta, ako su parestézie a kice, si
takyto stav vyzaduje zvy3enu lekdrsku starostlivost. Pacientom sa medikamentdzne substituuje
vapnik, pravidelne sa monitoruje hladina vapnika v krvi a pacienti su aj pod CastejSou a prisnejSou
kontrolou lekadra az do ustélenia hladiny vépnika vo fyziologickom rozpati. Patologické pristitne
teliesko utlmi fyziologicku funkciu a zdravu produkciu pristitneho telieska, ¢o ma za nasledok vznik
hypokalcémie. V nasom stbore malo 6 pacientov hypokalcémiu.

Pokles hladiny parathorménu pod 30 pg/ml po 15 minutach po odstraneni adenému pristitneho
telieska sa ukazuje ako rizikovy faktor pre vznik pooperacnej hypokalcémie. 5 pacienti mali hodnotu



| 41

hladiny parathormoénu po 15 mindtach nizsiu ako 30 pg/ml a 1 pacient mal vy33iu hodnotu hladiny
parathorménu. Pacientom s nizSou hladinou parathorménu ako 30 pg/ml po 15 mindtach je délezité
CastejSie vysetrovat hladinu vapnika a cielene sa pytat na subjektivne tazkosti.

Zaver

Odstranenim patologického pristitneho telieska dochadza k poklesu hladiny parathorménu a hladiny
vapnika. Pokles hladiny parathorménu pod 30 pg/ml po 15 minutach po odstraneni adenému sa
ukazuje ako rizikovy faktor vzniku pooperacnej hypokalcémie.
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8. Atrial fibrillation and anticoagulation treatment

Stylianos-Chrysovalantis Daios
(general medicine, 6" year)

Supervisor: MUDr. Martin Caprnda PhD
1* Department of Internal Medicine, Faculty of Medicine, Comenius University

Introduction

Atrial fibrillation (AF) is a supraventricular arrhythmia characterized electrocardiographically by low-
amplitude atrial oscillations and irregularly irregular ventricular rhythm (1). It is common in elderly
population (approximately 10% of patients older than 70 years). According to the presentation and
duration of AF several subtypes can be distinguished: paroxysmal, persistent and permanent AF.
Regardless of the duration, AF is one of the major causes of heart failure, cardioembolic (CE) stroke
and systemic embolism, and sudden death in the world.

To assess the risk of CE stroke and systemic embolism various scoring systems are used, most recent
one is CHADS-VASc score. To prevent such events, anticoagulation (AC) medications are used in AF
patients with high risk score. However, use of AC medication also means increased risk of bleeding
complications. Available AC medications are vitamin K antagonists (warfarin), low molecular weight
heparins (LMWH) and so-called novel oral anticoagulants (NOACs), which are direct oral inhibitors of
coagulation factor Ila (dabigatran) or coagulation factor Xa (rivaroxaban, apixaban). However, some
of the patients use antiplatelet drugs (AP), such as aspirin, clopidogrel instead of AC medications,
because they were associated with lower bleeding risk in the past (2).

The aim of this study was to analyse patients with AF hospitalized at the 1° Department of Surgery
Comenius University Hospital in Bratislava (1DS) while focusing at their antithrombotic therapy and
risk of bleeding.

Materials and methods

We conducted a retrospective analysis of patients examined by internist while being hospitalized at
1DS from January to December 2015. Of the total number of patients (778 patients; 391 M, 378 F)
we have selected 396 older than 50 years. In every patient we analysed available documentation to
identify the type of antithrombotic medication, type of AF according to duration and to calculate
CHADS-VASc score. According to CHADS-VASc score we divided patients into “lone AF” group (with
no risk factors for CE event except female sex), “low risk” group (1 other risk factor than female sex)
and “high risk” group (more than 1 risk factor except female sex).

We have also analysed the reason for hospitalization, focusing mostly on acute hospitalizations due
to bleeding events. Afterwards we compared the patients hospitalized due to acute bleeding event
(BG — bleeding group, 22 pts) compared to other emergently hospitalized patients (OG — other group,
41 pts).

Data were entered in MS Excel tables and statistics was calculated by SPSS for Windows. We used
arithmetic mean and standard deviation to describe continuous variables and percentages for
categorical ones. Comparison of groups was done by Student’s t-test (continuous variables) and chi-
square test (categorical variables). Values of p<0.05 were deemed statistically significant.
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Results

We found 73 patients (35 M, 38 F) older than 50 years with diagnosis of AF (9.4% of total number,
18.4% in the age subgroup). The mean age of patients with AF was 76.4 + 9.1 years, while those
without AF were 66.9 + 10.8 years old (p<0.001).

Majority (86.3 %) of the patients with AF was hospitalized for emergent reasons, mostly bleeding (22
pts) and observation after head trauma. The remaining patients (13.7 %) were hospitalized for
planned operations.

Of 73 patients with history of AF 38 patients had AF on ECG at the time of admission, 19 patients had
sinus rhythm, 11 patients had pacemaker rhythm and in 5 patients we found no available
information about rhythm. Average CHADS-VASc score was 3.99+1.79.

Most common antithrombotic treatment were antiplatelet drugs (n=20), NOACs (n=16), warfarin
(n=14) and LMWH (n=13). No antithrombotic treatment was in 9 patients and in 1 patient we could
not retrieve the information. Structure of antithrombotic treatment according to CHADS-VASc score
is shown in Chart 1. We had only 1 patient with lone AF, who was taking no antithrombotic
treatment. Patients in “low risk” group were on no treatment (n=3), had LMWH (n=2) or NOACs
(n=3). However, majority of the patients were in “high risk” group.

Chart 1. Structure of antithrombotic treatment

High risk

- I =1

o

ra

o Em . O l I
LoneAF Low risk

mNone mAP mLMWH =NOAC mWafarin

We compared the patients with AF hospitalized due to bleeding with patients hospitalized for other
emergent causes. The results of the comparison are shown in Table 1.

Discussion

AF is the most common arrhythmia in the population. In our study 9.4% of patients hospitalized at
1DS had AF, when we focused only on the older patients, the prevalence increased to 18.4%. Patients
with AF were older than patients without AF. Majority of the AF patients had CHADS-VASc score
higher than 1 (in females higher than 2) and were indicated for AC treatment according to ESC
guidelines (2). However, there were 20 patients in this group treated by antiplatelet agents, which
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are currently not indicated in prevention of CE events in patients with AF (2) and 9 patients were

taking no AC treatment.

Analysis of emergently hospitalized patients showed that patients admitted due to bleeding
compared to other admission reasons were surprisingly not different in age, also there were no

differences in CHADS-VASc score and duration of hospitalization. Patients in bleeding group were

slightly more often treated by Warfarin and less often by LMWH, there was no significant difference

in antiplatelet drugs and NOACs use. However there was no difference in patients’ survival between

those groups, with only 1 fatal event in the bleeding group (patient was treated by aspirin) and 2
other fatal events. This is in accordance with results of clinical studies with NOACs, which have shown

lesser amount of serious and fatal bleeding events in patients treated by NOACs compared to

warfarin (2).

Table 1. Comparison of patients hospitalized due to emergent bleeding and other emergent causes.

Parameter Bleeding group Other causes group Significance
No. of patients 22 41
Age 74.8+10.1 78.3+8.0 p=0.131
Duration of 7.4+5.4 10.1+8.6 p=0.187
hospitalization
CHADS-VASc 3.73+1.78 4.24+1.87 p=0.292
Antithrombotic Antiplatelet 6/22 (27.3%) Antiplatelet 12/41 (29.3%) p=0.597
medications LMWH  2/22(9.1%) LMWH 9/41 (22.0%)

NOAC 5/22 (22.7%) NOAC 9/41 (22.0%)

Warfarin 5/22 (22.7%) Warfarin 7/41 (17.1%)

None 3/22 (13.6%) None 4/41 (9.8%)

Unknown  1/22 (4.5%) Unknown 0/41 (0.0%)
Survival 1/22 (4.9%) 2/41 (4.5%) P=1.000
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Uvod

Vyvin jedinca je mnoho rokov sledovany uZ od jeho prenatdlneho veku. Somatické faktory su
ovplyviiované vyvojom ludstva a Zivotnymi podmienkami jedinca. Gestaény vek, pérodna hmotnost
a pbrodna dizka patria medzi zékladné charakteristiky kazdého novorodenca.

Donoseny novorodenec vazi priemerne 3200 gramov, novorodenci s hmotnostou pod 2500 gramov
s oznacovani ako novorodenci s nizkou pérodnou hmotnostou a novorodencov nad 4000 gramov
oznacujeme ako hypertrofickych. Po pérode nastava fyziologicky pokles hmotnosti o 100 az 300
gramov (5-10 %). Znovu nadobudnutie hmotnosti nastava do 2 tyZdrov.

Priemerna hodnota pérodnej dizky novorodenca je 50,5 cm pre chlapcov a 49,9 cm pre dievéata.
Potas prvého roku vyska vzrastie asi o polovicu pérodnej dizky, v druhom roku sa zva&si 0 12 cm za
rok, do piatich rokov asi 0 7 cm za rok a neskor o 5 az 6 cm ro¢ne az do pubertédlneho veku.

Pri posudzovani a merani dizky a hmotnosti mdzeme pouzit rézne fyzikdlne metédy. Na postdenie
individudlneho rastu a vyvinu pouZivame vlastné normy, priemerné hodnoty ziskané vysetrenim
vacsieho suboru zdravych deti. Normy ziskame pomocou dvoch matematicko-fyzikalnych sposobov:
ziskanim priemernych hodn6t a smerodajnou odchylkou alebo hodnotenim percentilovou metddou.
Na zdklade ziskanych Udajov zo Statistického vyhodnotenia velkych skupin deti vznikni tabulky
a diagramy. Tabulky s vypocitanym tzv. skére smerodajnej odchylky (smerodajnej deviacie; SDS Cize
Z skére) vyuZivaju metddu priemeru asmerodajnej odchylky. Smerodajnd odchylka je mierou
rozptylu skimaného znaku v sibore okolo priemeru a uvadza o kolko sa mézu hodnoty lisit od
priemeru, aby sa eSte pokladali za normalne. Hodnoty mimo tohto rozptylu sa pokladaju za
podpriemerné alebo nadpriemerné.

Na dlhodobé sledovanie rastu pouzivame rastové/hmotnostné diagramy vyjadrené v percentilovej
sieti (1).

Percentilovd metdda je metddou na posudenie somatickych ukazovatelov. Dany rozmer vyjadrujeme
v percentudlnych hodnotach primeranych urcitému veku (hodnota 3., 16., 25., 50., 75., 84., 97.
percentilov alebo sa uvadza celé Cislo 10 a 90 namiesto 16 a 84. Percentilovd metdda vychadza
z hodnotenia stboru deti, pricom na jednej strane graf/tabulka zacina najniz8imi hodnotami znaku
ana druhej strane kondi najvyssimi hodnotami sledovaného znaku. Rozpdtie 3.-97. percentilu
zodpoveda hodnote priemeru +2 sigmy. Kazdé pohlavie ma svoje tabulky.

Gestacny tyzden ovplyviiuje vyvoj jedinca a jeho somatické faktory. Vedci uz dlhodobo porovnavaju
vysledky vyvinu jedinca na réznych miestach sveta (2, 3, 4). VSeobecne uznavané normy komplexne
uvadzaju grafy podla Fentona zroku 2003 a 2013 (5, 6). Casova aktualizacia, ktorej Gdaje boli
zozbierané zrokov 1991-2007, bola publikovand v aprili 2013. Subor deti tvorilo 3 986 456
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novorodencov v rozpéati od 20. gestacného tyzdia po donosenych jedincov. Tato vzorka bola zloZzena
len zo zdravych jedincov z Nemecka, Austrdlie, Kanady, Spojenych Statov americkych, Talianska
a Skétska (6). Ciefom vytvorenia Fentonovych grafov bolo zjednotenie rastovych a hmotnostnych
kriviek s rastovymi Standardmi Svetovej zdravotnej organizdcie (WHO) a na presnejsie vyjadrenie
gestacného tyzdna (6).

Material a metodika

Sledovanu skupinu tvorilo 2331 novorodencov prijatych na Neonatologicku kliniku intenzivnej
mediciny Lekdrskej fakulty Univerzity Komenského v Bratislave (NKIM LF UK) v rokoch 2012-2016
(n=2331).

Vybrané somatické znaky (pbrodnd hmotnost/gramy, poérodna dizka/centimetre, gestaény
vek/tyzder) sme ziskali retrospektivnou analyzou z prepustacich sprav novorodencov. Na analyzu a
sumarizdciu Udajov sme pouzili kontingencné tabulky a grafy. Cielom nasej prace bolo ziskané udaje
porovnat s hmotnostnymi a rastovymi krivkami podla Fentona z roku 2013 (6). Statisticky sme stbor
dat spracovavali v programe Microsoft Excel.

Vysledky

Sledovany subor tvorilo 2331 novorodencov, z toho predcasne narodenych bolo 1061 a 1270
donosenych novorodencov (priemerna pérodnd hmotnost: chlapci — 2645,2 g, dievéata — 2443,79g;
priemerna pérodna ditka: chlapci — 45,82 cm, dievéatd — 44,71 cm; spontdnny pdrod — 1282
novorodencov, porod cisarskym rezom —1049 novorodencov). Rozdelenie podla zrelosti a pohlavia
uvadza Tab. 1.

Tab. 1: Rozdelenie novorodencov podla zrelosti
skratky: g. t. — gestacny tyzden

Rozdelenie novorodencov podla zrelosti
Nedonoseni novorodenci Donoseni novorodenci
hranicne zreli lahko velmi extrémne porod porod po
(>36+6-<37 nezreli nezreli nezreli v termine termine
g.t) (>31-<36g. | (227-<31g. (<27 g. t.) (>37-<41g. | (>41g.t.)
t.) t.) t.)
Chlapci 93 255 155 88 691 77
Dievcata 65 226 113 66 451 51
Spolu 158 481 268 154 1142 128

Pri detailnej analyze suboru hypertrofickych novorodencov nad 97. percentil pre vek a pohlavie podla
Fentona sme zistili 72 hypertrofickych novorodencov (v 8 pripadoch bol potvrdeny diabetes
mellitus/gestacny diabetes u matky).

Pri detailnej analyze suboru prenatédlne hypotrofickych novorodencov pod hodnotu 3. percentil pre

vek a pohlavie podla Fentona sme zistili 71 hypotrofickych novorodencov (v 6 pripadoch mala matka
zavaznu hypertenziu; v 7 pripadoch — viacplodova gravidita; v 3 pripadoch — nikotinizmus matky).
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Diskusia

Prenatélny vyvoj je vyznamné obdobie Zivota ¢loveka. Vyvoj novorodenca mdZze byt sprevadzany
réznymi komplikdciami, ¢o sa odzrkadli na jeho zdravi a vybranych somatickych faktoroch ako je
hmotnost a vyska.

Fentonové grafy vyjadruju vzajomnu zavislost medzi pérodnou hmotnostou a vy$kou a gestaénym
vekom novorodenca a nasledne su rozdelené podla pohlavia (6).

Ziskané Gdaje pobrodnej hmotnosti a pérodnej diztky sme porovnali s hmotnostnymi a rastovymi
krivkami podla Fentona z roku 2013. Zistili sme, Ze obe grafické znazornenia sa vzdjomne prekryvaju.
Nezistili sme vyrazné rozdiely v hodnotdch sledovanych parametrov. Predpokladdme, Ze ziskany
vysledok je dany tym, Ze podkladom na vypracovanie grafov podla ,Fentona“ boli Udaje ziskané aj
z eurdpskej populécie novorodencov. Potvrdili sme rozdiel v hodnotach pérodnej hmotnosti a dizky
medzi pohlaviami.

Rizikové faktory mézu podstatne ovplyvnit vyvin jedinca. Rast plodu podas vnutromaternicového
vyvinu ovplyvriuje mnoZstvo faktorov: genetickd vybava kazdého jedinca, rasova a narodnostna
prislusnost, vonkajsie faktory prostredia (Ziarenie, socidlne pomery), zo strany matky (Zivotosprava,
vyZiva, zloZenie stravy, ochorenie matky — diabetes mellitus, chronické ochorenie plic, obliciek,
pecene, malokrvnost, dlhodobd medikamentdzna liecba, ndvykové latky — cigarety, alkohol, drogy),
zo strany plodu (chromozémové anomdlie, viac plodova gravidita, infekcia, hormdny, rozdielne krvné
skupiny a Rh faktor), zo strany placenty (prili§ mald placenta, nedostato¢na funkcia, znizeny prisun
kyslika, vitaminov a Zivin).

V nasej praci sme analyzovali vyskyt niektorych rizikovych faktorov: nikotinizmus, hypertenzia,
gestatny diabetes a diabetes matky, ktoré by mohli byt pri¢inou rozvoja zdvainej prenatalnej
hypertrofie alebo hypotrofie. Nase zistené vysledky vyskytu rizikovych faktorov prenatalnej
hypertrofie sa stotoZriuju s najcastejSimi pri¢ina jej vzniku (7). Vnasom subore prenatalne
hypertrofickych novorodencov nad 97. percentil pre vek apohlavie podla Fentona sme zo 72
novorodencov potvrdili v 8 pripadoch diabetes mellitus/gestaény diabetes u matky. Gestaény
diabetes mellitus vznika najcastejSie na rozhrani druhého a tretieho trimestra. V krvi je pritomné
normalne mnoZstvo inzulinu s postupom tehotenstva sa staZuje jeho schopnost uplatnenia sa pri
prechode glukdzy z krvi do buniek. Pri¢inou je zvySovanie hladiny tehotenskych hormdnov, ktoré
produkuje placenta. Nadmerny prestup glukdzy cez placentu sposobuje stimulaciu tvorby inzulinu
u plodu. Stav metabolickej kompenzacie matky sdiabetes mellitus pocas tehotenstva vyrazne
ovplyvriuje rast plodu.

Pri detailnej analyze suboru prenatalne hypotrofickych novorodencov pod hodnotu 3. percentilu pre
vek a pohlavie podla Fentona sme zistili 71 hypotrofickych novorodencov, v 6 pripadoch mala matka
zavaznu hypertenziu, v7 pripadoch islo o viacplodovu gravidita a v3 pripadoch matka pocas
tehotenstva fajcila viac ako 20 cigariet denne. FajCenie tehotnej Zeny ovplyviiuje negativne vyvoj a
zdravie plodu, a to priamo transplacentarnym prenosom chemickych substancii, nikotinu, ako aj
nepriamo nepriaznivymi zmenami fyziologickych funkcii budicej matky, predovsetkym znizenou
dodavkou kyslika do placenty s moznostou hypoxie plodu. Nastdva to v désledku pevného viazania
CO, na hemoglobin, ¢o zabrariuje prendsaniu kyslika (8). Hypertenzia matky ovplyviiuje velkost
prietoku krvi cez placentu.

Viaceré Studie poukazali na to, Ze fajcenie tehotnej Zeny zvysuje riziko spontanneho potratu a to az o
28%, ako aj pred¢asného pérodu. Deti faj¢iacich matiek maju nizsiu porodnd hmotnost (8), pricom tu
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existuje negativna korelacia s intenzitou faj¢enia. V priemere jedna cigareta denne znizuje hmotnost
novorodenca priblizne o 12 gramov, t. j. fajéenie 16 cigariet denne vedie k zniZeniu pdrodnej
hmotnosti dietata asi o 200 gramov (9). V tomto smere je najskodlivejie fajéenie v druhom a tretom
trimestri, ¢o poukazuje na vyznam ukoncenia faj¢enia este na zaciatku tehotenstva. Vrodené chyby
novorodencov su ¢astejsie v porovnani s nefajciarkami, Umerne mnozstvu vyfaj¢enych cigariet matky
pocas tehotenstva.

NajpresnejSie porovnanie hodnot somatickych charakteristik novorodenca by bolo na zdklade
diagramov a kriviek pre danu krajinu vzhladom na mnozstvo rozdielov medzi krajinami, vo vyZive ako
aj medzi rasami a kontinentmi. V suicasnosti vyuzivame grafy, ktoré vznikli na zaklade spracovania
udajov od viac ako 3,5 milidéna zdravych novorodencov z 3 kontinentov a zo 6 krajin. V buducnosti by
sme chceli vypracovat slovenské Standardy, ktoré by najlepSie vyjadrovali redlnu charakteristiku
narodenych novorodencov.
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Uvod

Velkd cCast rekonstrukcii prsnika u Zien, ktoré podstupili mastektomiu sa uskutoériuje pomocou
expandér/implantatu. Tento spdsob rekonstrukcie, vyzaduje dostatoéné mnozstvo kvalitného tkaniva
pacientky, na prekrytie expandéru/implantatu. Pacientky ktoré podstupili mastektémiu maju
vdcsinou nedostatok vlastného plnohodnotného tkaniva na prekrytie vkladnaého implantétu.

Aceluldrna dermdélna matrix (ADM) sluZi ako daldia protektivna vrstva pri expander/implantat
rekonstrukciach najma ako vystuha dolného pdlu rekonstruovaného prsnika. Zabezpecuje vyssiu
bezpeénost, skracuje dobu expanzie expandéru a zlepsuje esteticky vysledok rekonstrukcie. ADM je
kozny Step allogénneho alebo xenogénneho poévodu, zbaveny akychkolvek buniek darcu procesom
de-epidermizacie a decelularizacie zaroven so zachovanim extraceluldrnej dermalnej matrix (ECM).
Po implantacii sa matrix sprdva ako vystuha je revaskularizovand a osidlend mezenchymovymi a
endotelovymi bunkami pacienta. ADM bola oznacend za najvyznamnejsiu inovaciu, ktord ma vplyv na
rekonstrukciu pomocou implantatov za posledné roky.(1)

V nasej Studii, sme analyzovali pooperacné vysledky a inkorpordciu ADM z histologického hladiska,
pripravenej novou metddou u 22 pacientok (26 prsnikov). Pacientky podstupili v nasej studii
dvojdobu rekonstrukciu prsnika, najprv s aplikdciou expandéru a nasledne s vymenou za implantat.

Material a metodika

V studii  boli sledované pacientky, ktoré podstupili rekonstrukciu prsnika pomocou
expandér/implantatu a ADM v obdobi 16 mesiacov na Klinike plastickej, rekonstrukénej a estetickej
chirurgie LF UK a UN Bratislava. Sucasne bola realizovana histologicka analyza vSetkych perioperacne
ziskanych vzoriek ADM pri vymene expandéru za implantat na Ustave histolégie a embryoldgie LF
UK. Hlavny operatér bol MUDr. Martin Bohac, Ph.D, MHA, FEBOPRAS. Boli pouZité vylucne ADM
z Centralnej tkanivovej banky (CTB). Sttdia bola schvalena etickou komisiou UNB RuZinov
(UHB/006/2015/MB). Vsetci pacienti, ktori tvoria podklad pre $tudiu boli plne informovani o jej
charaktere, jej Ucelovosti a nasledne podpisali informovany suhlas. Klinicka studia je zaregistrovana
na ClinicalTrials.gov (NTC02835781)

Informacie o pacientoch do Studie, zahfriajuce osobné Udaje a operacny resp. pooperacny
management sme ziskali zo zdravotnej dokumentacie.

ADM bola pripravena Centralnou tkanivovou bankou Kliniky popalenin a rekonstrukénej chirurgie LF
UK a UN Bratislava. CTB vyvinula novi metddu decelularizacie allogénnej Cerstvo ziskanej, alebo
zmrazenej dermy od mrtvych darcov. Stepy boli ziskané aspracované podla Standardnych
operacnych predpisov CTB.
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Operécie boli vykonané v celkovej anestézii. V prvej dobe operacie, bol operacny pristup cez jazvu po
mastektdmii s jej sucasnou exciziou. Pokracujuc s disekciou podkoziného priestoru, ktory siaha
kauddlne aZz po novonaplanovani submammarnu ryhu predoperacne zaznacenu na koZi pacientky
simerne podla druhostranného prsnika. Identifikdciou spodného okraju velkého prsného svalu
/musculus pectoralis major a jeho néaslednou mobilizazia/elevacia sa vytvori priestor pre vloZenie
expandéru/implanatu. ADM je vsitd na spodny okraj elevovaného velkého prsného svalu a jej
distalny okraj je fixovany k hrudnej stene v buducej inframammarnej ryhe. Z laterdlneho pristupu bol
vloZeny do vzniknutého priestoru prazdny expander (Mentor, Irvine, California/USA). Pomocou
magnetickej navigécie a znacenia cez expandérovy port bol expandér injekéne plneny fyziologickym
roztokom do takej miery, ako povolovalo kozné tkanivo. Doplfianie expandéru dalej pokragovalo ako
ambulantny zakrok.

Druha doba operécie vymena expandéru za implantat bola vykonand, po Uspesnej expanzii tkaniva
rekonstruovaného prsnika na pozadovanu velkost. Pristup bol opat cez jazvu po predchadzajlicej
operacii. Pocas operdcie boli odobraté vzroky plnej hribky tkaniv na biopsiu z implantovanej ADM.

Vysledky

Z 22 pacientiek, 18 podstupilo unilaterdinu rekonstrukciu prsnika, 4 pacientky podstupili bilateralnu
rekonstrukciu. Tri pacientky, ktoré podstupili bilateralnu rekonstrukciu, podstupili kontralaterdinu
profylakticki mastektémiu s okamzitou rekonstrukciou. Ostatné pacientky boli po primarnej
mastektdmii pre karcindm prsnika s naslednou adjuvantnou lie¢bou, rekonstrukciu mohli podstupit
po 2 rokoch trvajlcej remisii ochorenia. Priemerny vek pacientok v ¢ase operacie bol 48 rokov.
Najmladsia pacientka mala 30 rokov a najstarsia 69. Priemerny operacny Cas prvej doby unilateralnej
rekonstrukcie bol 79 minudt (v rozmedzi 60 minGt aZ 105 mindt). Priemerna celkova velkost ADM
pouitej pri jednom prsniku bola 273 cm? (v rozmedzi 155 a 665 cm?). Priemerné naplnenie
expandéru prsnika bolo 389 ml (v rozmedzi 155 az 690 ml). Priemerné obdobie vymeny expandéru za
implantat bolo 5,9 mesiacov (v rozmedzi od 3 do 12 mesiacov). Priemerné sledovanie pacientiek po
vloZeni ADM bola 12.6 mesiaca (v rozmedzi 4 az 21 mesiacov).

V nasom subore sme zaznamenali komplikacie u troch pacientok, ktoré vyzadovali dalSiu intervenciu,
2x sa vyskytla infekcia a 1x defiguracia expandéru. Komplikacie v zmysle tvorby serému, hematému
alebo kapsularnej kontraktdry, migracii implantatu sme nepozorovali.

Prvym 10 pacientkam bola implantovand ADM bazadlnou membrénou naliehajic na expandér.
Ostatnym pacientkam bola ADM aplikovand bazalnou membranou smerom k podkoznému tkanivu.
Z histologického hladiska nebol zisteny rozdiel v penetrécii ciev ADM vzhladom na jej orientaciu
a vztahu bazélnej membrany

V kontrolnych vzorkdch ADM z CTB boli pritomné nepravidelné zvazky kolagénovych vldkien,
retikuldarna vrstva dermis ale bez pritomnosti akychkolvek buniek alebo ciev. Mikroskopickou
analyzou vzoriek ziskanych biopsiou pocas vymeny expandéru za implantat, bola potvrdena
inkorporacia ADM do okolitého podkozného tkaniva bez pritomnosti imunitnej reakcie. Iba velmi
malé mnozstvo lymfocytov bolo pritomnych v blizkosti novovytvorenych ciev. Cievna novotvorba sa
sustredévala prevazne na periférii. Imunohistochemicky bola potvrdena pritomnost endotelovych
buniek aj v centralnejsej ¢asti ADM u jednej pacientky a taktiez aj pritomnost lymfatickych ciev. Aj po
dlh§om obdobi vykazovala ADM pritomnost kolagénovych zvazkov.
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Diskusia

Primarnym cielom naSej studie bolo overit vyuZitie allogénnej ADM pripravenej v CTB v dvojdobe;j
rekonstrukcii prsnika. Nasa Stludia zahfnala 22 pacientok a 26 zrekonstruovanych prsnikov za ¢asové
obdobie 1.5 roka. Kohorta pacientok bola mensia v porovnani s ostatnymi Stadiami, kde pouZzivaju
komercne pripravené ADM.(2,3)

expanzie expandéru. Tieto zistenia sa zhoduju so zisteniami inych studii, ktoré pouZivaju komercne
pripravené ADM.(4-6) Nizky vyskyt infekénych komplikdcii v nasej studii 3,8% nie je v zhode s vyssimi
incidenciami (2,7), ktoré vykazuju zahrani¢né studie pouZivajice komercne pripravené ADM. Taktiez
sa vnasej Studii nepotvrdili vyssie incidencie inych pooperaénych komplikacii ako su tvorba
hematému, serému, kapsularnej kontraktury ani migracia implantatu.

ADM umoznuje chirurgovi lepSiu kontrolu pozicie pri vkladani expandéru/implantatu, hlavne
v inframammadrnej ryhe, umozniuje tieZ vytvorit ptoticky charakter dolného pélu rekonstruovaného
prsnika. Takto prekryty expandér/implantét je odolnejsi vodi extruzii(8), menej hmatatelny, vidtelny
a esteticky vysledok je taktiezZ zlepseny. Aj ked' pouZzivanie ADM predstavuje efektivny prostriedok pre
plastického/rekonstrukéného chirurga, praca s fiou si vyZaduje uritd skusenost, aby sa dosiahli
pozadované vysledky. Existuju isté odporucania vychadzajuce z klinickej praxe, ktoré mdzu pomdoct
vyhnit sa pripadnym pooperaénym komplikaciam. Castejsie pooperaéné komplikacie boli
zaznamenané u morbidne obéznych pacientok, pacientok ktoré podstupili radioterapiu, alebo
u pacientok, ktoré fajéia a to v zmysle ohrozenia cievneho zasobenia laloku.

V nasej studii, bola histologickou analyzou potvrdena pritomnost velkého poétu fibroblastov ako aj
proces neovaskularizacie, avsak neboli morfologicky pritomné znamky rejekcie. Nase zistenia su
podobné vysledkom publikovanych Bullocksom. Bullocks identifikoval krvné cievy aZivé bunky
pritomné v ADM po 7 mesiacoch od implantacie(9) Z experimentov na zvieratach, je dobre znamy
proces revaskularizacie a bunkovej infiltracie ADM, ktory je zavisly od typu pouzitej ADM. Zatial vSak
nie mnoho $tudii, ktoré by prinasali podobné informacie o integracii ADM u [udi. V nasej studii sme
tieZ dokazali u jedinej pacientky pritomnost lymfatickych ciev v ADM 7 mesiacov po implantécii.
Cheburino et al. aaj Wong et al. vo svojich Studiach na potkanoch zistili, Ze vyvoj krvnych ciev je
asociovany s tvorbou ciev lymfatickych.(10,11) Ziadne $tidie neboli schopné doteraz preukazat
lymfangiogenézu u ludi.

Primarnym ciefom nasej 3tudie bolo objektivhne zhodnotit vysledky pouZitia ADM pripravenej CTB
v rekonstrukcii prsnika pomocou implantatu. Tato Studia je jednou zprvych, ktord hodnoti
bezpeénost a efektivnost ADM pripravenej novou metddou v rekonstrukcii prsnika. Zistené vysledky
potvrdili bezpe¢nost a efektivnost novej nami pouzitej ADM.

Na$a Studia bola podporena VEGA grantom ¢&. 1/0297/14 z Ministerstva $kolstva, vedy, vyskumu
a Sportu Slovenskej Republiky
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Introduction
Amniotic membrane (AM), or amnion, is the innermost layer of the three-layered fetal membrane. It
consists of a single layer of cuboidal to columnar epithelium, a thick basement membrane and an

avascular stromal matrix.»®

The use of live fetal membrane was first noted in ophthalmology by De Roth in 1940 with
unfavorable outcome. Since then, AM transplantation (AMT) has been used as a temporary tissue
bandage or permanent graft for various corneal and conjunctival surface reconstructions: pterygium,
bulbar conjunctival reconstruction, symblepharon, cunjuctivochalasis, persistent corneal epithelial
defect with or without ulceration, partial or total limbal stem cell deficiency, chemical or thermal
burns, Stevens - Johnson syndrome, bullous keratopathy and band keratopathy. »*°

The basement membrane component of amniotic membrane is similar in composition to the
conjunctiva, where both contain laminin, fibronectin, and collagen type IV and VII. For this reason,
current theory suggests that the basement membrane acts as a substrate, which enhances epithelial
cell migration, attachment, and differentiation.”?

In addition, amniotic membrane inhibits stromal inflammation by inducing inflammatory cell
apoptosis.” * * Also, it reduces pain® and corneal neovascularization by the presence of
antiangiogenic proteins in AM.> 7 Furthermore, the stromal matrix includes of a unique protein that
restrains transforming growth factor (TGF)-B signaling, which suppresses myofibroblast
differentiation of normal fibroblasts and therefore reduces scar formation. This action assists healing
for conjunctiva reconstruction, epithelial defects, and stromal ulceration. Finally, there is lack of
rejection as a result of the low immunogenicity of the tissue. 2

Currently, in practice there are two important methods for preparing and storing the membrane. The
first method applies freezing of cleaned fresh membrane at -80 °C in either phosphate-buffered
saline in dimethylsulphoxide (PBS DMSO) or in Eagle's Minimum Essential Medium (MEM) with
glycerol. The second method uses freeze drying of the membrane and rehydration before use. In
addition, developing countries use fresh unpreserved membrane. This is uncommon in the Western
countries due to strict laws requiring HIV, hepatitis B, C, and HTLV tests on the donor serum at the
time of obtaining the membrane and the HIV test repeated 6 months later to cover the window
period. This has as a result of membrane quarantine for 6 months. >

In this report we analyze the indications and most frequent use of AMT.
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Materials and methods

Retrospective analysis of all patients who underwent amniotic membrane transplantation at the
Department of Ophthalmology Faculty of Medicine and UN Bratislava during years 2013 — 2016 were
included. AMT was used in various ocular surface abnormalities in patients with persistent epithelial
defects, and patients in whom the integrity of the eye was vulnerable by accident and conservative
medical care has been unable to stabilize the condition.

We used three techniques, after retro bulbar or general anesthesia:

a) Onlay technique- AM was placed on the ocular surface as a temporary tissue bandage for one to
two weeks and then it was cleared away. This way we increased epithelialization and decreased
inflammation due to AM's biological properties. This resulted in faster wound healing in conditions
varying from acute burns to acute herpetic keratitis.

b) Inlay technique- AM was used as a permanent graft for membrane substitution.

Firstly, debris from the base of the wound was removed. Then AM was sewn in with interrupted 10-0
Nylon sutures with episcleral bites around the limbus. The basement membrane was facing outwards
(epithelial side up). Multiple layers of AM were used to treat deep corneal ulceration and small
corneal perforations. Subsequently, a bandage contact lens was put in place, and discarded after
epithelialization.

c) Inlay and onlay technique- we combined the two techniques to attain the most beneficial
outcome, especially in significant disorders as in extensive corneal ulceration.

We evaluated the indications of amniotic membrane transplantation, attained the number of
transplants, failures, and re-transplantation of the membrane and calculated the percentage
frequency of AMT for each ocular disease.

Results

In a group of 91 patients, women formed the predominant number of patients, 48 women =52.8%,
versus 43 males who made the 47.2 % of the patients. The left eye was affected in 50 patients (54.9
%). The most common ocular disorder that lead to AMT was corneal ulcer consisting 41% of all
disorders. The rest with descending order were: bullous keratopathy (16%), ulcer after herpetic
keratitis (9%), injury or wound penetration (7%), ulcers caused by paresis of facial nerve (7%), sicca
syndrome (6%), non-wettable spot (4%), ectropium and trichiasis (3%), condition after excision of

infiltrating basal cell carcinoma (2%), and post-radiation keratitis (2%). & * Fig-2

To a large extend, favorable prognosis was seen when an undamaged, intact surface epithelium has
formed on ocular surface with reduced inflammation. In general, 20% of the patients required re-
transplantation of AM mostly due to complications and infections.
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Fig. 1 Indications for amniotic membrane transplantation in 91 patients at the Dept. of
Ophthalmology
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Fig. 2 Percentage of indications in patients with amniotic membrane transplantation at the Dept. of
Ophthalmology
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Discussion

Nowadays, AMT is undoubtedly approved and applied by ocular surface surgeons. Considering the
resilient and easy to use tissue, the non-intraocular techniques, and the lack of rejection due to low
immunogenicity, is an advantageous, attractive, and favorable surgical option in ocular
reconstruction. The intraoperative and postoperative complications are insignificantly low, *° and the
chance of contamination is considerably reduced since it consists of nonspecific, antimicrobial effects
against viruses and bacteria.  Also, it was clinically supported that the bactericidal effect of AM can
be prolonged by soaking it with antibiotics, which effectively eliminate pathogens as in infectious
keratitis.”

AM has anti-cicatricial activity which prevents necrosis and scarring formation.? It also decreases
inflammation of the ocular surface by suppressing certain inflammatory cytokines. Thus, when the
AM stroma is applied, polymorphonuclear and mononuclear cells attach on it very quickly, which
induces inflammatory cell apoptosis, making it useful for treating acute chemical burns.®® Moreover,
AMT was found to act as a pain relief in treating chemical burns, painful bullous keratopathy, and
pain aroused at the time of irradiation therapy for ocular tumors. &’

The choice between using onlay and inlay technique, or even both combined, always depends on the
current condition. Onlay technique is indicated in conditions varying from acute thermal/chemical
burns to acute herpetic keratitis, whereas inlay technique is indicated in persistent epithelial defects,
corneal ulceration or covering defects following excision of conjunctival tumors.* It was found that
inlay method enhances wound closure by inducing adjacent recipient epithelial cells drift onto the
AM 8. Also, it differentiates these epithelial cells into conjunctival and corneal epithelial cells. & The
use of both inlay and onlay, also called sandwich technique, is the most favorable method with
topmost success rates (65%-80%). * Here the onlay AM preserves the inlay AM, and supports its
epithelialization, and is indicated in significant disorders of the ocular surface such as deep and
extensive corneal ulceration.*

AMT accomplishment is determined by the underlying problem, ° and early AMT has higher success
rates.* Applying AM early is fundamental in treating inflammation and reducing the risk of

development of persistent epithelial defect and scarring. ™

Even though its use in ocular
reconstructions continues to expand, disorders of the cornea are one of the most common
indications of AMT, accounting for 41% of our cases. AM is clinically applied as a basement
membrane substitute in patients with persistent epithelial defects both with and without corneal
ulceration. Regardless of the various conservative and surgical techniques, treating corneal ulcers
remains a challenging task for ophthalmologists. In general, minor epithelial lesions recover without
any complications, except if they are untreated or maltreated. In such cases, they can lead to corneal
ulceration, descemetocele, or even perforation.* AMT can benefit from the induction of ptosis of the
upper eyelid to reduce its exposure by the use of Botox injection,* or by temporary tarsorrhaphy to
confine the lid fissure in patients with insufficient blinking.”

The hopeful and encouraging results of AMT have settled it as an important treatment of ocular
surface lesions. For this reason, advancements have been made available for a more convenient,
simple, and accessible operation for the patient. Such improvements are technological progress in
tissue handling, new conserving forms like the low-heat dehydrated AM, and the suture-less
treatments with fibrin glue.’
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Conclusion

Amniotic membrane is a fundamental choice for covering and treating several ocular surface lesions

when conservative methods of treatment fail.*? It is mostly indicated in the treatment of corneal

ulcer. Additionally, it promotes epithelialization and decreases inflammation which prevents the

procedure of a more complicated and complex treatment, such as keratoplasty."

Furthermore, early application of amniotic membrane is crucial in successfully healing severe ocular

inflammation, whereas delaying the procedure can result in development of persistent corneal

epithelial defect. With early treatment, we diminish the chances of scarring and irreversible chronic

changes in the eye. !
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Uvod

Podla Svetovej zdravotnickej organizécie trpi celosvetovo poruchou sluchu 360 miliénov fudi a 32
miliénov z nich su deti." Hluchotu mozZno definovat na zaklade prahového ténového audiogramu ako
poruchu sluchu, pri ktorej je priemer prahov pre Cisté tony na recovych frekvenciach 500 Hz, 1000 Hz
a 2000 Hz vadsi ako 90-95 dB na lepSie pocujucom uchu. Na zdklade prahového ténového
audiogramu sa rozliSuju dva druhy hluchoty: 1. Gplna hluchota (nepercipuje Ziadne zvuky) a 2.
prakticka hluchota (percipuje zvuky s vysokou intenzitou najcastejsie s frekvenciou 250 Hz, 500 Hz a
1000 Hz).?

Etiolégia hluchoty je velmi pestra. Podla etiopatogenézy rozliSujeme dva zdkladné druhy hluchoty —
vrodeny (dediénd) a ziskand v réznych obdobiach Zivota. Ziskana hluchota mdze vzniknat pocas
vyvoja plodu, pri pérode, v ranom detstve alebo aj v dospelosti.?

V tejto praci sme analyzovali vysledky u pacientov, ktorych obojstrannd tazkd porucha sluchu az
hluchota bola rieSend pomocou kochlearneho implantatu (KI). KI je elektronické zariadenie, ktoré
umoZziuje pacientovi vnimat zvukové informacie vdaka priamej elektrickej stimuldcii sluchového
nervu v kochlei. Implantat sa skladd z vonkajsej a vnatornej Casti. Medzi vonkajsie Casti patri reovy
procesor, mikroféon a vysielacia cievka. V dnesnej dobe vdaka malym rozmerom su tieto casti
umiestnené za uchom pacienta. Prijima¢, vnatornd Cast Kl, je chirurgicky implantovana do Supiny
spankovej kosti. Z prijimaca su vedené elektrédy do kochlei a elektrické signaly vychadzajuce
z elektrdd stimuluju nervové zakoncenia sluchového nervu. Sluchovy nerv vedie tieto signaly dalej po
sluchovej dréhe a? do sluchovych centier, kde st rozoznavané ako zvukovy vnem.*

Material a metodika

V stibore bolo 248 nepocujucich, ktori su v trvalej starostlivosti Kliniky otorinolaryngoldgie a chirurgie
hlavy a krku LFUK a UNB v Bratislave a mali implantovany Kl od firmy Med-El (implantaty C40, C40+,
Pulsar, Sonata, Concerto) alebo Cochlear (implantaty Nucleus). V poopera¢nom obdobi su uZivatelia
KI pravidelne sledovani. Efekt kochledrnej implantacie sa vySetruje vo volnom poli. Vy3setrenie sluchu
vo volnom poli prebieha v miestnosti, ktora je zvukovo izolovand a nedochddza v nej k odrazom
zvuku. Ako stimul z reproduktorov sa pouZiva ton s frekvenciou 250- 6000 Hz alebo re¢ (slovna
audiometria). Sluch je vo volnom zvukovom poli vysetrovany binaurdlne. To umozZriuje vySetrenie
prahu sluchu aprahu porozumenia aj s KI.2 Vo vySetrovanom subore pacientov sme sledovali
vysledky prahovych hodnot ténovej audiometrie na frekvenciach: 250 Hz, 500 Hz, 1000 Hz, 2000 Hz,
4000 Hz, 6000 Hz a slovnej audiometrie (stimul 60 dB a Sum 40 dB, resp. maximalna diskriminacia
reci). Na vyhodnotenie sa poutzili vysledky ténovej a reovej audiometrie po uplynuti 1, 3 a 5 rokov od
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zavedenia KI. UmozZnilo to porovnat efekt Kl v ¢ase a sledovat do akej miery zlepsil dany Kl polutie
a porozumenie reci a tym aj kvalitu Zivota.

Vysledky

Cielom prace bolo porovnat vysledky prahovej ténovej a reCovej audiometrie u pacientov, ktorym
bol implantovany jeden z dvoch typov Kl a zistit, ktory z implantatov prina3a vy3si benefit pacientovi.
Po prvom roku pouZivania KI sme nezistili Statisticky vyznamné rozdiely medzi uvedenymi typmi
implantatov pri vySetreni prahu sluchu pomocou prahovej ténovej audiometrie vo volnom poli. Po 3
rokoch pouzivania Kl bol prah sluchu u pacientov s implantatom Medel na frekvenciach 500-6000Hz
nizsi v rozsahu 1,6-5,2dB oproti pacientom s implantdtom od firmy Cochlear, po 5 rokoch sa rozdiel
zmensSil najmd na frekvencii 6000 Hz. Pri vySetreni recovou audiometriou pacienti simplantatmi
Medel dosiahli lepsie porozumenie reci vo vsetkych sledovanych obdobiach. Konkrétne pri vysetreni
porozumenia reci v sume (stimul 60 dB a Sum 40 dB) v 1. roku po implantacii bolo porozumenie
lepsie 04,5% , v3. roku 010,6% av5. roku 07,8% oproti vysledkom recovej audiometrie
u pouzivatelov s implantatom Nucleus.

Graf 1: Vysledky tonovej audiometrie - Cochlear
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Graf 2: Vysledky ténovej audiometrie - Medel
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Graf 3: Vysledky recovej audiometrie oboch typov Kl
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Diskusia

Napriek tomu Ze naSe vysledky prahovej ténovej a recovej audiometrie vo volnom poli vysli
v prospech Kl od firmy Med-El, treba brat do Gvahy vysoku variabilitu v ramci nami sledovanych
skupin. Porucha sluchu uZivatelov KI v porovnavanych skupinach mala réznu etiopatogenézu, pri
ziskanych poruchach sluchu boli rozdiely v dizke jej trvania. Rozdielny bol aj vek v ¢ase implantacie u
deti s vrodenymi poruchami sluchu. Tieto faktory majd vplyv na vysledok kochlearnej implantacie, ¢o
potvrdili aj mnohi ini autori zahrani¢nych stadii.

Zaver

Vysledky kochledrnej implantacie v naSom subore potvrdzuju vysoku kvalitu vsetkych kochledrnych
implantatov pouzivanych na Klinike otorinolaryngolégie a chirurgie hlavy akrku LFUK a UNB
v Bratislave a ich prinos u pacientov s obojstrannou tazkou poruchou sluchu az hluchotou. Efekt KI je
velmi variabilny, zavisi od mnohych faktorov a pridruzenych postihnuti. V tejto praci sa nezistili
vyrazné rozdiely medzi jednotlivymi typmi implantatov Medel a Nucleus.

Zoznam poufZitej literatury :
1. Anonym., Deafness and hearing loss, WHO, 2017 www.who.int/mediacentre/factsheets
/fs300/en/
2. Kabatova Z., Profant M. a kol., Audioldgia, Grada Publishing a.s. 2012
Jakubikova J. a kol., Detskd audioldgia O - 4 roky, Slovak Academic Press 2006
Cooper H., Cochlear Implants: A Practical Guide, 1nd Edition. London, Whurr Publishers 1991


www.who.int/mediacentre/factsheets

| 61

13. Congenital abnormalities of face in newborns
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Introduction

Congenital disorder is a condition existing at or before birth regardless of cause. Those characterized
by structural deformities are termed "congenital anomalies" and involve defects in a developing
fetus. Any substance that causes birth defects is known as a teratogen. Some disorders can be
detected before birth through prenatal diagnosis (screening) (1, 2). Cleft lip, cleft lip and palate, and
isolated cleft palate, are collectively termed oral clefts and are the most common congenital
anomalies of the head and the neck (2.1 per 1000 live births). Environmental and genetic factors
have been implicated as causes (3, 4). Prenatal maternal use of tobacco and alcohol may increase
risk. Having one affected child increases risk of having a second affected child. Syndromic oral clefts
(OCs) are those present in patients with recognized congenital syndromes or with multiple congenital
anomalies. Are typically caused by chromosome abnormalities and defined as monogenic syndromes.
Nonsyndromic (isolated) OCs are those present in patients without associated anomalies or
developmental delays. A number of different gene mutations can cause the phenotype, including
mutations of some of the genes that are involved with syndromic OCs, which suggests there is
significant overlap between syndromic and nonsyndromic OCs (5). Micrognathia is a term for a lower
jaw that is smaller than normal and may occur in more than 700 genetic syndromes. In some cases,
the jaw is small enough to interfere with the infant's feeding, often corrects itself during growth (6).
Pierre Robin sequence is a common manifestation of micrognathia characterized by a U-shaped cleft
soft palate and upper airway obstruction caused by glossoptosis, conductive hearing loss may also be
present. Agnathia, congenital absence of the condyloid process and sometimes the coronoid process,
the ramus, and parts of the mandibular body is a severe malformation. The mandible deviates to the
affected side, resulting in severe malocclusion; the unaffected side is elongated and flattened.
Abnormalities of the external, middle, inner ears, temporal bone, parotid gland, masticatory muscles,
and facial nerve often coexist (4). Syndromes to be considered include agnathia-holoprosencephaly,
otocephaly, a severe form of cerebrocostomandibular syndrome, and Ivemark syndrome (1).
Congenital facial paralysis is uncommon, may cause multiple problems for the newborn, such as
difficulty with nursing and incomplete eye closure. If does not resolve, it may affect the child’s future
speech, expressions of emotion, and mastication. Congenital facial paralysis is classified as traumatic
or developmental, unilateral or bilateral, and complete or incomplete (paresis) (7).
Facioscapulohumeral muscular dystrophy is a disorder characterized by muscle weakness and
wasting (atrophy). This condition gets its name from the muscles that are affected most often: those
of the face (facio-), around the shoulder blades (scapulo-), and in the upper arms (humeral). The
signs and symptoms of facioscapulohumeral muscular dystrophy usually appear in adolescence.
However, the onset and severity of the condition varies widely. Milder cases may not become
noticeable until later in life, whereas rare severe cases become apparent in infancy or early
childhood at birth, infants present with facial diplegia, however, lateral gaze is intact. Later in
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childhood, distal progressive myopathy develops. Intelligence and life span are normal and the

spectrum of disability is broad (8).

Materials and methods

Retrospective analysis of patient documents admitted to Neonatal Department of Intensive Medicine

in 2012-2016 with the aim to form a group of patients with visible congenital abnormality of face, to

find information about confirmation of diagnosis (prenatal/postnatal), to analyze patients’ other
abnormalities and the influence of face abnormalities to postnatal adaptation.

Results
Analysis of our results is present in Tab. 1.

Tab. 1 Characteristics of patients
Abbreviations: spont. — spontaneous, g — grams, cm — centimeters

birth | establishment
child | maturity | weight | of diagnosis face deformities
No (g.w.) birth pre- | post-
length | natal | natal

other anomalies
postnatal
complications

1 37 2270g v -complete left - hyperpigmentation of
Cesarean | 46cm cheilognathopalatoschisis scrotum
section - respiratory

insufficiency

2 26 965 g v | -cleft of hard and soft - infection
Cesarean | 29cm palate
section -unilatelar cleft of lip

3 37 2260 g 4 -bilateral - hypoplasia of vermis
spont. 45 cm cheilognathopalatoschisis | cerebelli

-microphtalmia

- interventricular septal
defect in heart

- suspicion for Patau
syndrome

- polydactylia,
malformation of
genitals

- respiratory
insufficiency

4 34+2 1970g v | - cleft of soft palate
Cesarean | 43cm - coloboma of eyelid
section - microstomia, hypomimia

- micrognathia

- deformation of upper
extremities,

- narrowing of hearing
canal

- bradycardia

5 41 3000 g v - bilateral
spont. 49 cm cheilognathopalatoschisis

- diabetes mellitus
- respiratory
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insufficiency
- feeding problems

6 35 2040 g - bilateral - tetralogy of Fallot
Cesarean | 45cm cheilognathopalatoschisis | - anemia
section - hypospadia
- ventricular septal
defect
- respiratory
insufficiency
7 39 2760 g - hypoplasia of musculus - stenosis of aortic
Cesarean | 49cm orbicularis oris and isthmus
section musculus depresor labii - hyperfixation of
inferior duodenum
- asymmetry of lower lip - omphalocele
- foramen ovale
appertum
- postnatal hypotrophy
8 38 2130g - bilateral - deformity of ear
spont. 44 cm cheilognathopalatoschisis | - ventricular septal
- central protrusion of hard | defect
and soft palate of lip - respiratory problems
- microcephaly
9 41 2840 g - bilateral - oligohydramnion
spont. 48 cm cheilognatopalatoschisis - hypoxic-ischemic
- absent ophalmic bulbus encephalopathy
- hypoplastic orbita - sideropenic anemia
- keratopathy, - chronic dyspepsia
lagophtalmus - respiratory
- intraretinal hemorrhages | insufficiency
- hyperplastic iris
- dysgenesis of cornea
- lack of lower palpebral
10 38 2650 g - left complete - Down syndrome
spont. 47 cm cheilognathopalatoschisis | - hypotonic syndrome
- dacryoadenitis - feeding problems
- interventricular septal
defect
11 40 2000 g - medial - Patau syndrome
Cesarean | 45cm cheilognathopalatoschisis | - cystin brain
section - one common nasal - polydactylia,

opening
- microcephaly

syndactylia

- malformation of
annus

- ductus arteriosus

- respiratory problems
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12 34 2920 g v -left - polydactylia
Cesarean | 48cm cheilognathopalatoschises | - asymmetric genitals,
section -acute purulent agenesis of left kidney

conjuctivitis - cardiac dysrhythmia

13 37 3050 g v - bilateral - prematurity
spont. 48 cm cheilognathopalatoschisis

- dysplasia of right part of

maxilla
- cleft of right eye
14 41 3470¢g v - complete - interventricular septal
spont. 51cm cheilognathopalatoschisis | defect
- protrusion, rotation of - bradycardia
premaxilla - respiratory

insufficiency

Discussion

The most common congenital abnormality of face in our group of patients was
cheilognathopalatoschisis (93 %) which is an expected finding because it appears in 2.1 per 1000 live
births (5). Exept from oral clefts, other congenital abnormalities of face in our group of patient and
also in the group of patients studied for the Assiut University hospital’s research were microcephaly,
microstomia, hypomimia, micrognathia, keratopathy, lagophthalmus, intraretinal hemorrhages,
protrusion and rotation of maxilla (2). Only patient number 13 had positive family history. It is known
that the highest incidence for all facial anomalies is when family history is positive (2). We presumed
that environmental and genetic factors have been implicated as causes (3). Gestational exposures to
alcohol, cigarette smoking, steroids, rubella, anticonvulsants and hypoxia have all been associated
with cleft palate. Advanced paternal age, parental folate deficiency, and hypoxia are associated with
an increased risk of cleft lip or palate, as it is mentioned on Kosowski and coauthors article (1). We
found chromosomal abnormalities, trisomy 21 and suspicion for Patau syndrome (which was not
confirmed because parents didn’t agree with genetic investigation). Clefts are typical findings in
newborns with trisomies (4). Furthermore, the majority 65 % of our patients had respiratory and
feeding problems due to complete cleft of lips and palate. Other complications were consequences
of added congenital abnormalities.

We confirmed what is mentioned in Neonatology Simple and easy book, that the care for a child with
Down syndrome must be multidisciplinary, genetic counseling, general practitioner for children and
adolescents, surgeon, cardiologist, neurologist, speech therapist, ophalmologist, otorinolaryngologist
and physiotherapist (4). Prognosis of all children depends on character of abnormality a genetical
background. Treatment and care for each child must be multidisciplinary (4).
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Introduction

In orthodontics the primary task of the clinician is to identify the problem and its etiology. Only when
the diagnosis is made the treatment planning can be formulated. Diagnosis involves the development
of comprehensive and concise database, sufficient to understand patient’s problem, in order to fix it

For the correct diagnosis in orthodontics both hard and soft tissues are of great importance since
both types of tissues are able to cause an orthodontic anomaly. In the past, hard tissues were
measured by lateral cephalometric x-ray analysis, a reliable method used even nowadays. Soft tissues
on the other hand were not easy to be measured since there were not any reliable methods. The
evolution of technology in medicine has given the chance to modern orthodontics to upgrade the
essential diagnostic tools needed.

The essential diagnostics used in orthodontics are, the case history, the clinical examination of the
patient (extraoral, intraoral, temporomandibular joint examination), the study models in order to
study them later for treatment planning, facial and intraoral photographs of the patient (smiling, not
smiling, profile, %, and en face view), and radiographic imaging or cone beam computed tomography
scan (CBCT) and facial scan.

The nonessential or supplementary diagnostics are specialized diagnostic measures used if the
doctor suspects a certain condition and needs extra diagnostics to confirm. These are the specialized
radiographs, the electromyographic examination, hand wrist radiographs and Cervical Vertebrae
Maturation (CMV) method (for estimation of skeletal age), CT or MRI scans, endocrine or blood tests
and biopsy.[5]

Measurement of the facial structures before an orthodontic treatment is undoubtedly a very
important procedure which contributes to the correct diagnosis of each case and the appropriate
treatment planning According to recent statistics of the American Association of Orthodontics the
percentage of people undergoing orthodontic treatment is rising every year. The matter of the
“perfect smile” is of high importance and since the demand of the population is rising new
technologies have been discovered for the best result possible. In order for this to happen soft tissue
measurement is an integral part of the diagnosis in orthodontics. [4]

In this project we are going to evaluate the accuracy of the soft tissues measurement done multiple
times and the variability of the results.

Materials and methods
First step in soft tissue measurements is to obtain the extraoral facial scans of the patient. These are
a set of images taken and later analyzed to measure the distances of the facial structures.
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With the help of “Anatomage” program the facial scans are analyzed, specific points are marked by
the doctor and the between them distances are measured digitally to achieve integrity.

Before marking of the points one has to put the facial scan in correct position by arranging the x-x’,
y-y’ and z-z’ axis. By doing that we make sure that all measurements have taken place in a correct
plane and there is no misalignment of the face.

After, the doctor has to mark the points on the face. For the soft tissue measurements the following
points are essential:

e Upper soft tissue profile: a line of the patient’s profile extending from trichion until the upper
lip

e Lower soft tissue profile: a line of patient’s profile extending from lower lip until the neck

e Soft Menton (Me): located on the lowest point of chin

e Subnasale: located below the nose on the facial midline.

e Soft Glabella (G): maximal convexity of the forehead in soft tissues.

e Trichion (Tr): the place where the line of hair begins

e Septum Nasi Frontalis Inferioris (SNFI) : lowest point of nose

e Soft Nasion (Na): the midpoint of the soft tissue contour of the base of the nasal root at the
level of frontonasal suture

Figure 1 Soft tissue points needed for facial measurement (Trichion,Subnasale) [4]
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Figure 2 Soft tissue points needed for facial measurement (soft nasion, subnasale, pronasale) [3]

Figure 3 E-plane in relation to upper and lower lip [2]
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When the marking of the points is finished the program analyzes the points and measures the
distances and angles formed between the soft tissues. The obtained numbers relate to important
angles and ratios present in the face. Those are firstly the lower lip to E-plane (Esthetic plane) and
upper lip to E-plane distance. The E-plane is a line drawn from the tip of nose to the tip of chin and
the closer to the “E” plane the lips are, in some cases even being anterior to the plane, the lips and
teeth will dominate the smile with the nose and chin appearing weak. And the farther behind the
plane the lips are, the more likely the nose and chin will dominate the smile.

Secondly the soft tissue angle, which is the angular measurement of a line drawn from soft tissue
nasion where the sella-nasion line crosses the soft tissue profile, to the soft tissue chin at a point
overlying the hard tissue suprapogonion. This chin point is chosen because of bone stability here
during growth. The normal value is 91° with an acceptable range of 7.

Thirdly, the nasolabial angle is formed by the upper lip anterior and collumela at subnasale. The
normal range is 85°-105°. In women this angle is bigger. Increased values are also typical in
retroclined maxillary anteriors and decreased results in proclined maxillary anteriors or prognathic
maxilla.

Figure 4 Nasolabial angle [2]

Fourthly, the nasion forms the apex of the nasofrontal angle formed by intersection of two lines, a
tangent to glabella (G-Na) and the other tangent to pronasale (Pn-Na).

Fifthly, the mentolabial angle is formed by the lower lip anterior and menton.
Last but not least the ratio between upper and lower face is also measured. This measurement is

important for patients with open bite, deep bite, or surgical cases where the upper and lower face
proportions change after the orthodontic treatment.

All of the above mentioned angles and distances have a degree of variability. This means that in case
of measuring one face multiple times the results will not be the same, but in some degree this
difference in results is normal.
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Table 1 degree of variability in measured distances and angles

Distances & angles measured Degree of variability
Lower lip to e-plane +1.93

Upper lip to e-plane +1.50

Nasolabial angle +6.00

Nasofrontal angle +2.00
Maxilla/mandible ratio +0.04

Mentolabial angle

Results
After multiple measurements on the same face, done with the above mentioned method by one
examiner the results of the measurements are the following.

Table 2 results of measurements of the same face by Anatomage program

1 2 3 4 5
Lower lip to e-plane 1.69 1.09 0.97 1.22 141
Upper lip to e-plane -2.04 -3.29 -3.54 -2.42 -1.85
Nasolabial angle 114.15 120.16 116.01 116.55 116.24
Nasofrontal angle 147.66 147.77 142.69 145.46 146.49
Max./mand. R 0.59 0.54 0.51 0.54 0.49
Mentolabial angle 119.62 142.95 122.05 127.72 123.99

Discussion

As it results from the outcome of the measurements, this method of measurement facial structures
is a reliable method. As in all digital measuring systems Anatomage too has a degree of variability in
the results which does not exceed the normal range. Soft tissue analysis prior orthodontic treatment
is an important tool any orthodontist should use.

3D facial scan analysis is an easy procedure which gives the doctor a diffrerent, more precise
perspective of the human tissues (hard and soft tissues) and makes the study of each case much
more easy. It takes less time than studying a cephalometric x-ray, the patient doesn’t have to unergo
radiation for the measurements and all the files are stored in a computer which makes this
procedure also environmental friendly.

References:
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15. Evaluation of airway in pre- and postoperative phase in
patients with sleep apnoe

Georgia Fountoulaki
(Dentistry,6th. year)

Supervisor: MUDr. Andrej Thurzo, PhD, MPH, MHA
Department of orthodontics, Bratislava

Introduction

Airway disorders are mainly caused due to malocclusions, hereditary airway morphological and
dimensional variations. Obstruction of the airway is caused due to the posterior position of hard and
soft oral tissues and the result is sleep apnea. Surgical treatment is indicated mostly in severe cases
where the symptoms prevail contributing in breathing difficulties. Symptoms of sleep apnea are
daytime sleepiness or fatigue, dry sore throat upon awakening, headaches in the beginning of the
day, impairment in intellectual level such as trouble concentrating, irritability or incapability to
remember properly. Furthermore, symptoms in childhood may vary from bedwetting, oral breathing,
excessive sweating at night, and movement of the ribcage inwards with inhaling to learning and
behavioral disorders. Those kinds of disorders affect elementary school performance, cognitive
ability as long as interest, therefore signs are misinterpreted and true disorder of sleep apnea
masqueradesl. Major problem is decreased oxygen level circulating in cavity over constrictive point
without facilitating oxygen to pass in respiratory tract as long as the interrupted breathing itself. Both
factors lead into stress mode of metabolism resulting further in hypertension, heart disease and
cognitive disabilities such as memory impairment, mood instability as long as incapability to perform
on social skills and even daily routine2. Existing problem was the measurement of the airway
obstruction. There was no existing method for taking impression of the airway so diagnosis of sleep
apnea was achieved by patients’ history, polysomnography and physical examinations3. Other
methods were cephalometry, rhino endoscopy and tomography. Airway measuring technique is of
vital need and is based on already existing medical methods such as cone beam computed
tomography4.

Materials and methods

Cone beam computed tomography is widely used in the field of dentistry and in orthodontics to
obtain three-dimensional (3D) images of patients®. The malocclusion is evaluated as divergences on
the x-y-z planes of space which are coronal, sagittal and axial. In the past doctors were able to see
that there was an existing obstruction in the airways some millimeters or centimeters but the precise
determination of the airway volume was unfavorable. The obsolete 2D lateral cephalographs,
posterior-anterior cephalographs and panoramic radiographs opened their way to 3D imaging
overcoming low resolution, imaging errors and superimposition of structures allowing calculation of
the cross sectional areas of the airway. The tool that contributed in solving evaluation problems is
the software Invivo 5 Anatomage. It is a highly expensive program where module 3D analysis is made
by mouse-clicking points on patient’s CBCT. It is an extremely developed 3D cephalometric markup
with combination of analytic system and high precision using automatic ways that recognize the
surface cephalometric points of the patient. There are standard points that are used by the program
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but also other points can be customized. Necessary for comprehending Invivo 5 Anatomage is
specific knowledge of the material such as precise handling and specific orders provision. The volume
measurement which is the biggest request here is achieved by clicking of 4-5 points across the length
of airway as seen in the software. Right click provides the command of the final result which is the
volume of the air that is trapped or that can pass through the airway®.

Results

Patient case No.1 is a 17year old male with multiple fractures of maxilla and mandible in young age
which led into pathologic and totally abnormal development of both jaws. As a result airway was
extremely narrowed by a value of 2mm available. Anatomy of airway and soft tissues were not
favorable to healthy breathing. His condition was severe and total obstruction was expected in short
time. Orthodontic treatment was necessary in combination to surgery. Using software Invivo 5
Anatomage reference points and results were easy to be emphasized and difference between pre
and postoperative phase was a theme of major importance. Opening CBCT scan via Anatomage and
following the procedure of measurement of airway the color differences that appear make airway
visible and well read.

Figure 1: Evaluation of the airway preoperatively using Anatomage.

Color indication provides information about the level of obstruction. Below the level of occlusal plane
projection the airway constriction was 2mm and seen in red color. The volume of the air in the
minimal area was 42,1 mm? and total volume of 17,7cc. All measurements are done by Invivo 5
Anatomage and the first point was the opening of airway. Surgery was urgent due to severity of the
progress of sleep apnea. He experienced fatigue, during day somnia, insomnia, difficulties in focusing
and lack of general mental awareness. The surgery that the patient underwent was clockwise
rotation of maxilla and anticlockwise BSO which stands for bilateral sagittal osteotomy in
combination of mandibular distraction’. After the surgery patient was swollen submandibulary but
the results were obvious.



74 |

Figure 2: Evaluation of the airway postoperatively using Anatomage

After the treatment airway volume has a value of 341,5mm? bluish to white color which is above
normal values. The most constricted point was 11,4mm and the airway volume was 40,7cc. The
postoperative change was at a value of 299,4mm?”. Symptoms of sleep apnea have almost faded
away and patient is able to sleep again well. The following figure shows us the comparison between
preoperative and postoperative CBCT scan. Preoperatively the narrowest airway point was 2mm a
value impossible to live with because it is almost complete obstruction compared to postoperatively
CBCT scan where the narrowest point is sufficient for proper breathing.

Visible comparison of the two CT scans before operation and after treatment.

Figure 3: Comparison of pre and postoperative CT scan airway measurements

Patient No.1 is about to undergo more surgeries in order to improve the external features.
Unfortunately, the airway obstruction has no totally subsided and repeated obstructions will occur in
the future due to aging and tissue retraction.
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Discussion

Airways measurement was impossible till the innovation of the program of Anatomage which gave
doctors the free tool by which everything would be easier. A single full scanning of the patient’s
head, in combination with certain software manipulations allow us to recreate orthodontic planes
and focus on the desired ones in order to achieve a proper understanding, diagnosis and treatment
according to several perspectives. Superimposition inherent in older plain film studies have given
their place to modern landmarks localization by the use of Cone Beam CT. The software allows the
preview of all head imaging in several anatomical planes but foremost it allows the 3D reconstruction
of the head by creating new iconic orthodontic models and virtual imaging and maximum intensity
projections. 3D has entered our lives in the most dominant way and in the following years the
development and evolution will be higher.
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16. Populacné vyhodnocovanie proporcii tvare prostrednictvom
3D skenov

Bronislava Len¢uchova
(zubné lekarstvo, 5. rocnik)

Skolitel: MUDr. Andrej Thurzo, PhD., MPH, MHA
Oddelenie ¢elustnej ortopédie, Klinika stomatoldgie a maxilofacialnej chirurgie LF UK a OUSA

Uvod

Skumanie proporcii tvdre ma bohatu histériu, poéinajic v renesancii, kedy sa umelci snazili priblizit
takzv. dokonalej proporcii: Zlatému rezu. V dnesnej dobe sa mu venuje pozornost hned' v niekolkych
medicinskych odvetviach (plasticka chirurgia, esteticka medicina, stomatoldgia, maxilofacialna
chirurgia, ¢elustna ortopédia atd.) Vychddza z kefalometrie, ¢o je proces merania polohy a vztahov
kefalometrickych bodov na hlave ¢loveka. Tieto su pevne stanovené dohodou. Najcastejsie su to
metricky relevantné Struktury urcujlice referencné linie aich vzajomné uhly. RozliSuju sa body na
tvrdych aj makkych tkanivach. Samotna analyza si najprv vyZaduje lokalizaciu kefalometrickych bodov
na konkrétnej hlave subjektu. Spdsob stanovenia polohy kefalometrickych bodov presiel vyvojom od
kontaktnych nastrojov cez telerontgenologické snimky aZ po najnovsiu analyzu 3D modelu tvére (1).
Po lokalizacii sa vypocitaju vzajomné vzdialenosti bodov, priebeh a prieniky rovin, velkosti
referenénych uhlov. Namerané hodnoty st porovnané s populacnym standardom. Tento je pre kazdu
vekovu ¢i etnickd skupinu Specificky. Cielom tejto prace bolo stanovit priemerné hodnoty Siestich
vybranych kefalometrickych veli¢in méakkych tkaniv v skupine pozorovanych subjektov.

Material a metodika

Pozorovanych bolo 21 dobrovolnikov vo veku 19-29 rokov, ktori nepodstupili ¢elustno-ortopedicku,
chirurgickd, ani Ziadnu ind intervenénl terapiu vtvarovej oblasti. Na Ustave simulaéného a
virtudlneho medicinskeho vzdeldvania Lekarskej fakulty Univerzity Komenského v Bratislave boli
zhotovené trojdimenziondlne snimky nasledovnym spdsobom: Subjekt bol posediacky, pozerajuc
rovno pred seba odfoteny Styrmi fotoaparatmi Canon EOS 1000D, ktoré su parovo umiestnené na
ucelnom, 60cm Sirokom stojane a tvoria stereofotogrametricky tvarovy skener. Tento takto snimal
subjekt z obidvoch stran v uhle 30°, resp. z poloprofilu, ¢o je situacia, z akej je clovek v beznom Zivote
pozorovany najéastejsie. Vlasy a oblecenie by nemali prekryvat Ziadne relevantné struktdry (vlasy by
mali byt za uSami, subjekt by nemal mat na sebe napr. $al). Vzaujme spravneho zachytenia
submandibularnej oblasti je vhodné, aby subjekt mal zdvihnutu bradu.

Snimky vytvoril a spracoval softvér DI3D Capture. Zo ziskanych snimok bol zhotoveny jeden
trojrozmerny model, ktory sa vyexportoval do formatu .obj pomocou DI3D View. 3D model bol
analyzovany THURZO SOFT protokolom kefalometrickej analyzy v programe Invivo5 od firmy
Anatomage Medical. Bodovanie vykondvala vysetrujuica osoba. Polohu vyznacenych bodov a ich
vztahy program udal tabulkou a grafom znazorfiujucim odchylku od uZ stanovenej normy pre
kaukazsku rasu poskytnutou softvérom Invivo5. Skiimanych bolo 6 konkrétnych veli¢in: Lower Lip to
E-Plane, Upper Lip to E-Plane, nazolabidlny uhol, nazofrontdlny uhol, pomer vysky maxillarnej a
mandibuldrnej vysky dolnej tretiny tvare a mentolabidlny uhol.
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Lower Lip to E-Plane predstavuje vzdialenost dolnej pery od estetickej linie podla Rickettsa (spojnica
$picky nosa a najnizsieho bodu brady - menton). Upper Lip to E-Plane vyjadruje vzdialenost hornej
pery od vyssie spominanej roviny. Tieto reprezentuju relativnu polohu pier, pricom dolna pera by
mala byt priemerne 2mm za estetickou rovinou, hornd pera o trochu dorzélnejsie.

Nazolabidlny uhol urcuju body columella-subnasale-labialis superior, nazofrontdlny uhol je
definovany bodmi glabella-nasion-dorsum nasi a mentolabialny uhol je dany prostrednictvom bodov
labiale inferius-supramentale-pogonion. Nazolabialny a mentolabialny uhol vyjadruji vzdjomny vztah
pier, nosa a brady. Nazofrontélny uhol predstavuje priestorovy vztah hornej a strednej tretiny tvare
v ramci profilu.

Maxilldrna vySka dolnej tretiny tvare je vzdialenost medzi subnasale astomion superius,
mandibularna vyska dolnej tretiny tvére je vzdialenost medzi stomion inferius a menton. Pomer
maxillarnej a mandibularnej vysky podava informéciu o proporcionalite dolnej tretiny tvare.
Namerané hodnoty sa preniesli do softvéru Microsoft Excel, kde boli spriemerované a vyhodnotené
formou grafu.

Vysledky
Len v jednom zo Siestich pozorovanych veli¢in boli proporcie pozorovanych subjektov v ramci
populacnej normy: v pomere maxillarnej a mandibularnej vysky dolnej tretiny tvare.

Tab. €. 1: Vysledky merani pozorovanych parametrov
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V skupinach Lw Lip to E-PIn, Up Lip to E-PIn, mentolabidlnom uhle, nasofrontdlnom a nasolabidlnom
uhle sa hodnoty od stanovenej normy odliSovali. U kazdého subjektu je vtychto hodnotach
pozorovatelna vzajomna korelacia.

Najvadcsie rozdiely hodn6t v ramci parametra boli pozorované v nazolabidlnom uhle, najmensie
v Max/Mand vyske.
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Grafy €. 1 a 2: Vzajomna zavislost nameranych hodnét

Diskusia
Vyrazna odlisnost nameranych hodnét od pouZitych referenénych hodnét je pozoruhodnd.

Zvolené veli¢iny spolu bezprostredne suvisia - vetky referuju o profile jedinca; Lw Lip to E-PIn, Up Lip
to E-PIn, mento- a nasolabidlny uhol o polohe pier vzhladom na okolité Struktury v ramci profilu,
najma na nos a bradu (Rickettsova esteticka linia). Vypovedaju o konkavite alebo konvexite Ustneho
profilu jedinca (2,3). Podla pouZitej stanovenej normy pre kaukazsku rasu je hodnota Lw Lip to E-PIn
1,4+2mm, resp. dolna pera by sa mala nachadzat zhruba na estetickej linii (tangente nosa a brady),
zatial ¢o hornd pera, o ktorej informuje Up Lip to E-PIn = -2,5+1,5mm, by mala prebiehat za touto
rovinou.

Nazory autorov sa tu v otazke pouzivanej normy rozchdadzaju, napriklad Kaminek a Bachraty(2,3)
udavaju hodnotu Lw Lip To E-PIn = -2 £ 2mm a priemernu vzdialenost hornej pery od estetickej linie
o0 malo vacsiu (dorzalnejsie). Weber (4) zase udava pre Lw Lip to E-PIn hodnotu 0 — 2mm, pre Up Lip
to E-PIn = -1 - -4mm. Prirodzene rozdiel spésobuje aj pozorovand vzorka populdcie, ktora je znacne
variabilnd i v ramci kaukazskej rasy.
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Mentolabiadlny uhol stvisi s negativnou hodnotou Lw Lip to E-PIn, jeho vysokd hodnota je zapricinena
dorzélnym postavenim dolnej pery oproti soft pogonionu. Vysoka hodnota nasolabidlneho uhla
referuje o dorzalnom postaveni hornej pery oproti nosu jedinca. Velky nasofrontalny uhol je zase
podmieneny pritomnostou vyrazného nosa.

Tieto zistenia vypovedaju o vysokom vyskyte vpadnutého profilu (retrofacies) v pozorovanej skupine
(2,3,5). Tuto tvorili najma Studenti zubného avseobecného lekarstva vo vekovom rozpati 19-29
rokov.

Mnoho $tudii sa zaoberalo vztahom tvérovych proporcii (6,7,8,9,10,11), ktoré st vnimané ako
estetické (7,8,9), dokonca déveryhodne pdsobiace (10). Zaujimavostou ale zostdva fakt, Ze hoci
tvarové proporcie povazované za najatraktivnejsie su tie vykazujice priemerné hodnoty (11), zéroveri
tymito proporciami disponuje len minimalne percento populdcie.

Zaverom teda mozno konstatovat, Ze vnimanie ideédlnych proporcii ako krasnych do uréitej miery
uréuje aj ich jedine¢nost.
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17. Ludsky papilomavirus v etiopatogenéze orofaryngedlneho
karcinému

Tomas Kovacic¢
(vSeobecné lekarstvo, 5. ro¢nik)

Skolitel: MUDr. Patrik Stefani¢ka, PhD.
Klinika otorinolaryngoldgie a chirurgie hlavy a krku LFUK a UNB

Uvod

Orofaryngovy karcindm asociovany s fudskym papilomavirusom je celosvetovo na vzostupe. Za
posledné polstorocie stuplo zastUipenie HPV pozitivnych orofaryngovych skvamocelularnych
karcinémov (Oropharyngeal Squamous Cell Carcinoma - OPSCC) v Eurépe a USA z pdvodnych 20% na
70% u muzov pod 50 rokov veku, pricom klesa vyskyt non-HPV-asociovanych karcinémov s klesajicim
trendom fajcenia (1). Infekcia za¢ina vstupom virusu na bazalnu vrstvu skvamoceluldrneho epitelu
orofaryngu. Po integracii gendmu virusu do bunky dochadza vplyvom virusovych onkoproteinov E6
a E7 k dysregulacii bunkového cyklu, k naruseniu reparacie DNA a nedochadza k apoptdze v pripade
tazkého poskodenia DNA hostitelskej bunky (2). Orofaryngealne SCC asociované s HPV sa prezentuju
spravidla nizkym T Stadiom, s malym aZ okultnym primarnym nadorom. Mavaju v ¢ase diagndzy
pokrocilejsi N ndlez, casto ako prvy klinicky priznak. HPV asociované nadory vychadzaju
z lymfoepitelového tkaniva, vyznacuju sa nediferencovanou, bazaloidnou alebo cystickou Strukturou,
s fokdlnou alebo nepritomnou keratinizaciou. V sucasnosti je najdostupnejSou metddou testovania
integrovanej HPV infekcie imunohistochemické vySetrenie p16 proteinu, ako ndhradného biomarkera
virusovej aktivity.

Cielom predkladanej prace SVOC je podat obraz o vyskyte novodiagnostikovanych HPV pozitivnych
orofaryngovych karcindmov na Klinike otorinolaryngoldgie a chirurgie hlavy a krku LFUK a UNB za
roky 2013 - 2016. Prica sa pokusa priblizit stvislost virusovej etioldgie karcinémov orofaryngu vo
vztahu k veku, pohlaviu a klinickym parametrom.

Material a metodika

Retrospektivne som analyzoval subor pacientov s diagnézou karcindmu orofaryngu liecenych na
Klinike otorinolaryngoldgie a chirurgie hlavy akrku LFUK aUN v Bratislave od 1.1.2013 do
31.12.2016. Udaje o pacientoch som ziskaval zo zdravotnych zéznamov pacientov a z nemocni¢ného
informaéného systému. Kritériom na zaradenie do suboru bol histologicky potvrdeny
skvamocelularny karcindm orofaryngu s podoblastami s diagnézami podfa MKCH C01, C05, C09, C10.
Sucasne som vyhodnocoval vysledok imunohistochemického vySetrenia pl6 onkoproteinu. Podla
tohto nahradného biomarkera som pacientov spl6 pozitivnym ndlezom hodnotil ako HPV
vyjadrend difuznou nuklearnou a cytoplazmatickou p16 imunoreaktivitou. Analyzoval som vyskyt
karcindmu orofaryngu v danom obdobi, lokalizaciu, T a N nélez, vo vztahu k integrovanej HPV infekcii.
Porovnaval som vek, pohlavie u HPV pozitivnych a HPV negativnych pacientov s OPSCC. Hodnotil som
indikovanu primarnu lie¢ebnd modalitu, vysledky celkového preZivania podla zaznamov o umrti
alebo podla posledného kontaktu s pacientom.
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Klinické Stadium tumoru sa urcuje podla TNM Kklasifikacie, Stadia T1 a T2 s negativnym uzlinovym
nalezom (NO) predstavuju v€asné Stadium, pokrocilé stadium je podmienené pozitivnym uzlinovym
nalezom (N+), alebo rozsahom primarneho tumoru T3 a T4.

Vysledky

Subor predstavoval 175 pacientov skarcindmom orofaryngu, ztoho 129 (74%) pacientov s
dostupnym imunohistochemickym vySetrenim p16 proteinu. 52 (40%) pacientov bolo pozitivhych, 77
(60%) negativnych. Pocet lie¢enych HPV + a HPV- pacientov s karcindmom orofaryngu v jednotlivych
rokoch je uvedeny v grafe 1.

V stibore HPV pozitivnych pacientov sa nachddzalo 45 (86,5%) muzov a 7 (13,5%) Zien, v sibore HPV
negativnych 63 (81,8%) muzZov a 14 (18,2%) zien. Zastupenie pohlavi v siboroch je uvedené v grafe 2.

Priemerny vek v case stanovenia diagndzy bol 61,5 roka upl6 pozitivnych pacientov, upl6
negativnych 59 rokov, median veku bol 60 rokov u obidvoch skupin.

Lokalizacia primdrnych nadorov p16+ bola v 32% v koreni jazyka, 54% v podnebnej mandli, v bo¢nej
stene orofaryngu v 14%, v ostatnych lokalizaciach 4%. Nadory pl6 negativne vychdadzali z korena
jazyka v 23,3%, z podnebnej mandle v24,7%, zbocnej steny orofaryngu v 28,6% a zostatnych
lokalizécii (podnebie, zadna stena) v 23,4% pripadov.

Klinické Stadium bolo prevazne pokrocilé u HPV+ aj HPV- pacientov s karcindmom orofaryngu,
predstavovalo 90,4% pl6 pozitivnych pripadov a87% pl6 negativnych. Vcasné klinické sStadium
malo 7,7% p16+ nadorov a 11,7% p16-. VEasny T nalez (T1/T2) malo 52% p16 pozitivnych a 39% p16
negativnych pacientov, pokrocily (T3/T4 nalez) malo 48% p16 pozitivnych a 61% pl6 negativnych
pacientov. Pozitivny uzlinovy nalez v ¢ase diagndzy malo 84,6% pl6 pozitivnych pacientov a 72,7%
p16 negativnych. NO/N1 nalez malo z p16 pozitivnych pacientov 32%, N2/N3 ndlez bol u 67%. P16
negativni pacienti boli v §tadiu NO/N1 v 42,8% pripadov, v N2/N3 v 57,2%. V obidvoch skupinach bolo
najcastejsie Stadium N2, u 57,7% p16 pozitivnych a 48% p16 negativnych pacientov.

Priemernd dizka sledovania po lietbe bola 14 mesiacov. Primarna chirurgicka terapia bola ¢astejsia
u pl6+ pacientov, absolvovalo ju 38% pacientov, 28,6% pl6 negativnych pacientov. Celkové
preZivanie od stanovenia diagnézy po Umrtie alebo stratu kontaktu s pacientom bolo po 24
mesiacoch u HPV pozitivnych pacientov 26,9%, uHPV negativnych 19,5%. U pl6 negativnych
pacientov bolo 61% fajciarov, u p16 pozitivnych bolo 34,6% fajciarov.
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Vyvoj incidencie - pocet liecenych
pacientov podla HPV statusu a rokov
sledovania

W wyvoj incidencie - poéty hpv pozit a neg za roky
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Graf €.1: Pocet liecenych HPV + a HPV- pacientov s karcindmom orofaryngu v jednotlivych rokoch

Percentualne zastupenie pohlavia
pacientov podla HPV statusu

®muii ™ Zeny

g ity 81,81818182

13,46153846 1.3,1313181?

pl6 pozitivni p16 negativni

Graf €.2: Zastupenie pohlavi v siboroch

Diskusia

ZastUpenie pl6 pozitivnych pacientov skarcindmom orofaryngu bolo variabilné medzi vekovymi
skupinami. HPV pozitivni pacienti boli najéastejsie diagnostikovani v Siestom decéniu, HPV negativni
pacienti v siedmom decéniu. Absolitny pocet md naznak zvysSujucej sa incidencie, ale kolisajuca
incidencia pl6 pozitivity nesleduje Casovo stupajuci trend ako je opisovany v literature, ¢o sa da
prisudzovat relativne malému rozsahu posudzovaného suboru. Zrovnakého dévodu sa zhoduju
medidny veku porovnavanych skupin (60 rokov). Pacienti s p16 pozitivnym karcinémom orofaryngu
predstavuju 40% tohto suboru, ¢o koreluje svyskytom HPV pozitivhych karcindmov orofaryngu
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v Eurdpe (3). Typicky pacient s HPV pozitivnym karcindmom orofaryngu je muz v strednom veku,
nefajciar (4). Vsubore pl6+ pacientov podla ofakavania dominovali muzi, nefajéiari (66,6%) vo
vekovom rozméadzi 50-59 rokov. Pacienti s HPV+ karcindmami byvaju oproti HPV- ¢astejsie vyssieho
dosiahnutého vzdelania svy3$im socioekonomickym statusom. Stlidie uvéadzaji korelaciu HPV+
OPSCC s rizikovym sexudlnym spravanim aabuzom marihuany, naopak nevykazuju kauzalitu s
nikotinizmom ani abtizom alkoholu. Uloha fajéenia v etiolégii konvenénych non-HPV asociovanych
OPSCC, ako aj nizSie zastupenie faj¢iarov medzi HPV pozitivnymi pacientmi potvrdzovali trend
opisovany v literature (5,6).

V predkladanej praci sa potvrdzuje vcasnejsi staging primarneho tumoru u HPV asociovanych
karcinémov, ako aj pokrodilejsi uzlinovy ndlez. Klinické Stadium pacientov s pl6 pozitivym
karcinbmom orofaryngu bolo vysSie od pl6 negativnych, ¢o odzrkadluje pokrocilejsi uzlinovy
nalez. HPV status je do buddcnosti vhodnym kritériom k volbe terapie, nakolko sa pri HPV+ OSCC
jedna o $pecificky nador s odliSnym spravanim oproti konvenénym HPV neasociovanym nadorom.
HPV pozitivni pacienti lepsie odpovedaju na lie¢bu, s nizSim rizikom rekurencie alebo smrti, hoci
incidencia sa zvySuje (6,7). Vysledky preZivania pacientov v nasom subore vzhladom na rozsah stboru
a retrospektivnu povahu analyzy mozno hodnotit len velmi limitovane. Praca sa pokusa poukazat na
vyznam HPV statusu ako najvyznamnejSieho prognostického faktora pri karcindme orofaryngu a
systematizované zavadzanie jeho vysetrenia na pracovisku ako na progresivny pristup, ktory moze
v budicnosti umoznit cielenejSiu a efektivnejsiu terapiu tychto pacientov podla HPV stavu.
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Introduction

The aim of this article is to represent a review about gingival recession, etiology, diagnosis and
possibilities of treatment procedures. Gum recession is the process in which the destruction of the
marginal gingiva and the epithelial attachment will result in root exposure. It manifests in people
with very good oral hygiene or bad oral hygiene and increases with age. In many cases, patients can
not easily understand that have gingival recession but they just see their tooth to be longer or feel
dental hypersensitivity. [1] It is important to mention that exist two different types of gum tissue
biotypes. According to Ochsenbien and Ross (1969) the thick gum tissue biotype occurs and the thin
one. Thin biotypes are more prone to undergo recession in comparison to thick biotype. [2] Currently
accepted procedures for root coverage include coronally advanced flap, free mucosal graft, sub
epithelial connective tissue graft, guided tissue regeneration and acellular dermal matrix. [3] The
predictability of coverage of the exposed root surface is influenced by many factors, including
whether the gingival margin is apical to the mucogingival junction (MGJ), whether there is loss of
interalveolar septa or interdental gingiva, and the extent of tooth malposition. [4]

Materials and methods

By review of the literature about patients diagnosed with gingival recession, treatment plan for
choosing of the best therapeutic method is revealed. The first step for the selection of treatment of
gingival recession is to find the etiologic factors. According to different bibliographic sources one
theory is that the inadequate zone of attached gingiva will facilitate the subgingival plaque formation
and would favor the attachment loss and the soft tissue recession. Another theory is that possible
factors could be uneven atrophy of the gingival margin, direct trauma such as accidents or biting of
fingernails, vigorous toothbrushing, gingival lesions associated with plaque induced inflammation,
subgingival restorations, maloclusion, malposition of teeth, destructive periodontal disease not only
on facial aspects but also in proximal sites of the tooth and thin or absent alveolar bone, so called
bone dehiscence along with delicate gingival tissue. [3], [5] Marginal tissue recession is associated
also with orthodontic treatment. A slight gingival recession and loss of attachment can be found in
incisors frontal proclination and in lateral movements of posterior teeth. The contributing factors in
that case are also the poor oral hygiene, thin gingival and bone biotype and the presence of gingival
inflammation, that together with wrong orthodontic treatment force can result in marginal tissue
recession. [6] Then the periodontologist must differentiate the type of the recession. According to
Miller, recession defects are classified in class I, Il where there is 100% root coverage. In class llI
where there is partial root coverage and in class IV the root coverage cannot be predicted even if in
some cases is successful. [7]
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Class Il

Class |l Class IV

Figure 1: Miller’s Classification

CLASSIFICATION

Class | Marginal tissue recession that does not extend to the
mucogingival junetion

Class Il Marginal tissue recession that extends to or beyond the
mucogingival junction, with no periodontal attachment loss
(bone or soft tissue) in the interdental area

Class 1l Marginal tissue recession that extends to or beyvond the
mucogingival junction, with periodontal attachment loss in the
interdental area or malpositioning of teeth

Class IV Marginal tissue recession that extends to or beyond the
mucogingival junction, with severe bone or soft-tissue loss in
the interdental area and/or severe malpositioning of teeth

* Bource: Miller.4?

Table 1: classification according to extend of marginal tissue recession and involvement or not of the
bone

Another classification according to Sullivan and Atkins (1968) is concentrated on recession involving
mandibular incisor teeth using the following descriptive terms to classify recession into four groups:
narrow, wide, shallow and deep.

Classification
Sullivan and Atking (1968)

Figure 2: The classification of gingival recession according to Sullivan and Atkins divides the recession
of mandibular incisors in four groups: narrow, wide, shallow and deep.
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Picture 1a: etiologic factor is orthodontic treatment

Picturelb: Gingivai classification Milier  and Sullivan and Atkins shallow wide

Before selection of the proper treatment, the periodontologist must identify if will do the gum graft
surgery or not. He/she has to perform the surgery if present areas of progressive recession or areas
in which orthodontic procedures may produce lingually tipping of tooth, resulting in buccal
displacement of the roots. Furthermore a gum graft surgery should be achieved when the recession
causes esthetic discomfort to the patient, when the root exposure causes tooth sensitivity and also
while occur areas which need restorative treatment and the margins of the restorations are going to
be placed subgingivally, because the biologic width of connective tissue attachment can be impinged.
The percentage of bone loss and the amount of tissue in donor area should be evaluated as well. If all
these requirements are met to do the surgery, then the parameter of smoking should be examined,
because it slows down the healing process of the wound. So if the patient is a smoker, must limit it at
least 1 week before the operation and 1 month after the surgical procedure. Prior to any surgery, the
1 hygiene phase should take part. Patient’s education is of greatest importance in order for the
treatment plan to become successful. Moreover, the exposed root surface has to be treated, in order
to be “cleaned” by the bacterial biofilms that is covered. Also if filling is present in the root, it would
be better to be removed before root coverage, without meaning that it’s presence prohibits a
successful outcome of the surgery. Both restored and non-restored sites show significant increase in
probing depth. [9]
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Data collected from medical records show that the best predictability (95%) for complete root
coverage in Miller’s class |, Il is the sub-epithelial connective tissue graft. In the following tables
there is a summary of all gum graft surgery options and tissue grafts that can be utilized. [3]

PEDICLE FLAP PROCEDURE

Advanced flap procedures Rotational flap procedures
Coronally repositioned flap Laterally sliding flap
Semilunar coronally repositioned flap Double papilla procedure
Laterally moved, coronally advanced flap Oblique rotated flap

Recombined with a barrier pedicle soft tissue
procedures membrane

Pedicle soft tissue procedures combined
with enamel matrix proteins

FREE SOFT TISSUE GRAFT PROCEDURES

Connective tissue graft Epithelialized soft tissue graft

Connective tissue graft combined with a
coronally advanced flap

The envelope technique

The tunnel technique

TYPES OF SOFT TSSUE GRAFTS

Autograft Allograft

Gingival graft Acellular dermal matrix

Connective tissue graft

Indisputably, the survival of a graft is determined by the maintenance of rich blood supply. The blood
is supplied by the adjacent and subject bone and the vessels of the surrounding mucosa. It is really
important the presence of significant bone volume and soft tissue. In thick gingiva there are more
intact vessels for the nutrition of the graft, so if it’s thickness is more than 1mm there are more
chances for a successful surgery. Fixing of graft is essential between the adjacent bone, root and
graft, and must be achieved, otherwise the graft will be necrotized. [10]
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Picture 2a and 2b: free gingival graft

Picture 3: Large and thick CTG after palatal harvesting

_ i

Results

Aim is to achieve root coverage for long term treatment for a functional and esthetical reason. It can
be reached by correct surgical technique and also by avoiding long term shrinkage of the graft. Finally
the outcome of the gum graft surgery procedures can be determined by different factors such as
good oral hygiene and post operative homecare which is mandatory, so the patient must have
periodical recalls in the dental office for proper plaque control, correct tooth brushing technique on
the operation site. Soft diet until the first recall is suggested. In order to reach this result the covering
of root should be done up to the level of cemento-enamel junction with probing depth less than
2mm and no bleeding on probing. Influence of the outcome is the flap tension as well. The higher the
flap tension, the lower the recession depth. [8]
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Picture 4a: recail after 14 days Picture 4b: recall after 1 year

Picture 4c: follow up after 1.5 year

Conclusion

Careful examination of oral and periodontal tissues should be done from the dentists in order to find
the exact causes that lead to gingival recession, to select the proper type of treatment, to estimate
the preferred outcome of the surgery and have a successful result. Patients cooperation and of
course post operative care have great importance as well. Success is also in close relation with
patient education. The technique that has shown the best predictability (95%) of root coverage in
Millers class | & Il classification is the sub- epithelial connective tissue graft. So the stability, function
and esthetic of the graft is achieved as it was presented in the pictures above.
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Uvod

Lymfém postihujlci oblast oénice je zriedkavo sa vyskytujicim ochorenim, avak v uplynulych rokoch
so stupajucim vyskytom. Najcastejsim typom v danej lokalizacii je non-Hodgkinov lymfém (NHL),
ktory sa deli na dalSie podtypy indolentného alebo agresivneho charakteru. Spomeniem tie
najCastejSie sa vyskytujuce lymfémy v opisovanej oblasti. Kindolentnym lymfémom patria MALT
(mucosa associated lymphoid tissue) lymfém, folikulovy lymféom (FL) a lymfoplazmocytovy lymfém
(LPL). Medzi lymfémy agresivneho charakteru patria difuzny velkobunkovy B-lymfém (DLBCL),
lymfém z plastovych buniek (mantle cell ymphoma — MCL) a Burkittov lymfém (BL). (1,2,3)

Orbitalny lymfom méze byt z hladiska vyskytu primarny (pri jeho prvotnom vzniku v oblasti o¢nice) a
sekundarny (ked' je asociovany s metastatickou diseminaciou nadoru z extraorbitalneho loZiska). Na
zaklade spomenutych skutocnosti sa pristupuje aj k liecbe lymfému. Délezitym urcujucim faktorom
volby terapie je stupen diferencovanosti nddoru, rozsah nadorového ochorenia a klinicky staging
podla AJCC z roku 2009 (American Joint Committee on Cancer, Chicago, lllinois), tzv. TNM klasifikacia.
(2,4)

Material a metodika

Analyzovali sme 31 pacientov evidovanych na Klinike oftalmoldgie LF UK a UN Bratislava za obdobie
od 1. janudra 2009 do 31. decembra 2016 s diagnostikovanym non-Hodgkinovym lymfémom
lokalizovanym v okoli o¢nice. Pozorovanie bolo zamerané na charakteristiky ochorenia determinujice
indikaciu terapie a nasledné vysledky a pripadné neziaduce ucinky, ktoré priniesla liecba.

Vysledky
V sledovanom subore pacientov bolo potvrdené ochorenie na zaklade histopatologického vysetrenia
z biopsie, resp. excizie z oblasti spojovky alebo po orbitotédmii.

Systémova terapia bola zahajend u pacientov v Il. a vy$Som Stadiu ochorenia podla Ann Arbor
systému a z celkového poctu liecenych tvorila 61,3% (Graf €.1). Samotna lokdlna terapia v zmysle
chirurgickej intervencie, aplikacie mitomycinu-C, kortikosteroidnych kvapiek do spojovkového vaku
bola vykonana v 38,7% pacientov. Po chirurgickom zakroku do spojovky pacienti popisovali tah
v oblasti sutur. Po orbitotomii sa vyskytovala pseudoptdéza horného viecka a diplopia. Zrakova
ostrost u pacientov pred operdciou (excizia, orbitotémia) a po operacii pri prvej kontrole bola
nezmenenad. NeZiaduce ucinky radioterapie akutneho charakteru v zmysle postradiac¢nej keratopatie
a iritacie bulbu boli v 1 pripade. Recidivy sa vyskytli u 5 pacientov, ¢o predstavuje 16% pozorovanych
(Tab.c.1).
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H(68%) chemoterapia (CHT)
#(12%) chem oimunoradioterapia
#(5%) imunoterapia

u(5%) CHT s transplantaciou

kmenovych buniek

w(12%) chemoradioterapia

Graf €.1: ZastUpenie pouzitych foriem systémovej terapie u pacientov v %

Tab. ¢.1:
vznik recidi
) . o/ typ L. vzhladom k pévodnej
pacient (pocet rokov od ) lokalizacia .
. lymfému lokalizacii
remisie)
1. 4 MALT spojovka rovnaka
2. 4 MCL orbita rovnaka
3. 4 FL orbita druhé oko
4. 3 MALT spojovka rovnaka + druhé oko
5. 2 MCL orbita rovnaka

MALT - mucosa associated lymphoid tissue lymfém, FL - folikulovy lymfém, MCL - lymfém z
pldstovych buniek (mantle cell lymphoma)

Za sledované obdobie zomrelo 5 pacientov v dosledku zdvainej generalizacie lymfémového
ochorenia. Zo suboru pacientov sa u dvoch pozorovala ina malignita ako lymfém (Tab.¢.2).

Tab. ¢.2:

ina malignita ¢as diagnostiky vzhl'adom k diagnéze lymfému

tumor kaudy pankreasu stucasne

karcindm pazeraka a zaludka po 1,5 roku
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Obr. ¢.1: MALT lymfém s plazmocytovou diferenciaciou infiltrujici tkanivo ocnice (foto— A.
Furdova)

Diskusia

Pre ochorenia patriace k malignym lymfémom je charakteristickd mnohotvarnost biologického
priebehu a odliSnost terapeutickych postupov u kazdej nozologickej jednotky. Lie¢ba lymfému
v oblasti orbity pozostdva zo Styroch hlavnych modalit, ktorymi s chirurgickd intervencia,
radioterapia, chemoterapia a imunoterapia. Volba lie¢ebnej metddy zavisi od gradingu a stagingu
ochorenia. (2,5)

Chirurgickd excizia lymfému v okoli ocnice je terapeutickou no zaroven i diagnostickou metddou.
Chirurgickd intervencia v monoterapii sa neukazuje ako postacujuca, casto totiz dochddza
k obavanym relapsom ochorenia. Podkladom pre relaps je pozostatok nadorovych buniek v mieste
excizie. V dosledku toho sa napr. pri lymféme spojovky aplikuje do miesta excizie mitomycin-C vo
forme kvapiek, ktory predstavuje chemoterapeutikum s antiproliferativnym Géinkom na rychlo sa
deliace zostatkové nadorové bunky, ¢im znizuje riziko moZzného relapsu ochorenia. Pri orbitdlnej
lokalizacii lymfému sa pristupuje k adjuvantnej radioterapii s kurativnym potencidlom po prvotnej
chirurgickej intervencii. (2,7)

metddou. V radiaénom poli musi byt zahrnutd cela orbita, bez ohladu na to do akej miery je orbita
infiltrovana. Tento postup zniZuje riziko relapsu v miestach bez infiltracie. Kurativna davka je pre low-
grade tumor 25 — 35 Gy a pre high-grade tumor 30 — 40 Gy. Pri pouZiti vy$sich davok ako 35 Gy
vznikaju zédvazné komplikacie ako napr. katarakta. Jej vzniku je mozné predist tienenim $oSovky,
avsak iba vtedy, ked tumor nie je v predpokladanom tieni. (7)

Chemoterapia je zvyCajne rezervovana pre nadory v Il. a vyssom 3tadiu, najma vsak pre lll. a IV.
Stadium. Zahajenie chemoterapie je mozné po chirurgickom zdkroku, v kombinacii s rddioterapiou
alebo vo forme monoterapie. Chemoterapia aplikovand samostatne alebo v kombinacii
s radioterapiou predstavuje liecebny Standard pre lymféomy lokalizované extraorbitdlne. Primarnou
lieCebnou modalitou pre agresivne extranodalne lymfémy je systémova terapia. Indukéna agresivna
chemoterapia sledovana transplantaciou krvotvornych kmeriovych buniek bola preskimana
u pacientov s MCL. Autolégna alebo alogénna transplantacia kmefovych buniek méze viest
u agresivnejsich lymfémov k lepsiemu dosiahnutiu remisie. (2,6,7)

Imunoterapia je vyuZivana u nadorov exprimujucich urcity antigén, proti ktorému je pri terapii
namierend protildtka. Liecba zahrfna pouZzitie latky rituximab, ktord je vyuzivana u CD20 pozitivnych
tumorov akym je MALT lymfém. Hlavnym nedostatkom rituximabu v monoterapii su Casté relapsy.
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Na to, aby sa predislo relapsom, bol pridany podporny liecebny reZim, ktory bol naplanovany na 2
roky a podaval sa kazdé 2 mesiace. (2)

Podobné postupy v terapii boli pouZité aj u nasich pacientov, pricom bola dosiahnuta parcidlna az
celkova remisia v zavislosti od histopatologického typu nadoru. Nasledne sa stav pacientov
stabilizoval do bezpriznakového charakteru, avsak v 5 pripadoch doslo k relapsu.

Naviac v zahrani¢nych Studiach zrokov 2011 a 2013 bola dokazana efektivita intralézionalne
aplikovanej injekcie rituximabu v lietbe primarneho lymfému v okoli orbity. Pouzitelnost danej
terapie vyzera slubne u lézie lokalizovanej vpredu, naopak u lézii v medialnej a zadnej Casti orbity uz
nie je efektivita rovnaka, nakolko dochadzalo kinkompletnej alebo k Ziadnej odpovedi. Liecba
intraorbitalnou injekciou rituximabu je perspektivnou aj vdaka minimalizacii systémovych
neZiaducich Gc¢inkov formou podania a pouzitim nizkej davky narozdiel od vysokych davok
podavanych intravendzne. (8,9)

Lymfém je liecCitelné ochorenie, nie vsetky jeho typy su vSak Uplne vylieCitelné. Pacienti mézu
s ochorenim prezit vdaka terapii mnoho rokov aj bez tazkosti. Prikladom z ndsho suboru méze byt
pacient, u ktorého v zavere roka 2016 uplynulo 14 rokov od prvého zdiagnostikovnia lymfému.
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Uvod

Momentalne nie je Specificka definicia terminu “Bioprinting”. Vedci vyskimali mnoZstvo pristupov
zachovat Zijuce bunky s biomateridlmi v podobnom nazivani priameho vytvdrania 3D Struktur.
Definicia bioprintingu bola prvykrat navrhnutd na Univerzite v Manchestri s nazvom: University of
Manchester Institute of Science and Technology v Septembri v roku 2004. Bioprinting je definovany
ako: PouZitie materidlovych procesov prenosu pre vzorovanie a montaz biologicky relevantnych
materialov - molekuly, bunky, tkanivd a biodegradacné biomaterialy so stanovenou organizaciou s
ciefom dosiahnut jednu alebo viac biologickych funkcii. Toto je otvorena definicia, kde bioprinting je
oznacovany ako sled technik namiesto jednotného pristupu (1).

V suclastnosti je mozné previest biologicky materidl na substrat s koneénym vyhotovenim 3D
Struktiry. MoZe to byt povaZované ako bioprintingova technoldgia. Hlavnym cielom Bioprintingu je
zhotovit Zijuce a funkéné tkaniva a orgédny, ktoré budu transplantované do ludského tela. V. Mironov
uviedol dalsi termin: “Orgdnové tlacenie” a moznd definicia je: “ Pocitatom podporované 3D
tkanivové inZinierstvo Zijucich orgdnov zaloZenych na zaklade spontannych uloZeni buniek a
hydrogélov s principom vlastnej montéze (2).

Hydrogély sa pouZivaju pri mnohych biomedicinskych aplikaciach, vratane popdéleninovych kryti,
bunkovej enkapsulacie alebo aplikaciach podavania liekov. Nedavno sa hydrogély stali atraktivnymi v
oblasti regenerativnej mediciny, kde sa ako biokompatibilné matrice pouZivaju pri regenerdcii a
oprave velkého mnoZstva roznych tkaniv (3).

Pri regeneracii ordlneho epitelu a koZze pomocou bioprintingu sa najcastejsie pouziva kolagénovy
hydrogél ako matrica, do ktorej sa vkladaju fibroblasty a keratinocity. Kolagén je hlavny Strukturalny
protein extraceluldrneho priestoru v réznych spojivovych tkanivach Zivocisnych tiel (4).

Predpokladom na to, aby sme mohli zaéat vyskum s pouZitim bioprintera INKREDIBLE na regeneréaciu
ordlneho epitelu a koZe, je mat vhodny hydrogél ako matricu. Na to aby nas vyskum priniesol nové
vysledky sme sa rozhodli vytvorit vlastny protokol na vyrobu takéhoto hydrogélu, ktorého zaklad
vychdadza z publikovaného protokolu na stranke www.ibidi.com (5). Vdaka podobnosti medzi ordlnym
epitelom a koZzou méZe byt vyvoj obidvoch tychto tkaniv prevedeny podla rovnakého protokolu s
vyuzitim rovnakého hydrogélu. (6)

Material a metodika

Pri vyrobe hydrogélu sme poutili kyselinu octovd, kyselinu sirovu, destilovanu vodu, hydroxid sodny,
fenolftalein, Chitosan, Chondrotin a Alginat. Na zaciatku sme urobili pat roztokov kyseliny octovej, do
ktorej sme primiesavali kolagén. Ani jedno stanovené mnoZstvo sa nerozpustilo v désledku slabej
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kyseliny. Zadali sme pracovat s kyselinou sirovou, ¢o sme vyuZzili pri rozpustani kolagénu. Spociatku
sme poutzili hydrolizovany praskovy kolagén. Avsak, Ziadne mnoiZstvo sa nam nerozpustilo. Pri
opakovanom postupe sme neskor pouzili Zivocisny kolagén. Vytvoreny roztok sme vloZili do
chladnicky. Po 24 hodindch sme pozorovali vysledné rozpustené mnozstvo. V grafe je znazorenenych
pat pokusov, ktoré sme zrealizovali. Nasledne sme roztoky zneutralizovali hydroxidom sodnym a
primiesali fenolftalein pre indikdciu pH. Za stdleho mieSania zneutralizovanych roztokov
priddme Chitosan a Chondrotin. Po chvili sme pridali chlorid vapenaty, ktory zabezpedi crosslinking a
samotnu kompatibilitu hydrogélu. Po rozpusteni vsetkych zloZiek ako findlnu prisadu odmeriame
0.4g-0.8g Algindtu pre dobru konzistenciu a biokompatibilitu. Roztoky sme nechali odstéat po dobu 24
hodin pri teplote 3 - 4°C. Nasledne sme celé mnozstvo podrobili centrifugécii a v skimavke nam
vznikli Styri rézne mnoZstva hustoty daného roztoku. Horna vrstva, voda, gél a usadenina.
Najdélezitejsia ast pre nas bol gél. Mal potrebnu konzistenciu, zloZenie a formovatelnost. MnoZstvo
gélu, ktoré sme dostali, sme nasledne dokladne uskladnili. Pri vyrobe kolagénového hydrogélu sme
zachovali urcité zasady ovplyvriujuce vysledné zloZenie a viskozitu hydrogélu.

1) Lepsie je riedit kyselinu roztokom hydroxidu s malym po¢tom molov (1-2M), pretoZe pri 4M a viac
vznikaju zrazeniny kolagénu.

2) Algindt, ktory sypeme do roztoku ako posledny, priddvame v malych mnoZstvich (0.1g), aZ
dovtedy, kym nedosiahneme nase vopred stanovené mnoZstvo 0.4-0.8g

3) Alginat priddvame v ¢asovom intervale kazdych 5 minut a v pripade, Ze by sa javil ako nerozpustny
pri mie$ani na magnetickom mie3adle, treba zvy$né mnozstvo rozmiesat ru¢ne alebo mixérom.

Na odskusanie vyrobeného hydrogélu, &i je mozné ho pouZit na samotnu tla¢, sme poutzili bioprinter
INKREDIBLE of firmy Cellink, ktory pracuje na principe pneumatickej mikroextriuzie. Ako softvérové
rozhranie pouziva Repetier Host, ktorého nastavenie sme upravili podla vlastnosti bioprintera a
vygenerovali sme G-code na tla¢ jednoduchej kocky 5x5x5 mm. Do jednej z hldv tohto bioprintera
sme vlozili zasobnik naplneny hygrogélom ¢.5. Pred samotnou tlacou je déleZité presne nakalibrovat
zariadenie, zapojit kompresor do inej siete a nastavit tlak. Na tla¢ sme poufZili tlak 24 kPa. Kocku sme
tlacili na petriho misku.

T
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R

=
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Obrazok 1: Cellink INKREDIBLE (7)
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Vysledky

Pomocou kyseliny sirovej a hydroxidu sme namiesali roztoky s mensim mnoZstvo molov, pretoZe pri 4
a viac molovom roztoku sa kolagén zrazil. NajvyhovujlucejSie mnozstvo kolagénu bolo 0.5g/20ml
roztoku. Po zneutralizovani hydroxidom sodnym sme pridali 0.1g chitosanu, 0.1g chondrotinu a 0.1g
chloridu vapenatého. Pri poddvani Algindtu do roztoku za stidleho mieSania, sme pridavali 0.1g
kazdych pat mindt, az kym sme nedosiahli naSe poZadované vysledné mnoZstvo 0.5g/20ml. Pri
rychlom podédvani sme pozorovali hrudkovité Struktury, ktoré sa javili ako nerozpustitelné. Po
vyrobeni roztoku, sme ho centrifugovali 20 minGt a uskladnili v chladnicke po dobu 24 hodin.
Vytvoreny hydrogél sme skusali experimentalne vytla¢it na biotlaciarni. V poéitati sme si
namodelovali kocku, ktord sa nam podarilo vytlacit. Drzala svoj tvar, mala pozadovanu konzistenciu a
bola biokompatibilnd, ¢o vyhovovalo nasim poZiadavkam.
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MnoZstvo kolagénu (mikrometra)
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Graf 1 Mnoistvo Zivocisneho kolagénu (mikrometre) v roztokoch

Diskusia

V porovnani so Studiou Alginate-Collagen Fibril Composite Hydrogel, 2015 (8) zaoberajicou sa
vyrobou hydrogélu, je tento hydrogél jedinecny svojou viskozitou. V Studiach na jednej strane
dosiahli pozadovany hydrogél so spravnych chemickym zloZenim, ale nedosiahli pevnost, ktoru
pozadovali za spravnu. Zacali sme pracovat s kyselinou octovou ako v spominanych $tudiach, avsak
presli sme na kyselinu sirovy, pretoZe prave ona bola schopna rozpustit Zivocisny kolagén. Po pridani
kolagénu, chitosanu a chondrotinu do roztoku, sme sice dosiahli chemicky poZadovanu zmes, avsak
bez schopnosti udrzat ju vo vyformovanom tvare. Druhy vyznamny krok spoc¢ival v pridani alginatu,
¢o zabezpecilo premenovanie kolagénového hydrogélu na hybridny hydrogél, kedze pomer kolagénu
a alginatu je priblizne 1:1. Alginat je polysacharid a v nasom hydrogély zapezpedil urcitd formu
viskdznej vlastnosti a nespdsobil toxicitu materidlu. V dnesnej dobe je momentalne bezne dostupny
kolagénovy alebo hybridny hydrogél, avsak tieto namie$ané hydrogély si cenovo neporovnatelne
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vyssie ako nas vyrobeny hybridny hydrogél. Velkou vyhodou je aj dostupnost. Vyroba hybridného
hydrogélu trvé priblizne Sest az sedem hodin. Pri objednani namiesaného hydrogélu by sme ¢akali
dihé tyZdne, ¢im by sa ¢asovo predlZovala doba vytlacenia buniek koZe alebo oralneho epitelu.

Zaver

Hydrogél pouzivame na biotla¢, ktory v budicnosti budeme simultanne tladit so Zivymi bunkami.
Vytvorili sme biokompatibilny, netoxicky a Struktirny hydrogél s poZadovanou biodegradabilitou.
Kolagénovy hydrogél budeme pouZivat ako prostredie pre bunky, kde neskdr budu proliferovat a
migrovat. Momentalne pracujeme na rdznych projektoch ako je ordlny epitel alebo koza, kde
vyuzivame spominany hydrogél ¢i uz v teoretickych alebo praktickych rovindch a nadalej
zdokonalujeme zloZenie prostrednictvom aditiv, ktoré pridavame do hydrogélu.
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Introduction

Chronic kidney disease (CKD) is defined as a progressive loss of kidney function over a period.
Regarding pathological decrease in glomerular filtration rate, it is divided into five stages, marked G1-
G5, with G1 being the mildest form of malfunction and G5 accounting for most severe stage, the
latter also reffered to as end-stage renal disease. With the increasing number of elder people, the
greater prevalence of CKD is seen.

Numerous studies in patients experiencing some stage of CKD showed connection between
decreased renal function and some sort of cognitive decline, mainly in stage G4 and G5. Review
article of Etgen, T. discussed major studies dealing with cognitive impairment and dementia
association with renal insufficiency, stating CKD as a potential determinant of cognitive disorders in
humans (1). However, these studies were associative and did not show causality between cognitive
damage and CKD.

Experimental studies on mice proved relation between CKD and behavioral alterations. Different
types of CKD induction were used. Motor and behavioral aspects were examined by M.K. Mazumder
et al. where it has been shown that CKD mice in forced swim test

were significantly more immobile than control group (2). B.H. Ali et al. also investigated depression-
like state in mice using forced swim test and tail suspension test, where CKD mice appeared more
depressive than the control group (3). However, results measuring behavioral changes are still not
convincing, therefore further studies are needed to shed light on the mechanism of how CKD
influence behavior. Because of the results of human and animal studies, there are some indices
pointing that cognitive impairment might be psychologically induced rather than a consequence of
elevated uremic toxins. However, this theory was neither confirmed nor is well understood.

The aim of this study was to evaluate whether CKD in mice can alter chosen behavioral traits.

Materials and methods

Thirty white, CD-1 male adult mice (Anlab, Prague, Czech Republic) were used for experiment. The
mice were kept in twelve hours light-twelve hours dark cycle. Every cage contained five mice. Access
to food and water was ensured on ad libidum basis. Mice were randomly divided into two groups,
the control (ctrl) and the adenine-induced CKD (a-iCKD) group. Each group consisted of fifteen
animals.

Tap water was administered to the ctr/ group. Adenine samples were prepared according to an
established model described by (4). A-i CKD models were given adenine (Adenine hydrochloride
hydrate, 299 %, Sigma-Aldrich, USA) dissolved in tap water, one dose being 100 ml/kg. Frequency of
application for both group was every day for three weeks. Intraperitoneal injection was used for
application of substances for each group.
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Behavioral changes were investigated by the open field (OF) and the elevated zero maze (EZM) tests
(5). Outputs were recorded and automatically analyzed by video tracking software EthoVision XT v10
(Noldus, Netherlands).

For OF test, plastic square-shaped maze with top wall absent was used. One side of square was 100
cm in length. Walls were 50 cm high. The area within the maze was virtually divided into center zone
and periphery.

The EZM apparatus consisted of circular runway, with 50 cm in diameter and 5 cm arm width. It was
divided in four equal parts, two of them being closed with walls, two of them being opened. Closed
parts and open parts were located at the exact opposite poles of ring-like maze.

OF and EZM both served to determine locomotor activity and anxiety level. In OF test, locomotor
activity was measured by the total distance moved and velocity. Time spent in the center zone serves
as a marker of the anxiety level. The greater time spent in the center zone indicated lower anxiety
level.

In EZM test, anxiety was determined by four features. Latency time to first exit directly correlated
with anxiety level, i.e. more time it took a mouse to enter an open arm, the more anxiety-like
behavior was assessed to the subject. Number of open-arm exits was analyzed, with greater number
of exits accounting for less anxiety level. Time spent on open arms was evaluated as anxiety-level
indicator, where longer time was regarded as smaller anxiety.

Retroorbital collection was used to obtain blood samples under general inhalation anesthesia by
Isoflurane (6). Concentrations of creatinine and urea in plasma were measured by commercially
available kits (Arbor Assays, Ann Arbor, USA).

For statistical analysis of acquired data, GraphPad Software was used. A t-test was used to evaluate
behavioral changes represented by different values in locomotor activity and anxiety-level for each
group. Data is presented as mean + SEM. P<0.05 was considered to be significant.

Results

A-i CKD mice had proved to have significantly increased creatinine plasma level than ctrl group,
therefore a model for induction CKD was effective.(7) Blood urea nitrogen was 3-fold higher in a-i
CKD group than in the ctrl group.
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No statistically significant difference was shown in latency time to first exit between two groups.
Reviewing number of exits to open arms, a-i CKD mice entered an open arm two-fold less than ctr/
group (p<0.01). Time spent in open arms was decreased by 40% in a-i CKD group compared to the
ctrl group (Fig.1B; p<0.05). A-/ CKD group accounted for 1159+129.4 c¢cm in total distance moved,
which proved to be significantly higher when compared to the ctrl group (Fig.1A; p<0.01).

Discussion

In our experiment, the adenine induced CKD model was proved to be efficient. Additionally, the CKD
mice appeared to be significantly less active in terms of locomotion. Also, more anxiety was seen in
a-/ CKD group than in the ctrl/ group as evaluated by both open field and the elevated zero maze. This
is in contrast to study of Tdthovd et al. The outputs of this study claimed that CKD is in relation with
the behavioral changes in mice (8).

Indeed, this experiment showed certain limitations. First, more animals would be needed for higher
statistical value of acquired data. It may also be stated that different approaches to testing methods
in studies together with various analyzing programs can both influence the output of a certain study.
To get better understanding on what can be further done to help patients suffering CKD, more
studies are need to be carried out on humans (9).

In conclusion, according to our experiment the CKD should be considered while evaluating behavioral
changes. However, there is still not enough evidence on exact mechanisms by which decreased renal
function alters behavior and thus affect the patients quality of life.
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Uvod

Do ludského tela sa dostdva cudzoroda DNA viacerymi spdsobmi ako napr. baktériami, inhalovanym
pelom, ale najvacsia ¢ast pochadza z potravy [1].Vieobecne sa predpoklada, Ze v gastrointestinalnom
trakte je nasledne Stiepena na nukleotidy a aminokyseliny. Nukleotidy su rozstiepené na nukleozidy a
tie na jednotlivé dusikaté bazy, kyselinu fosforecni a pentdézu. Avsak vroku 2013 Spisak a kol.
popisali prechod celych neporusenych génov extraceluldrnej DNA z rastlinnej potravy (paradajky a
iné) cez sliznicu ¢reva u pacientov s abnormalnym c¢revnym vstrebavanim. KedZe chloroplasty
obsahuju DNA, ktord je cudzia pre ludsky organizmus, existuje predpoklad, Ze absorbovana DNA
moze pre ludské telo pdsobit prozapalovo. Podobne Mittra a kol. v roku 2015 dokazali, Ze cudzorodd
DNA sa méze inkorporovat do DNA zdravych buniek a spustat v nich apoptoticky proces, starnutie ¢i
malignu transformaciu hostitelskej bunky [2]. Ciefom tejto $tudie bolo pozorovat dynamiku DNA
z chloroplastov Spenatu v krvnej plazme a taktiez vplyv tejto DNA na celkovi koncentraciu
extraceluldrnej DNA (ecDNA) ako aj na aktivitu deoxyribonukledzy (DNazy). DNaza v plazme je enzym,
ktory rozklada cirkulujicu DNA[5].

Vzhladom na to, Ze vyznamnu ¢ast DNA prijimame v surovej, tepelne neupravovanej strave [1], je
tento poznatok obzvldst doleZity pre vegetarianov, veganov a ludi so zvySenym prijmom takejto
stravy ako aj pre fudi so zapalovymi ochoreniami ¢revnej sliznice, kedy je sliznica ¢reva priepustnejsia
pre DNA v porovnani s fyziologickym stavom. Na druhu stranu, zistenie, Ze cpDNA sa nevstrebava z
potravy do krvi ndm poméze lepsie sa orientovat v obdvanom riziku geneticky modifikovanych (GMO)
potravin. Ak by sa DNA z konvenénych rastlin vo forme potravy nevstrebavala do krvi, predpoklada
sa, ze sa nebude ani DNA z GMO rastlin.

Materialy a metodika

Tabulka 1. Prehlad probandov podla pohlavia a priemernych hodnoét veku, vysky, vahy a BMI.

Pohlavie Muzi 12; Zeny 10
Priemerny vek [roky] 22,5

Priemernad vyska [cm] 175

Priemerna véha [kg] 70

Priemerny BMI 22,5

BMI = body mass index

Studie sa zGcastnilo 22 probandov pricom 24 hodin predtym vyléili zo stravy ovocie a zeleninu.
Charakteristiky probandov su uvedené v Tabulke 1. Krv bola odoberana do skiumavky obsahujucej
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heparin za Uéelom ziskania plazmy. Po prvom odbere krvi v ase O vsetci probandi vypili 3 dcl
koktejlu, ktory sa pripravil zmixovanim 2 ingrediencii: vody a $penatu v pomere 1000ml|/200g, t.j. 60g
Spenatu na osobu. Na ucel homogenizécie bol pouzity mixér G21 perfect smoothie blender vitality s
vykonom 1680W a 32000 ot/min. Nasledne sa u vsetkych probandov realizoval druhy odber po
jednej hodine od vypitia rovnakym spdsobom. Treti odber bol u réznych probandov realizovany v
roznych casoch, a to bud' po dvoch, troch, styroch alebo piatich hodinach od vypitia Spenatu. Vsetky
vzorky krvi boli centrifugované 10 minit na 2000g pre odstranenie krvnych buniek a nasledne bol
odobraty supernatant centrifugovany na 16000g 10 min 4°C pre odstranenie apoptotickych teliesok.

Izoldcia ecDNA

EcDNA bola izolovana zo 400ul ludskej plazmy pouzitim QlAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen, Hilden,
Nemecko) podla odporuc¢aného protokolu od vyrobcu. DNA bola skladovana v -20°C pred dalSou
analyzou.

Meranie ecDNA

Qubit Fluorometer a Qubit dsDNA BR Assay Kit (Invitrogen, LA, California, USA) bol pouZity na
meranie celkovej extracelularnej DNA izolovanej z plazmy.

Meranie DNdzovej aktivity

DNazova aktivita bola vo vzorkach plazmy merand jednoduchou radidlnou enzymovou difuznou
(SPRED) metddou pouzitim 1% agardzového gélu obsahujiceho DNA v koncentracii 5mg/ml. Do gélu
sa tieZ pridali roztoky TRIS-HCI, CaCl,, MgCl,, aby sa vytvorili vhodné podmienky pre aktivitu enzymu.
Z kazdej vzorky boli 3ul plazmy pipetované do pripraveného gélu, a nasledne pocas noci inkubované
na 37°C v tme. Enzym DNazy | bol riedeny pre vytvorenie kalibracnej krivky. Priemery kruhov boli
merané Image) softvérom.

Kvantifikacnd PCR amplifikdcia rbcl fragmentu

Kvantifikacna PCR bola prevedena na stroji Mastercycler realplex 4 (Eppendorf, Hamburg, Nemecko)
za pouZzitia navrhnutého setu primérov rbcL-F3 a rbcL-R3 [4]. Celkovy objem reakcie predstavoval
15ul, do ktorého bol pridany SsoAdvanced Universal SYBR Green Supermix (Bio-Rad, USA) a 3ul DNA
extraktu. PCR podmienky boli nasledovné: 98°C 3 min, 35 cyklov 98°C 10 s, 57°C 30 s a 72°C 30s s
koneénym krokom extenzie.

Vysledky
U probandov sa sledovala dynamika vstrebavania chloroplastovej DNA (cpDNA) z potravy do krvi,
hodnoty celkovej ecDNA, ako aj dynamika aktivity DNazy v plazme.

Pritomnost cpDNA v plazme nebola detekovand v Ziadnej vzorke nezavisle od ¢asu odberu. Ako
“house-keeping” gén bol pouZity B-globin, ktory bol pritomny v kaZzdej vzorke. Priemernd hodnota
hladiny ecDNA neukézala vyznamné rozdiely medzi skupinou +0h, +1h a +2,3, 4, 5h (62,2 ng/ml vs.
53,0 ng/ml vs. 44,54 ng/ml; p=n.s.) (Obr.1).
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Obr.1 Meranie extracelularnej DNA v plazme. Hodnoty extracelularnej DNA (ecDNA) sa nezmenili po
vypiti koktejlu v porovnani s hodnotami pred vypitim koktejlu (p=n.s.).

Meranie aktivity DNazy v plazme neukdzalo Statisticky vyznamné rozdiely medzi odbermi u Ziadneho
probanda +0h, +1h a +2, 3, 4, 5h (0,0065 KU/ul vs. 0,0057 KU/ul vs. 0,0056 KU/ul) (Obr.2).
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Obr.2 Meranie DN4azovej aktivity v plazme. Hodnoty aktivity deoxyribonukleazy (DNazy) sa nezmenili
po vypiti koktejlu v porovnani s hodnotami pred vypitim koktejlu. (p=n.s.)

Diskusia
Pritomnost cpDNA nebola v plazme detekovana v Ziadnej vzorke. Nedd sa vylucit, Ze sa cpDNA

cca 30 000 kopii cpDNA v jednom pl. Niz3ie hodnoty v plazme nedokazeme zachytit pomocou nadej
metodiky a pristroja. Vplyv na dynamiku vstrebavania mohol mat aj fakt, Ze probandi boli zdravi,
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mladi ludia, bez porich travenia, ¢revnej bariéry, funkcie exokrinného pankreasu ¢i hepatalnej
insuficiencie. Nepozorovali sme Ziadne Statisticky vyznamné rozdiely v hodnotach ecDNA v plazme
pred a po vypiti Spendtového koktejlu, co podporuje tvrdenie, Ze cpDNA sa nevstrebava do cirkulacie
v detekovatelnom mnoZstve. DNA prijatd vo forme potravy bola Stiepend DNazou z pankreatickej
Stavy, ako aj DNazou pritomnou v plazme. Avsak v nasej studii sme nepozorovali Ziadne zmeny v
aktivite DNd&zy po vypiti Spendtu. Ak sa cpDNA vstrebdva do portdlneho rieciska, mohla byt cestou
vychytavana a degradovana v pecdeni, kam prichadza vac$ina absorbovanych Zivin. Crevna bariéra
taktieZ vyznamne ovplyvriuje vstrebavanie DNA, pricom Spisak a kol. popisali zvySené hladiny
cudzorodej DNA v plazme u pacientov so zapalovym ochorenim ¢reva alebo Kawasakiho chorobou.

Na zdklade nasej Studie moZzeme konstatovat, Ze u zdravych fudi s obavy z nebezbecného vplyvu
GMO potravin neopodstatnené. U zvierat bolo v $tudii z roku 2005 popisané vstrebdvanie iba
fragmentov génov, pricom nebol ndjdeny Ziaden rozdiel medzi skupinou prasiat ki'menou GMO séjou
a konvencnou kukuricou [3].
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Uvod

Zlyhanie srdca je stav s vysokou prevalenciou a velmi zlou prognézou. Napriek tomu, Ze uz 20 rokov
existuje rad ucinnych liekov na terapeuticku intervenciu u pacientov so zlyhanim srdca, rezidudlna
mortalita ostdva vysoka a hladanie novych ciest terapie patri medzi principidlne otazky kardioldgie
(1).

Po viac ako 10 rokoch neuspesnych klinickych pokusov dokézal ivabradin v $tudii SHIFT redukovat
sumu mortality a hospitalizicie o takmer 18%. lvabradin je blokdtor I kandlu v sinoatridlnom uzle,
ktory navodzuje zniZenie srdcovej frekvencie bez ovplyvnenia sympatikového nervového systému.
Bradykardizujuci efekt ivabradinu sa povaZuje za rozhodujlcu terapeuticku vlastnost tejto latky (2). V
nedavnych rokoch sa vSak objavuju udaje, Ze ivabradin ma aj iné efekty ako redukcia frekvencie,
ktoré by mohli participovat na jeho terapeutickom benefite. Je zname, Ze jednym z Ustrednych
vlastnosti u¢innych protektiv pri zlyhani srdca ako su ACE-inhibitory (3), blokatory angiotenzinového
receptoru typu 1 (AT-1), alebo inhibitory aldosterénovych receptorov je inhibicia progresivnej
remodelacie lavej komory srdca (4). Nasim cielom bolo zistit, ¢i je ivabradin schopny modifikovat
remodelaciu srdca a aorty na modeli srdcového zlyhania indukovaného chronickym podavanim
izoprenalinu.

Material a metodika
Skupiny zvierat, aplikdcia farmakologicky aktivnych Igtok

12 tyzdriové potkany, samce — kmen Wistar — sa rozdelili do 4 skupin (n=10):
1. skupina: kontrola (K),

2. skupina: ivabradin [10 mg/kg/den] (Iv),

3. skupina: izoprenalin [5 mg/kg/deni] (Izo),

4. skupina: izoprenalin a ivabradin [5 mg/kg/def a 10 mg/kg/den] (Izo+Iv).

Ivabradin sa podaval 7 tyzdrov v pitnej vode, pricom pre zachovanie spravneho davkovania bola
koncentracia upravovana podla aktualnej spotreby vody. Izoprenalin sa podaval intraperitonealne 6
tyzdnov (so zaciatkom 1 tyzder po predliecbe ivabradinom).
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Priebezné meranie systolického tlaku krvi a srdcovej frekvencie po&as experimentu

Pocas 7 tyidriov trvania experimentu sa potkanom v pravidelnych intervaloch (1x za tyider)
neinvazivnou pletyzmografickou metddou (metdda tail-cuff) meral systolicky tlak krvi (STK) a srdcova
frekvencia (pulz).

Odber tkanivovych vzoriek a ich histologické a biochemické spracovanie

Po 7 tyzdrioch trvania experimentu sa potkany usmrtili a odobrali sa vzorky organov (srdce a hrudna
aorta) pre dalSie histologické a biochemické spracovanie. Vzorky lavej komory sa ihned po odbere
zmrazili tekutym dusikom na -80 °C a pri tejto teplote sa uskladnili do ich dalSieho spracovania.
Vzorky z aort sa fixovali v 4% roztoku formaldehydu, zaliali do parafinu a narezali na 5 um hrubé rezy.
Tkanivové rezy sa ofarbili hematoxylinom a eozinom a pikrosiriusovou ¢ervenou.

Morfometrické vysetrenie hrudnej aorty

Tkanivové rezy aorty sa vysetrili pomocou svetelnej mikroskopie (mikroskop: Nikon-119, ku ktorému
bola pripojenad kamera s vysokym rozliSenim: GKB, CC8706S, Taiwan) a nasledne sa morfometricky
spracovali pouzitim softvéru ImageJ (National Institute of Health, USA). Zmerala sa hribka steny
aorty (intima + media) v mm (5).

Histologické stanovenie kolagénov v aorte

Tkanivové rezy aorty sme ofarbili pikrosiriusovou cervenou. PouZitim polarizovanej mikroskopie
a softvéru Imagel sa stanovilo percentudlne zasttpenie kolagénov typu | a Ill v analyzovanom vyseku
médie aorty a nasledne sa vypocital pomer zastupenia kolagénu I a Il (6).

Biochemické vysetrenie vzorky z lavej komory srdca

Zo vzoriek zlavej komory sa po izolacii kolagénov stanovili koncentracia hydroxyprolinu (mg
hydroxyprolinu na g tkaniva lavej komory) a obsah hydroxyprolinu (mg hydroxyprolinu v lavej
komore) v solubilnom, nesolubilnom a celkovom kolagéne (7).

Statistickd analyza
Vysledky sa vyjadrili ako priemertStandardna chyba priemeru. Rozdiely sa povaZovali za
signifikantné, ak p < 0,05. Na statistické hodnotenie sa pouzili ANOVA a Bonferroni test.

Vysledky

Po 7 tyzdnoch trvania pokusu bol STK u kontrol 127,1+0,4 mmHg. STK signifikantne klesol po podani
ivabradinu 08% (p < 0,05) aj po podani izoprenalinu 031% (p < 0,05). Ivabradin pridany
k izoprenalinu zvysil STK 0 16% (Obr. 1).

Srdcova frekvencia ukontrol po 7 tyZdiioch trvania pokusu bola 390+1 min™, pricom podanie
izoprenalinu nemalo signifikantny vplyv. Podanie ivabradinu redukovalo srdcovu frekvenciu v oboch
skupinach (v Iv aj v Izo+lv), a to v skupine Iv 0 34% a v skupine Izo+Iv 0 18% (Obr. 1).

Relativna hmotnost lavej komory (pomer hmotnosti lavej komory k hmotnosti tela) bola u kontrol
1,29+0,05 mg/g. Izoprenalin ju zvysil 0 87%. Ivabradin v izoprenalinovej skupine redukoval relativnu
hmotnost LK 0 21%. Relativna hmotnost pravej komory bola u kontrol 0,56+0,02 mg/g. Izoprenalin ju
zvysil 0 63%. Ivabradin v izoprenalinovej skupine nemal vplyv na relativnu hmotnost pravej komory
(Obr. 2).
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Obr. 1 Systolicky tlak krvi a srdcova frekvencia. K — kontrola, Iv —ivabradin, 1zo — izoprenalin; * p<0,05
vs. K, # p<0,05 vs. Izo
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Obr. 2 Relativna hmotnost pravej komory, relativna hmotnost lavej komory a koncentracia a obsah
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p<0,05 vs. K, # p<0,05 vs. 1zo
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Obr. 3 Hrubka steny aorty a pomer kolagénu | a lll v stene aorty. K — kontrola, Iv — ivabradin, 1zo —
izoprenalin; * p<0,05 vs. K, # p<0,05 vs. Izo

Obsah solubilného hydroxyprolinu v lavej komore bol u kontrol 0,11+0,01 mg, obsah nesolubilného
hydroxyprolinu 0,14+0,02 mg a obsah celkového hydroxyprolinu 0,26+0,02 mg. Izoprenalin zvysil
koncentraciu solubilného (o 38%), nesolubilného (o 142%) aj celkového hydroxyprolinu (o 96%).
Ivabradin v izoprenalinovej skupine zniZil obsah solubilného (o 22%), nesolubilného (o 20%)
aj celkového hydroxyprolinu (o 20%) (Obr. 2).

Koncentracia solubilného hydroxyprolinu v lavej komore bola u kontrol 0,29+0,01 mg/g, koncentracia
nesolubilného hydroxyprolinu 0,36+0,04 mg/g a koncentracia celkového hydroxyprolinu 0,64+0,05
mg/g. lzoprenalin zvysil koncentraciu nesolubilného (o0 64%) aj celkového hydroxyprolinu (o 36%).
Ivabradin v izoprenalinovej skupine neovplyvnil koncentréaciu jednotlivych typov hydroxyprolinov
(Obr. 2).

Hrubka steny hrudnej aorty bola u kontrol 0,124+0,004 mm. Izoprenalin signifikantne znizil hribku
steny aorty o 11%, pricom ivabradin v izoprenalinovej skupine hrubku neovplyvnil. Pomer kolagénu
lalll vstene hrudnej aorty bol u kontrol 1,67+0,26. Izoprenalin tento pomer signifikantne zvysil (o
394%), kym ivabradin v izoprenalinovej skupine ho znizil na Urover kontrolnych zvierat (o 82%) (Obr.
3).

Diskusia

Podavanie izoprenalinu indukovalo vyvoj zlyhania srdca sprevadzaného hypertrofiou lavej aj pravej
komory a vyraznym poklesom systolického tlaku krvi. Si¢asne dochddzalo k poklesu hribky steny
aorty. V lavej komore nastala fibrotickd prestavba v zmysle zvySenia obsahu solubilného,
nesolubilného aj celkového kolagénu a v aorte sa zvysil pomer kolagénu | a Ill. Podédvanie ivabradinu
znizilo relativnu hmotnost lavej, ale nie pravej komory a redukovalo obsah (ale nie koncentraciu)
kolagénu v lavej komore. Relativne pozitivne Strukturdlne zmeny v srdci ndsledkom podavania
ivabradinu sa premietli do zlepsenia hemodynamickej situdcie v zmysle zvySenia systolického tlaku
krvi.

Katecholaminy st rozhodujicou zloZkou stresom indukovanej hormonalnej aktivécie, ktoré zvysuju
srdcovy vydaj a zlepsuju perfuziu periférnych tkaniv. AvSak excesivna produkcia katecholaminov
alebo ich exogénne podavanie mézu mat Skodlivé nasledky. Poddvanie syntetického katecholaminu
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izoprenalinu vyvolava pretaZenie kardiomyocytov kalciom a predstavuje spolahlivy model hypertrofie
a dysfunkcie lavej komory (srdcového zlyhania) (8,12). Tento model sa casto pouziva na
farmakologické testovanie kardioprotektivnych latok. Medzi ucinné farmakologické intervencie na
modeli izoprenalinového poskodenia srdca patri poddvanie taurinu (9), fenofibratu (10) alebo
laktoferinu (11). Na nasom pracovisku sa ako U¢inné protektivum vodéi zlyhaniu srdca prezentoval
melatonin, ktory nielen redukoval excesivnu fibrézu a oxidacny stres, ale vyrazne redukoval mortalitu
pri izoprenalinom indukovanom srdcovom zlyhani (12).

Ivabradin predstavuje nadej v terapii srdcového zlyhania. Tento inhibitor I; kanalu v sinoatridlnom
uzle prostrednictvom svojho bradykardizujuceho Gcinku vyrazne zlepsil nielen hemodynamiku
zlyhdvajucich pacientov, ale aj sumu morbidity a mortality (13). V naSom experimente na
izoprenalinom indukovanom srdcovom zlyhani ivabradin vyrazne redukoval zvySenu srdcovu
frekvenciu a signifikantne zleps$il vyvrhovy objem lavej komory, ¢o sa premietlo do zvySenia
systolického tlaku krvi. Hoci hmotnost pravej komory zostala nezmenend, vyraznad redukcia
hmotnosti lavej komory indikuje schopnost ivabradinu indukovat regresiu hypertrofie. Hoci ivabradin
neredukoval koncentracie jednotlivych typov kolagénu v lavej komore, obsah vsetkych typov
kolagénu sa po ivabradine zniZil. Okrem bradykardizujuceho Ucinku ivabradinu by sa na tychto
pozitivnych Strukturdlnych zmendach lavej komory mohla podielat skutoénost, Ze ivabradin
signifikantne redukoval pomer kolagénu | alll v tkanive aorty. KedZe kolagén | je zodpovedny za
tuhost aorty a naopak kolagén Il je reprezentantom jej elastickych vlastnosti, redukcia pomeru
kolagénu | a Ill signalizuje tendenciu k zlepSeniu elastickych vlastnosti aorty, a tym k redukcii
afterloadu.

Zaverom konstatujeme, Ze na izoprenalinom indukovanom modeli zlyhania srdca ivabradin naznacil
jasny trend k zniZovaniu remodelacie favej komory ak zlepseniu Strukturalnych vlastnosti aorty.
ZniZenie patologickej remodeldcie spolu s redukciou srdcovej frekvencie by sa mohlo podielat na
terapeutickom benefite ivabradinu pri srdcovom zlyhani.

Zaver

1. Ivabradin pridany kizoprenalinu zniZil srdcovu frekvenciu a zvysil STK, o je dbkazom
pozitivneho hemodynamického vplyvu ivabradinu v zmysle zlepsenia cerpacej funkcie srdca.

2. Pozitivny hemodynamicky vplyv ivabradinu vizoprenalinovej skupine je pravdepodobne
potencovany zlepsenim elastickych vlastnosti steny aorty (v dosledku zniZzenia pomeru
kolagénu | a Ill v jej stene), ¢o svedci pre antiremodelacny efekt ivabradinu uplatiiujuceho sa
v stene aorty s potencidlnym znizenim afterloadu.

3. Ivabradin vizoprenalinovej skupine redukoval relativnu hmotnost LK aobsah vsetkych
druhov kolagénu, ¢o naznacuje jeho protektivny ucinok proti remodeldcii lavej komory.

Prdca bola podporend grantom VEGA 1/0071/15.
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Uvod

Nahla cievna mozgovad prihoda (NCMP) je akdtna neurologickd dysfunkcia cievneho systému
spOsobend znizenim aZ zastavenim privodu zdrojov energie (kyslika a glukdzy) do mozgu. Tento
proces moze byt vyvolany bud upchatim cievneho systému (trombom, embolom) alebo prasknutim
cievy, a naslednym zakrvdcanim do prilahlej oblasti [1]. V patogenéze vzniku a rozvoja NCMP zohrava
ulohu oxidacny stres, na ktory su neurdny ako vysoko metabolicky aktivne bunky mimoriadne citlivé.
Oxidacny stres predstavuje nerovnovdhu dvoch systémov prooxidant- antioxidant v prospech
prooxidanta. Tento vznikd v nervovom tkanive pri nizkej hladine endogénnych antioxidaénych
enzymov, ako aj v pritomnosti vysokého mnoZstva polynenasytenych vyssich karboxylovych kyselin,
ktoré su tercom pre volné radikaly (VR). K tvorbe reaktivnych metabolitov kyslika (RMK) prispieva tiez
vysoka hladina kyslika aidnov Zeleza v mozgu [2]. Na elimindcii a detoxikacii dalSich metabolitov
vznikajucich v mozgu, ako napr. B-amyloid (AB), sa podiela cerebrospinalna tekutina cirkulujica
v mozgovych komorach. Tato je zdrojom ochrannych enzymov, ktorych aktivita je pri produkcii A
modulovana pohlavnymi hormdénmi. Bolo dokazané, Ze 17B-estradiol a 5a-dihydrotestosteron
priamo zniZuju oxidacny stres indukovany AB. Metabolizmus AB je uZien a muZov rozdielny, ¢o
vytvara predpoklad pre rozne posobenie oxidacného stresu v rdmci pohlavi [3].

V nasej studii sme sledovali celkovy antioxidaény status pacientov po NCMP, koncentracie karbonylov
proteinov — markerov oxida¢ného poskodenia proteinov a lipoperoxidov — markerov oxidacného
poskodenia lipidov. Ciefom nasej prace bolo zhodnotit vplyv oxidaéného stresu v patogenéze NCMP
sledovanim markerov oxidacného stresu u pacientov po NCMP v troch ¢asovych intervaloch: do 24 h
po NCMP, tyZzder po NCMP a 3 mesiace po NCMP. Sledované parametre sme porovnavali s ohfadom
na vek a pohlavie jedincov.

Material a metodika

Sledovand populdcia:

Do studie bolo zapojenych 81 zdravych dobrovolnikov (priemerny vek 64,91 roka + 9,01) (36 muZov
a 45 Zien) a 82 pacientov po NCMP (priemerny vek 68,70 + 15,90) (45 muZov a 36 Zien). Pre urcenie
dynamickych zmien vo vySetrovanych parametroch bola krv pacientom odobrana v troch ¢asovych
intervaloch: v deri NCMP (82 vzoriek), 7 dni po NCMP (53 vzoriek, 23 Zien a 30 muZov) a 3 mesiace po
NCMP (17 vzoriek, 5 Zien a 12 muZov). Krv bola pacientom azdravym kontrolam odobratda na
1. Neurologickej klinike Fakultnej nemocnice v Bratislave, kde boli zdroveri zaznamenané aj vsetky
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biochemické a hematologické parametre pacientov po NCMP. Tato studia bola schvalend etickou
komisiou.

Sledované parametre:

Plazma — vzorky krvi s antikoagulantom EDTA (etyléndiamintetraoctova kyselina) boli centrifugované
po dobu 5 min. pri 1200xg, pri 4°C. Plazma bola uskladnena pri -80°C a pouZitd na stanovenie
markerov oxida¢ného stresu (karbonylov proteinov, lipoperoxidov) a celkovej antioxida¢nej kapacity.
Stanovenie koncentrdcie karbonylov proteinov

Na stanovenie koncentracie karbonylov proteinov v krvi sme pouZili komerény kit: OxiSelect™
Protein Carbonyl ELISA Kit, USA — kat.¢. STA-310 [4].

Stanovenie lipoperoxidov v plazme

Pri stanoveni hladin lipoperoxidov sme pouZili metodu [5].

Stanovenie antioxidacnej kapacity plazmy

Celkovu antioxidacnl kapacitu plazmy sme stanovili dekolorizacnou TEAC (Trolox Equivalent
Antioxidant Capacity) metddou [6].

Statistické analyzy

Primdrna analyza ddat

Namerané hodnoty sme vyjadrili ako median ainterkvartilové rozmedzie (IQR). Na posudenie
normality dat sme okrem vizudlneho zhodnotenia a popisnej Statistiky pouZzili Shapiro-Wilkov test
normality. Data sodchylkami od normality sme transformovali. PouZivali sme predovsetkym
logaritmické transformacie a rebrik mocnin.

Testovanie Statistickych rozdielov med:zi sledovanymi parametrami

Pri porovnani Statistickych rozdielov nameranych hodnét v experimentalnych vzorkach sme pouzili
Studentov dvojvyberovy nepdrovy t-test, pri porovnani kontrolnej skupiny a pacientov po NCMP
(odber A) v pripade normdlne rozdelenych dat (po transformacii) analyzu variancie (ANOVA) pre
analyzu opakovanych odberov v ramci jednej skupiny. Neparametricky Mann-Whitney test sme
pouzili pre analyzu dat dvoch rozdielnych skupin (kontrola a NCMP A) s odchylkami od normality
a neparametricky Wilcoxonov test pre analyzu parovych odberov vrdmci jednej skupiny
s nenormalnou distribuciou. Na porovnanie viacerych asymetrickych parovych odberov sme poutili aj
Friedmanov test, ktorym sme naraz porovnali tri parové merania. Sledovanie vplyvu viacerych
faktorov (vek, pohlavie, marker oxidaéného stresu...) pri vzniku NCMP sme realizovali vytvorenim
modelov logistickej regresie. Zavislost nameranych dat s vekom sme kvoli odchylkam od normality
testovali Spearmanovou korelaciou. Testovali sme na hladine vyznamnosti a = 0,05.

Vsetky Statistické, ako aj grafické vyhodnocovania sme robili v programe Microsoft Office Excel 2010,
StatsDirect’ 2.7.2.

Vysledky
Zakladny prehlad nameranych koncentracii sledovanych parametrov a aktivit enzymu spolu s vekom
pacientov, kontrol a celkovym poctom jedincov zapojenych do studie uvadzame v tab. 1.
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Tabulka 1: Vek a antioxidacny status pacientov a zdravych kontrol zaradenych do Studie

Kontrola NCMP A NCMP B NCMP C
Poiet 77 81 57 17
Vek 66 (61 —71) 68 (60 - 83) 71 (59 - 83) 60 (47 — 66)
Zeny/Muizi 46/31 36/45 26/31 5/12
TEAC [mmol/I] 1,32 1,64 1,10 2,73

(0,35 —2,34) (0,73 —2,39) (0,59-2,24)  (2,38-3,40)
TEAC - feny 1,54 1,71 1,20 2,80

(0,53 -2,53) (0,84 —2,28) (0,27-2,27)  (2,33-2,92)
TEAC - muzi 0,89 1,36 0,98 2,63"

(0,33—2,31) (0,61 —2,46) (0,66 —2,03) (2,39 -3,64)
Karbonyly 0,08 0,23%*** 0,24 0,08
[nmol/mg] (0,07 -0,10) (0,11-0,34) (0,146 —0,525) (0,019 -0,192)
Karbonyly 0,082 0,23%*** 0,27 0,08
zeny (0,07 —0,09) (0,14 -0,37) (0,15-0,56) (0,02 -0,26)
Karbonyly muzi 0,09 0,25%** 0,24 0,08

(0,07 -0,13) (0,09 -0,33) (0,15-0,40)  (0,01-0,18)
Lipoperoxidy 43,70 54,42* 43,62" 44,37"
[nmol/ml] (23,95 - 63,74) (29,07 — 74,52) (20,86 — 62,92) (29,70 -57,60)
Lipoperoxidy 40,16 49,40* 41,06 41,75
feny (22,04 - 45,35) (29,73 - 61,45) (20,87 - 60,65) (32,26 —57,60)
Lipoperoxidy 47,65 56,25 45,58* 42,20"
muzi (25,98 — 68,35) (27,38 - 78,08) (18,62 - 67,47) (27,36—51,57)

Data su prezentované ako median a interkvartilové rozmedzie (IQR), (1. kvartil — 3. kvartil): A —
prvy odber, B — druhy odber, C — treti odber; TEAC — celkova antioxida¢na kapacity plazmy;
*¥***p < 0,0001 vs. kontrola; * p < 0,05 vs. kontrola; A p < 0,05 vs. NCMP A; AR p < 0,01 vs. NCMP
A; ® p < 0,05 vs. NCMP B; Mann-Whitney U test.

Spearmanova koreldcia

Korelaciami medzi sledovanymi markermi oxidacného stresu (lipoperoxidy, karbonyly proteinov)
a antioxidacnou kapacitou plazmy s vekom sme zaznamenali v odbere A signifikantny pokles
celkovej antioxidacnej kapacity s vekom u muzov vo veku do 55 rokov (p = 0,003). Pacientom po
NCMP sa svekom signifikantne znizovali hladiny lipoperoxidov (p =0,005). Tento trend bol
zaznamenany aj po rozdeleni odberu A podla veku, ale len v skupine pacientov nad 55 rokov
(p=0,028). Vodbere B aC sme nezaznamenali Ziadne signifikantné korelacie sledovanych
parametrov s vekom.

Tabulka 2: Spearmanove koreldcie markerov oxidacného stresu s vekom

rho (p) P
TEAC/vek (muzi (odber A); do 55 rokov) -0,8667 0,003
Lipoperoxidy/vek (odber A; nad 55 rokov) -0,3358 0,028
Lipoperoxidy/vek (odber A; celd skupina) -0,3806 0,005
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Logistickd regresia

PouZitim logistickej regresie sme pri analyze odberu A a kontrolnej skupiny medzi mozné prediktory
NCMP zahrnuli celkovi antioxidaéni kapacity plazmy, koncentracie lipoperoxidov a karbonylov
proteinov a vek jedincov. Vytvorili sme matematicky model osobitne pre muzov a Zeny.

Zeny po NCMP mali v porovnani s kontrolnou skupinou Zien signifikantne vysie hladiny karbonylov
proteinov (OR > 100; p = 0,004) a vy$3i vek (OR =1,1; p = 0,019). Zeny po NCMP mali zaroven vyssie
hladiny lipoperoxidov a nizsiu celkovu antioxida¢nu kapacitu plazmy. Celkova vykonnost vytvoreného
modelu bola 90 %. Model so zahrnutymi prediktormi signifikantne vylepSoval vysledok v porovnani
bez nich (p <0,0001) svysokou zhodou s nameranymi datami (p =0,9473; Goodness of fit test).
Pozitivna prediktivna hodnota testu vo vytvorenom modeli bola 95,24 % a negativna prediktivna
hodnota 88 %. Pre deliaci bod cutoff = 0,5 bola senzitivita 80 % a Specificita 97 % (graf 1).

ROC krivka pre Zeny NCMP/kontrola
100 %% %
senzitivita S e AR R
. AUC=91%
0 : . ' 100 %
0% 1 - Zpecificita °

Graf 1: ROC krivka (Receiver Operating Characteristic) Zien (Cierne body): vyjadruje vztah medzi
senzitivitou a $pecificitou testu; AUC — oblast pod krivkou zahffia 91 % dat.

V modeli logistickej regresie pre muZov sme zaznamenali signifikantné prediktory NCMP: vyssie
hladiny karbonylov proteinov (OR>100; p=0,0009), vyssie hladiny lipoperoxidov (OR=1,03;
p =0,03) a vyssiu celkovu antioxida¢nu kapacitu plazmy (OR = 2,34; p = 0,19). Vy3si vek bol u muzov
zaznamenany ako nesignifikantny ochranny faktor NCMP. Celkova vykonnost testu pre spravne
zaradenie jedinca do skupiny NCMP/kontrola bola 80%. Model so zahrnutymi prediktormi
signifikantne zlepSoval vysledok v porovnani bez nich (p <0,0001) s dobrou zhodou s nameranymi
datami (p = 0,526; Goodness of fit test). Pozitivna prediktivna hodnota testu bola 85 % a negativna
prediktivna hodnota 76 %. Pre deliaci bod cutoff=0,5 sme dostali hodnotu senzitivity 73,3 %
a Specificity 86 % (graf 2).
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Graf 2: ROC krivka (Receiver Operating Characteristic) muZov (Cierne body): vyjadruje vztah medzi
senzitivitou a $pecificitou testu; AUC — oblast pod krivkou zahffia 85 % dat.

Diskusia

V studii sme sa zamerali na rozdiely v oxidathom strese medzi muzmi a Zenami po NCMP, ako aj
medzi zdravymi jedincami a pacientmi po NCMP. Zaznamenali sme signifikantny vplyv veku pri vzniku
a rozvoji NCMP. Po rozdeleni sledovanych skupin podla pohlavia sme z modelov logistickej regresie
zistili, Ze vyssi vek u Zien posobi ako rizikovy faktor vzniku NCMP. Naopak, u muZov sa vyssi vek
prejavil ako faktor protektivny. Zvysena citlivost Zien k oxida¢nému poskodeniu bola zaznamenand uz
od 55. roka Zivota a mdze byt asociovana s poklesom expresie, ako aj celkovej funkcie od vépnika
zavislého draslikového kanala, ktory zohrava klu¢ové ulohu priochrane organizmu pred
myokardialnym infarktom a NCMP [7]. Pokles expresie tohto kanala nebol u muzov vyssieho veku
zaznamenany. U Zien v menopauze bol sice vyzdvihnuty pozitivny Gcinok podavania estrogénov
vzhladom k zlepseniu antioxida¢ného statusu, tento vplyv sa ale po 61. roku Zivota straca. Navyse,
v populdcii starSich muZov (nad 70 rokov) boli zvy$ené hladiny estradiolu povazované za rizikovy
faktor vzniku NCMP, zatial ¢o testosterdn sa v tomto veku za rizikovy faktor vzniku NCMP nepokladal
[8, 9]. U starsich pacientov (Zeny aj muzi) bola zdokumentovana hypertenzia ako hlavny rizikovy
faktor vzniku NCMP [10]. Nebezpetnd je predovsetkym diastolickd hypertenzia modulovand
oxidaénym stresom, ktorej pri¢inou méze byt bud zniZenie citlivosti alfa podjednotky draslikového
kanala ku vapniku vplyvom reaktivnych metabolitov kyslika alebo strata citlivosti beta podjednotky
pocas hypoxie tkaniva [7].

V nasej Stadii sme zaznamenali dynamické zmeny celkovej antioxidacnej kapacity plazmy, ktorej
hodnoty sa v celej skupine jedincov po NCMP (odber A) signifikantne neli$ili od hodnét antioxidacnej
kapacity plazmy kontrol. Pokles antioxidacnej kapacity plazmy pacientov po NCMP nastal tyzden po
prihode (odber B) v porovnani s odberom A. Tento mdZe byt asociovany so snahou antioxidantov
eliminovat volné radikaly, ktoré sa vytvorili v organizme pocas ataku NCMP. Signifikantny vzrast
celkovej antioxidacnej kapacity sme u pacientov zaznamenali 3 mesiace po NCMP (odber C). Pozitivny
rast antioxidantov plazmy méze byt ovplyvneny podavanim antioxidantov, ako aj celkovou zmenou
stravovania. Bol dokazany pozitivny vplyv enterdlneho podavania nizkomolekulovych antioxidatov
(vitaminu C, E) v priebehu jedného mesiaca [11], ako aj pozitivny Uéinok podévania farmakologicky
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ucéinnych latok (albumin, statiny, minocyklin) z hladiska redukcie oxidacného stresu u pacientov po
NCMP [12].

Pacienti po NCMP mali signifikantne zvySené hladiny karbonylov proteinov plazmy v porovnani
s kontrolnou skupinou. Podobne zvySené hladiny karbonylov sme zaznamenali u oboch pohlavi.
V obdobnej studii zvysené hladiny karbonylov proteinov u pacientov po akutnej ischemickej NCMP
pozitivne korelovali s rozsahom neurologického poskodenia [13]. ZvySené hladiny boli zaznamenané
aj u pacientov s hypertenziou [14]. TyZzderi po NCMP zvysené hladiny karbonylov stdle pretrvavali,
neboli zaznamenané Ziadne signifikantné rozdiely v porovnani s odberom vykonanym do 24 h. Pokles
karbonylov bol zaznamenany tri mesiace po NCMP, ¢o mdZe byt asociované so vzrastom
antioxidacnej kapacity plazmy.

V nasej studii sme tieZz zaznamenali signifikantne vyssie hladiny lipoperoxidov u pacientov po NCMP
(odber A) v porovnani s kontrolnou skupinou. VysSie hladiny lipoperoxidov boli zaznamenané
uoboch pohlavi. Pokles lipoperoxidov sme zaznamenali tyZderi po NCMP (odber B), ale
predovsetkym po troch mesiacoch od NCMP (odber C). Podobné vysledky boli zaznamenané v studii,
kde zmeny lipoperoxidov vcase nepriamo Umerne korelovali so zmenami hladin celkovej
antioxidacnej kapacity plazmy [15]. Signifikantné zmeny v priebehu ¢asu sme zaznamenali najma
v muzskej populacii.

V nasej Studii sme zaznamenali negativnu korelaciu antioxidanénej kapacity plazmy s vekom u muzov
po NCMP (odber A) do 55 rokov. Znizena funkcia antioxidatov (superoxiddismutdzy) s vekom bola
zaznamenana v hippocampe u starSich hlodavcov v porovnani s mladSimi dospelymi jedincami.
Pozitivne Uc¢inky SOD sa prejavuju predovsetkym v ochrane neurdnov pri ischemickom ataku [16].
Negativne vekové koreldacie sme zaznamenali aj s lipoperoxidmi v celej skupine pacientov po NCMP
(odber A), ako aj po rozdeleni skupin podla veku, ato v skupine pacientov starSich ako 55 rokov.
Oxidacné poskodenie lipidov sa svekom prirodzene zvysuje ako doésledok poklesu ochrannych
proteinov v krvi [17]. Vyssie hladiny lipoperoxidov su priamo asociované so vznikom hypertenzie
a kardiovaskularnych ochoreni. Nami zistené vyssie hladiny lipoperoxidov u mladsich pacientov po
NCMP mozu byt preto dékazom signifikantného vplyvu oxidacného stresu pri vzniku a rozvoji NCMP.

Vytvorenim modelov logistickej regresie pre muzov a Zeny sme zaznamenali u Zien signifikantny vplyv
veku a karbonylov proteinov pre vznik NCMP. U muZov bol naopak vyssi vek zaznamenany ako
protektivny faktor NCMP. Hlavnymi prediktormi vzniku NCMP boli zvy$ené hladiny karbonylov
proteinov, nizsi vek avys$sia antioxidacnd kapacita plazmy. Rozdielne vysledky pre muZov a Zeny
ziskané z modelov logistickej regresie poukazuju na signifikantné pohlavné rozdiely v markeroch
oxidac¢ného stresu, ako aj veku pri vzniku NCMP.
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25. Uloha imunitného systému v procese vzniku nadorov
hrubého ¢reva
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(vSeobecné lekarstvo, 4 roc.)

Skolitel: MUDT. Pavol Janega, PhD.
Ustav patologickej anatémie, Lekdrska fakulta UK, Bratislava; Ustav normélnej a patologickej
fyzioldgie, Slovenska akadémia vied, SAV; Medirex Group Academy n.o., Bratislava

Uvod

Kolorektalny karcindm (KRK) patri medzi najcastejsie sa vyskytujice onkologické ochorenia so stéle
vysokou mortalitou — dosahuje 8% zo vSetkych Umrti na nadorové ochorenia. Na vzniku KRK sa
podielaju tak environmentdlne, ako aj genetické faktory. Nddorova transformacia je vysledkom
postupného hromadenia sa genetickych a epigenetickych zmien, ktoré vedu k transformacii
povrchového epitelu hrubého ¢reva na adenokarciném. Tieto zmeny moZzu byt vrodené (zodpovedné
za vznik hereditarnej formy KRK) alebo ziskané (vznik sporadickej formy KRK) (7).

Dolezitu ulohu vo vyvoji nadorov zohrdva aj imunitny systém organizmu. Hromadenie sa tumor
Specifickych mutacii v bunkach podas nadorovej transformacie vedie k vzniku neoantigénov, ktoré
aktivuju imunitny systém pacienta (1). Za normalnych okolnosti sa imunitny systém sa snaZi potlacit
nadorovu progresiu bud zni¢enim nadorovych buniek alebo inhibiciou ich rastu. Efektorovymi
bunkami protinddorovej aktivity vrodeného imunitného systému su NK-bunky, neutrofily
a makrofdgy, aktivuju sa aj mechanizmy ziskanej imunity, B- aT- lymfocyty, ktoré zabezpecuju
humordlnu a bunkovld imunitu. Tumor-infiltrujice lymfocyty (TIL) st déleZitou sucastou zapalového
infiltratu v nadorovom tkanive. Medzi TIL patria cytotoxické T-lymfocyty (CD8), NK-bunky, pomocné
T-lymfocyty (CD4) areguldatorové T-lymfocyty (Treg), ktoré potlacaju areguluju protinddorovi
imunitni odpoved (8).

Na opacnej strane, imunitny systém moZe aj podporit nadorovi progresiu vyselektovanim
rezistentnych nadorovych buniek, ktoré su vhodné pre rast v organizme alebo sa podielaju na
vytvorenie imunosupresivného nadorového mikroprostredia(12). Prave schopnost nadorovych
buniek kontrolovat imunitny systém a vznik imunitnej rezistencie umoziiuje nadorovym bunkam
uniknut spod kontroly a podiela sa na progresii nddorovej choroby (2).

Cielom predloZenej prace je posudit aktivaciu imunitného systému v nddoroch hrubého éreva so
zameranim sa na fenotyp zépalovych buniek.

Material a metodika

Analyzovali sme archivne formalinom fixované a v parafine zaliate tkanivové vzorky nddorov hrubého
¢reva pochadzajuce z terapeutickych a diagnostickych bioptickych odberov a archivované na Ustave
patologickej anatémie LF UK v Bratislave. Vzorky boli histopatologicky postdené a bola stanovena
patologickd diagndza vzmysle platnych kritérii WHO. Zakladny subor tvorilo 21 pripadov
kolorektdlneho karcinému, ztoho 4 pripady dobre diferencovaného G1, 12 pripadov stredne
diferencovaného G2 al pripad nizkodiferencovaného G3 adekokarcindmu a4 pripady
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hlienotvoreného adenokarcindmu. Samostatne sme hodnotili miesta s nadorovym rastom a okolité,
nadorom nepostihnuté tkanivo.

Hodnotili sme infiltraciu tkaniva zapalovymi bunkami so zameranim sa na cytotoxické T-lymfocyty
(CD8+), pomocné T-lymfocyty (CD4+) a histiocyty (CD68+). Ich pritomnost bola hodnotend
imunohistochemicky; v kratkosti odparafinované preparaty boli preplachnuté 5 minit v PBS (fosfatmi
pufrovanom fyziologickom solnom roztoku s 10mM, pH 7,4). Tkanivové epitopy boli nasledne
demaskované procesom revitalizacie s pouzitim Dako PT Link (Dako, Glostrup, Denmark); rezy boli
inkubované v roztoku TRIS-EDTA (10mM TRIS, 1mM EDTA pH 9.0) pri teplote 98 °C pocdas 20 minut.
Prepardty boli nasledne inkubované 60 minut s mySacou monoklondlnou protildtkou proti CD8
(ready to use, DAKO, Carpinteria, USA), proti CD4 (ready to use, DAKO, Carpinteria, USA) a proti CD68
(ready to use, DAKO, Carpinteria, USA). Po 3-ndsobnom prepldchnuti v PBS, boli preparaty
inkubované 30 minat s Histofine polymérom proti mysSacim proteinom (Nichirei Biosciences,
Japonsko) a po opakovanom 3-ndsobnom preplachnuti v roztoku PBS farbené 5 minut
diaminobenzidinom (DAB+, DAKO, Carpinteria, USA). Preparaty boli néasledne kratko dofarbené
hematoxylinom, aby sa zvyraznili jadra buniek.

Preparaty boli hodnotené vo svetelnom mikroskope. Miera infiltracie tkaniva zapalovymi bunkami s
prislusnym fenotypom bola hodnotena kvantitativne v 3 nadhodnych poliach s pouZitim
histomorfometrického software ImageJ, v. 1.51g (3) a vyjadrend ako percento voci celkovej ploche.
Vysledky boli vyhodnotené Statisticky pouZitim Statistického software Graph Pad Prism s pouZzitim
Mann-Whitneyovho neparametrického testu, hodnoty p<0,05 boli povaZované za signifikantné.

Vysledky

V nddoroch hrubého ¢reva ako aj v okolitom nepostihnutom tkanive pozorujeme pritomnost tak
CD8+ cytotoxickych T-lymfocytov, CD4+ pomocnych T-lymfocytov ako aj CD68+ histiocytov, sa
dominanciu CD68+ buniek. Podiel jednotlivych buniek sa v zavislosti od nadorovej transformacie
nemeni. So stupajucim gradingom ndadoru (Tab.l, Obr.l) sme vnasom subore pozorovali
signifikantny pokles CD4+ (1,3+0,5% v G1 verzus 0.33+0,08% v G2, p<0.05) ako aj CD68+ (5.5+0.56%
v G1 verzus 4.1+0,51% v G2, p<0.05) zdapalovych buniek. Pokles CD8+ cytotoxickych T-lymfocytov
(2.5+0.52% v G1 verzus 1.7+0,3% v G2) bol na hranici Statistickej vyznamnosti (p=0.07).

Nepozorovali sme Ziadne zmeny v podiele jednotlivych typov lymfocytov v okolitom nadorom
nepostihnutom tkanive (Tab.2). Nepozorovali sme odlisny profil zdpalovych buniek v stvislosti
s mucinéznou diferenciaciou nadoru.

Diskusia

UZ davno sa vie, Ze imunitny systém hra doélezZitu ulohu v odpovedi organizmu na vyvoj nadorov.
Solidne tumory, vratane nadorov hrubého Creva, su Casto infiltrované réznymi bunkami imunitného
systému, ¢o sa potvrdilo aj histopatologickymi Studiami. Vieme, Ze chronicky zapal patri medzi
rizikové faktory vzniku nadorov, ¢o prispieva k vytvoreniu imunosupresivného prostredia. Na druhej
strane samotny nador mdZe vyvolat imunitnd odpoved. Za spustanie imunitnej odpovede
zodpovedaju antigeny vzniknuté v procese nadorovej transformacie. Mnohé studie naznaduju, Ze
mnoZstvo a zloZenie imunitnych buniek v okoli nddoru méze mat prognostickd rolu. (8, 9)
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Tab.1 Pritomnost zapalovych buniek v nadore hrubého éreva v zavislosti od gradingu. So stupajlcim
gradingom nadoru sme vnasom subore pozorovali signifikantny pokles CD4+ pomocnych T-
lymfovytov, ako aj CD68+ histiocytov. Pokles CD8+ cytotoxickych T-lymfocytov. * p<0.05, uvedené
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Tab.2 Pritomnost zépalovych buniek v okolitom nadorom nepostihnutom tkanive, v zavislosti od
gradingu pévodného nadoru. uvedené %+SEM
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Obr.1 Pritomnost zdpalovych buniek v ndadore hrubého &reva v zavislosti od gradingu. So stupajicim
gradingom nddoru sme v nasom stbore pozorovali pokles CD4+ pomocnych T- lymfovytov (A), ako aj
CD68+ histiocytov (B). Pokles CD8+ cytotoxickych T-lymfocytov (C) bol na hranici signifikantnosti

Tumor infiltrujice lymfocyty (TIL) a makrofagy asociované snadorom (TAM) su lokalizované
v zépalovom infiltrate nddorovych ostrovéekov a taktiez v peritumorovej stréme.

TAM patria medzi dominantné zapalové bunky v nadorovej stréme a spravaju sa ako modulatory
mikroprostredia pomocou svojich cytokinov, chemokinov, rastovych faktorov a angiogénnych
faktorov (10). To suhlasi aj s nami pozorovanou dominanciou CD68+ zdpalovych buniek v nddorovom
tkanive. Uloha TAM v nadore je dvojitd. TAM mozeme delit do dvoch podskupin: M1 makrofagy
zabezpecuju protinadorovi odpoved a cytotoxicitu a makrofagy M2 podskupiny, ktoré naopak
potlacenim protinddorovej imunitnej odpovedi podporujui rozvoj nadoru (11).
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Z TIL maju klu¢ova ulohu cytotoxické T-lymfocyty (CD8), ktoré mdzu rozpoznat nadorové antigény
prezentované APC bunkami, potom sa aktivuju pomocou kostimuldatorovych molekul a nasledne
synetizuju a vylucuju cytotoxické proteiny, tym sa snaZia zni¢it nddorové bunky. Vysoka hustota CD8
lymfocytov v nddorovom tkanive je spojend slepSou progndzou ochorenia (10). Je zaujimavejsie
v nasom subore sme pozorovali pokles CD8+ lymfocytov, ako aj ostatnych pozorovanych zapalovych
buniek v zavislosti od stupajuceho gradingu stym aj stlpajicou agresivitou tumoru. MbdZe to
podporovat predstavu o imunosupresivnom pdsobeni nadorového mikroprostredia (4), ktoré moze
byt klti¢ovym faktorom k progresi choroby a pri vzniku vzdialenych metastaz a ktory bol pozorovany
v inych tumoroch (5). Suvislost medzi poklesom CD3+ lymfocytov a vy$Sou agresivitou nadoru bola
pozorovand uz v inych studiach v karcindme endometria (13). Vyraznejsia imunitnd odpoved' koreluje
aj s lepSim preZivanim pacientov s KRK (14). Prave ovplyvnenie protinddorovej imunitnej reakcie
otvdra nové moznosti protinadorovej terapie (6).

Chirurgicka resekcia je stale najucinnejSou liecbou kolorektalneho karcindmu. Najma v pripadoch
pokrotilého metastazujuceho nadoru, ako aj v pripadoch hereditarnych nadorov je potrebné hladat
aj dopliiujuce terapeutické pristupy. Polet vedeckych dékazov podporujice déleZitost imunitnej
odpovede pri neoplastickych chorobach sa stéle zvySuje. PredloZena pilotnd studia naznacuje, Ze
v sUvislosti so zvySujucim sa gradingom nddoru dochddza k poklesu intenzity protinddorovej
imunitnej odpovede. Tento pokles moéze byt nasledkom, ale aj pri¢inou progresia tumoru.
Ovplyvnenie protinddorovej imunitnej odpovede predstavuje preto velmi zaujimavy potencidlny
terapeuticky pristup.

Riesenie ulohy bolo Ciastocne podporené projektom APVV-14-0318, ,Analyza mikroRNA a
charakterizdcia expresie vybranych proteinov v cirkadiénnom kontexte ako prognosticky biomarker
pre kolorektdlny karcindm*
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Uvod

Erytrocyty su krvné elementy potrebné pre vymenu dychacich plynov. Pre kvalitu mikrocirkulacie
a dostatoénl dodavku kyslika do tkaniv je doéleZitd schopnost erytrocytov menit svoj tvar -
deformabilita, nakolko erytrocyty s priemerom 7,2 um musia prejst kapilarami s limenom okolo 3 — 4
um. Tato vlastnost vyznamnym dielom ovplyviiuje Zivotnost Cervenych krviniek, krvny prietok
a hemodynamiku ako taku. Je vSeobecne akceptované, Ze od deformability erytrocytov zavisi aj
viskozita plnej krvi. Znizend deformabilita erytrocytov méze vyustit do problémov s perflziou tkaniv,
ich okysli¢enim a nasledne do poskodenia organov (1).

Vyznamnym faktorom ovplyvriujucim deformabilitu erytrocytov je produkcia oxidu dusnatého (NO).
Tento dolezity vazodilatant je tvoreny nielen cievnym endotelom, ale aj samotnymi cervenymi
krvinkami. Inhibicia tvorby NO vedie k poskodeniu deformability erytrocytov, pricom donory NO ju
normalizuju (2).

Vitamin C je esencidlna, vo vode rozpustna latka, ktora sa v organizme podiela na hydroxyldcii prolinu
a lyzinu v kolagéne, syntéze karnitinu, metabolizme tyrozinu, ale predovietkym je velmi vyznamnym
antioxidantom. SU zname prace, ktoré sledovali vplyv vitaminu C na deformabilitu erytrocytov
v animalnych modeloch, resp. za in vitro podmienok (3, 4). Nie je zndmy jeho vplyv na deformabilitu
erytrocytov a hemoreoldgiu krvi u fudi (in vivo podmienky). Vzhladom na tdto skutoénost sme sa
v nasom experimente zamerali na vplyv 3-tyZdiiového podavania vitaminu C na deformabilitu
erytrocytov a produkciu NO v erytrocytoch za st¢asného monitorovania vybranych parametrov
antioxidac¢ného stavu a oxida¢ného stresu u zdravych mladych ludi.

Material a metodika

Ucastnikmi $tadie boli $tudenti mediciny obidvoch pohlavi vo veku 20 -33 rokov (n=20), ktorym sa
odoberala vendzna krv do skiimaviek obsahujucich EDTA (Sarstedt) na zaciatku experimentu a po 3
tyzdrioch trvajucom podavani L-formy vitaminu C (1000 mg/deri, NATURAL, s.r.o., Slovenska
republika). PInd krv sa pouZila na stanovenie produkcie NO v erytrocytoch. Po centrifugécii zvySnej
krvi (850 g, 10 min, 4°C) sa odoberala plazma na biochemicki analyzu vybranych parametrov
antioxidacného stavu a oxidacného stresu. Pelet tvoreny erytrocytmi sa 3x premyval fyziologickym
roztokom za Ucelom ziskania frakcie Cistych erytrocytov, ktoré sa pouZili na meranie ich
deformability.
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Markery peroxidacie lipidov (thiobarbituric acid reactive substances - TBARS) boli merané
spektrofotometricky. Z markerov karbonylového stresu boli stanovené produkty pokrocilej glykacie
(advanced glycation end-products - AGE) a fruktozamin. Pokrocilé produkty poskodenia proteinov
(advanced oxidation protein products - AOPP) sa merali ako marker oxidacného poskodenia
proteinov. Za ucelom informacie o antioxidacnom stave sa stanovila celkovad antioxida¢na kapacita
plazmy (total antioxidant capacity - TAC) a schopnost plazmy redukovat Zelezité anidny (ferric
reducing antioxidant power FRAP). Pri vSetkych meraniach sa postupovalo rovnako ako uZ bolo
publikované (5).

Deformabilita erytrocytov bola stanovend filtracnou metddou a prezentovana je ako pomer poctu
erytrocytov, ktoré presli cez filter s pérmi ovelkosti 5 um z celkového poctu erytrocytov pred
filtraciou (6). Produkcia NO v erytrocytoch bola vizualizovana pomocou fluorescenénej sondy DAF-2
DA (diaminofluorescein diacetat) a kvantifikdcia fluorescenéného signalu bola vyhodnotena v
programe Image)J (6).

Vsetky vysledky su prezentované ako priemer + smerodajna odchylka. Normalitu dat sme otestovali
Shapiro-Wilkovym testom. Rozdiely v datach pred a po podavani vitaminu C sme analyzovali parovym
t-testom. Za Statisticky vyznamné sme povazovali tie s p hodnotou mensou ako 0,05.

Studia bola postdend a schvalena Etickou komisiou LF UK a Univerzitnej nemocnice Bratislava diia
15.2.2016.

Vysledky

Deformabilita erytrocytov bola po 3-tyZzdriovom podévani vitaminu C Statisticky vyznamne zvysena
(graf ¢.1). Pri merani produkcie NO v erytrocytoch sa po podavani vitaminu C taktieZ zaznamenal jej
néarast (graf ¢. 2). Spomedzi Siestich markerov antioxidaéného stavu a oxidacného stresu sme
pozorovali signifikantné zmeny len pri fruktozamine, ktorého koncentrdcia v plazme sa po podavani
vitaminu C zvySovala.
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Graf 1: Deformabilita erytrocytov. Statistickd vyznamnost: *p<0,05 - porovnanie oproti deformabilite
erytrocytov pred vitaminom C.
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Graf 2: Kvantitativne vyhodnotenie produkcie NO v erytrocytoch, ktord je prezentovand ako
integrovand opticka denzita (t.j. suma pixelov v jednotlivych pocitacom snimanych obréazkoch).
Statisticka vyznamnost: *p<0,05 - porovnanie oproti produkcii NO v erytrocytoch pred vitaminom C.

Diskusia

V nasej praci sme sa venovali U¢inkom vitaminu C na vybrané vlastnosti ludskych erytrocytov. Od
ostatnych, v databazach dostupnych publikacii, sme sa odlisili tym, Ze sme ucinok vitaminu pozorovali
za in vivo podmienok u [udi. StarSie Studie preukazali, Ze vitamin C redukuje mechanicku fragilitu
a hemolyzu erytrocytov pocas skladovania krvnych konzerv (4). Zlepsenie deformability erytrocytov
po poddvani vitaminu C bolo pozorované aj v animalnom modeli diabetes mellitus 1. typu (3).
PovaZovali sme vSak za zarazajuce, Ze v beznom Zivote tak casto poddvany vitamin C eSte nikto
neskdmal v suvislosti s deformabilitou erytrocytov u ludi. Na moZnu savislost medzi vitaminom C
a deformabilitou erytrocytov u [udi nepriamo poukazala len praca Tu a spol. (7), kde autori pozorovali
nepriamo Umerny zavislost medzi koncentraciou vitaminu C v plazme a osmotickou fragilitou
erytrocytov.

Podarilo sa nam dokazat, ze deformabilita erytrocytov sa u mladych a zdravych fudi po podavani
vitaminu C zlep$uje a tato zmena by mohla mat za nasledok aj zmeny vo viskozite plnej krvi. Viskozita
krvi je totiz deformabilitou erytrocytov velmi ovplyvnena (8).

Zlep3enie deformability erytrocytov po podavani vitaminu C vnasom experimente mbéZe byt
prinajmensom ciastocne vysvetlené zvySenou produkciou NO v erytrocytoch. Podobny priaznivy efekt
na deformabilitu erytrocytov sprostredkovany zvySenou aktivitou NO-syntdzy v erytrocytoch sa
pozoroval u ludi po fyzickej aktivite (9)

Parametre funkénosti erytrocytov sme sledovali za siasného monitorovania Siestich vybranych
markerov antioxida¢ného stavu a oxidacného stresu, nakolko nami podavant davku (1000 mg
vitaminu C/defl) povaZujeme za vys§iu a vitamin C okrem svojho antioxidaéného G¢inku méze za
takychto okolnosti pésobit aj prooxida¢ne. Za zaujimavé povazujeme, ze aj ked vitamin C v nasom
pokuse zvySoval koncentraciu fruktozaminu v plazme, ostatné efekty vitaminu C mbéZeme oznadit za
,erytroprotektivne”.
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Zaverom by sme si dovolili zhrnut, Ze 3-tyZzdriové poddvanie vitaminu C zdravym mladym ludom

vylepsilo deformabilitu erytrocytov a produkciu NO v erytrocytoch. Tieto vysledky poukazuju na
mozné zlepsenie kvality mikrocirkuldcie, ako aj hemoreoldgie vo velkych cievach, po podavani

vitaminu C.

Hlavnym sponzorom a donorom vitaminu C bola spolocnost NATURAL s.r.o., velkoobchod

s vyZivovymi doplnkami. Materidlne zabezpecenie vyskumu bolo mozZné aj vdaka grantu VEGA SR
1/0032/14. Nase podakovanie taktieZ patri laborantkém Fyziologického ustavu LF UK Dagmar
Cigdnekovej, Helene Bacigdlovej a Jane Méryovej za vynikajtcu technickd podporu.
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Uvod

Cvicenie je Ucinny prostriedok prevencie a lie€by mnohych chronickych ochoreni, avSak molekularne
mediatory a mechanizmy benefi¢nych ucinkov roznych typov tréningu na zdravie su len relativne
malo preskimané. MikroRNA (miRNA) si malé, 18-25 nukleotidové endogénne nekddujice RNA,
ktoré reguluju génovu expresiu na posttranskripénej trovni, a to prostrednictvom degraddcie cielovej
mRNA alebo inhibiciou proteinovej transldcie. Odhaduje sa, Ze miRNA reguluju 2/3 genému, pricom
jedna molekula miRNA moéze priamo alebo nepriamo ovplyvnit stovky mRNA a proteinov. Takato
komplexna regulacia ma velky potencidl vyznamne ovplyvnit mnohé fyziologické aj patofyziologické
procesy(1).

MikroRNA sa v organoch a tkanivach podielaju na regulacii Sirokého spektra fyziologickych procesov,
ku ktorym patria proliferacia, diferenciacia, metabolizmus, apoptdza ¢i adaptacia na rézne stimuly.
Svalovo-$pecifické mikroRNA vyznamne ovplyvriuju vyvoj, funkciu ako aj vznik ochoreni kostrového
svalstva a podielaju sa aj na adaptdcii svalu na cviCenie. V nasej predchadzajucej praci sme sledovali
vplyv akutneho a pravidelného cvicenia na myokin irisin v cirkuldcii a v kostrovom svale(2). Mozgovy
neurotroficky faktor, BDNF (Brain Derived Neurotrophic Factor) je neurotrofin a myokin, ktory je
modulovany aj fyzickou aktivitou a pokladd sa za jedného z koordinatorov komplexnej odpovede
organizmu na cvitenie. BDNF méZe byt regulovany aj prostrednictvom niektorych svalovo-
Specifickych mikroRNA(3).

Cielom nasej Studie je porovnat vplyv akdtneho silového zataZenia s proprioceptivnou stimulaciou
na Specifické molekuldrne parametre v cirkuldcii u aerébne alebo silovo trénovanych Sportovcov.

Material a metodika

Protokol studie bol schvaleny prislusSnymi etickymi komisiami (Univerzitnd nemocnica Bratislava UK,
FTVS UK) aje vsulade s Helsinskou deklaraciou z roku 2000. Vietci probandi pred zaradenim do
studie podpisali informovany suhlas.

Populaciu Studie predstavuju 2 skupiny probandov: 1. aerdbne trénovani vrcholovi Sportovci
(triatlon, n=7), 2. silovo trénovani vrcholovi Sportovci (cross fit, n=8). Telesné zloZenie sme stanovili
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pomocou kvadrupeddlnej bioimpedancie (OMRON, Japonsko). Vsetci Sportovci boli muzi
s priemernym vekom 23,53+0,73 rokov; BMI 23,8610,56 kg/mz; telesny tuk 18,06+1,08%, netukova
telesnd hmota 40,85+0,68% a visceralny tuk 5,47+0,54%. Porovnanie aerdbne a silovo trénovanych
Sportovcov je zhrnuté v tabulke 1. Individudlne charakteristiky probandov su uvedené v tabulke 2

Tabulka 1 Charakteristika individualnych probandov.

3 i Hmotnost BMI Tuk NetUkché Visceralny
Trénovanost ) svalova hmota RMR [kcal]
[kel [kg/m?] | [%] tuk [%]
[%]
1 | aerébna 71,0 21 13,4 43,1 3 1656
2 | aerébna 82,0 22,7 19,6 39,3 4 1794
3 | aerébna 62,4 19,3 8,5 46,5 1 1556
4 | aerébna 88,1 23,2 20,3 38,2 5 1855
5 | aerébna 70,2 22,2 18,9 39,5 4 1628
6 | aerébna 86,6 26,4 23,1 38 8 1871
7 | aerébna 86,2 24,8 24,3 37 6 1853
8 | silovd 69,0 22,3 15,5 43,2 4 1656
9 | silovd 80,4 24 13 43,8 5 1801
10 | silova 82,6 26,1 20,9 39,8 8 1832
11 | silova 75,1 26 18,2 42,1 8 1750
12 | silova 80,6 23,3 19,3 39,4 5 1771
13 | silova 73,7 23,8 16,9 41,8 6 1706
14 | silova 89,0 26,6 22 38,7 8 1908
15 | silova 78,5 26,2 17 42,4 7 1792

BMI, Body Mass Index — Index telesnej hmotnosti; RMR, Resting Metabolic Rate — bazalny
metabolizmus

Rano vderi testu bola probandom do kubitalnej Zily zavedend kanyla. Akutnu fyzicka zataz
predstavovala silovd zataz sopakovanou proprioceptivnou stimuldciou, 5x8 opakovani s?2
minGtovym intervalom odpocdinku medzi opakovaniami a sfrekvenciou 5 Hz. Akutna zataz sa
realizovala na linedrnom horizontdlnom dynamometri typu leg press(4). Vzorky krvi boli odobraté
pred cvi¢enim v stave nala¢no (bazal, 30 minut po kanylacii), ihned po ukonéeni cvi¢enia (0 minuta),
v 8 minute a v 30 minute po cvi¢eni. Odobraté vzorky krvi sa centrifugovali bezprostredne po odbere
(EDTA plazma: 3000g, 10min, 4°C) resp. po 30 minutach statia pri izbovej teplote (sérum: 3000g,
20min, 4°C). Vzorky séra a plazmy boli zamrazené do dalSieho spracovania na -80°C. Sérum sa
pouZzilo na izolaciu mikroRNA, plazma na stanovenie BDNF (ELISA, Millipore).

Na izolaciu mikroRNA zo séra sme pouZili miRNeasy Mini Kit (Qiagen). Prepis do cDNA sme realizovali
pomocou miScript Il RT Kit (Qiagen), preamplifikdciu pomocou miScript PreAMP Kit (Qiagen).
Vybrané mikroRNA sme kvantifikovali metddou real-time PCR a normalizovali na referenény gén so
stalou expresiou (MiRNA-39) metddou delta CT.

Vysledky sme vyhodnocovali s pouZitim statistickeho softwaru JUMP. PouZili sme testy one way
ANOVA, parovy a neparovy t-test. Hladina Statistickej vyznamnosti bola stanovena na trovni p<0,05.
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Vysledky

Aerdbne a silovo trénovani vrcholovi $portovci mali porovnatelny vek a antropometrické parametre.
Nezaznamenali sme Statisticky vyznamny rozdiel v BMI, telesnom tuku, netukovej telesnej hmote
avisceralnom tuku medzi skupinou aerdébne asilovo trénovanych vrcholovych Sportovcov (p>0,1)
(tabulka 2).

Tabulka 2 Charakteristika populacie Studie.

Aerébna trénovanost Silova trénovanost
Vek [roky] 24,14 +1,28 23+0,82
BMI [kg/m?] 22,80+0,89 24,78+0,57
Telesny tuk [%] 18,30+2,10 17,85+1,03
Netukova telesna hmota [%] 40,23+1,28 41,40+0,66
Visceralny tuk [%] 4,43+0,84 6,38+0,56
RMR [kcal] 1744,71+48,64 1777+27,20

Hodnoty su uvedené ako priemer + smerodajna odchylka. BMI, Body Mass Index — Index telesnej
hmotnosti; RMR, Resting Metabolic Rate — bazalny metabolizmus.

Zmeny vybranych mikroRNA v cirkulacii.

Pozorovali sme signifikantne vy3sie hladiny mikroRNA-133a v cirkuldcii v bazadlnom stave (nala¢no
pred cvi¢enim) usilovo trénovanych (cross fit) Sportovcov v porovnani s aerébne trénovanymi
(triatlon) vrcholovymi atlétmi (p<0,05) (Grafl). Hladiny mikroRNA-206 v cirkuldcii boli porovnatelné
medzi aerébne asilovo trénovanymi atlétmi, nezaznamenali sme Statisticky signifikantny rozdiel
(p>0,05).

0,080 -
0,080 -
0,070 -
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0,050 -
0,040 -
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0,020
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dCt miR133av cirkulacii

0,000
Aerobni Silovi
Graf 1 Aerdbne trénovani vrcholovi $portovci: triatlon, n=7.
Silovo trénovani vrcholovi Sportovci: cross fit, n=8. MikroRNA je normalizovana na referenc¢nu
mikroRNA-39. Hladina 3tatistickej vyznamnosti p=0,03. Akutnu z4taZ predstavovalo silové zatazenie s
proprioceptivnou stimuldciou na linerdnom leg-press dynamometri.
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Hladiny svalovo-3pecifickej mikroRNA-206 boli ovplyvnené akutnou fyzickou zatazou S3pecificky
u aerébne trénovanych vrcholovych $portovcov, u ktorych sme zaznamenali 2,5-ndsobné zvysenie
mikroRNA-206 bezprostredne po cviCeni a navrat k pdvodnym hodnotam v 30 mindte po cviceni
(Graf2). MikroRNA-206 nebola vplyvom akutneho cvienia zmenend u silovo trénovanych atlétov.
Akutne cvi¢enie malo tendenciu zniZzovat hladiny mikroRNA-133a v cirkulacii u silovo trénovanych
atlétov v bazalnom stave nala¢no pred cvi¢enim (0,0621£0,019 vs. 0,017+0,014) ako aj v 30 minute po
cviceni, kedy sme zaznamenali 6-nasobny pokles (0,062+0,019 vs. 0,009+0,02). Zmeny vsak neboli
Statisticky signifikantné (p>0,05), ¢o moze suvisiet s nizkym poétom probandov a so znanou
heterogenitou v ramci skupiny. MikroRNA-133 sa vplyvom akutnej zitaZe nemenila u aerdbne

trénovanych Sportovcov.
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Graf 2 Vplyv akatnej fyzickej zataze na hladiny mikroRNA-206 v cirkuldcii u aerébne trénovanych
$portovcov. Akutnu zataz predstavovalo silové zatazenie s proprioceptivnou stimulaciou na
lineranom leg-press dynamometri. MikroRNA je normalizovana na referenénd mikroRNA-39. n=7/6/7
na skupinu (bazal pred cviéenim / 0" - bezprostredne po cvi¢eni / 30" - 30 minut po cviéeni).

Zmeny neurotrofinu BDNF v cirkuldcii.

Akutne cvicenie signifikantne nemenilo hladiny BDNF v cirkulacii (graf 3). Absencia vyznamnych
zmien moze suvisiet s relativne kratkym trvanim zataze ako aj s malym mnoZstvom probandov v
skupine, ¢o predstavuje limitaciu Studie.
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Graf 3 Vplyv akutnej fyzickej zétaze na hladiny BDNF v cirkuldcii u aerébne a silovo trénovanych
vrcholovych Sportovcov.

Akutnu zataz predstavovalo silové zataZenie s proprioceptivnou stimulaciou na linerdnom leg-press
dynamometri. n=6 probandov na skupinu. BDNF, Brain Derived Neurotrophic Factor - mozgovy
neurotroficky factor. p>0,05.

Asociacie medzi mikroRNA, antropometrickymi parametrami a BDNF.

Pozorovali sme negativnu korelaciu medzi mikroRNA-133a a mnoZstvom visceralneho tuku (r=-0,84;
p=0,016) a BMI (r=-0,79; p=0,034), a to $pecificky u aerébne trénovanych $portovcov. Pozorovali sme
tendenciu k asociacii medzi BDNF a Hladiny mikroRNA-133a v cirkuldcii mali tendenciu pozitivne
korelovat s hladinami neurotrofinu BDNF (r=0,56; p=0,07).

Diskusia

Aerdbne aj silové cvicenie vyvoldvaju adaptacné zmeny v kostrovom svale a vinych organoch
a tkanivach, ktoré st do urcitej miery charakteristickli pre dany typ tréningu. Specifické zmeny
potencialnych molekuldrnych medidtorov fyziologickych ucinkov aerébneho a silového tréningu su
vsak zatial len malo preskimané.

V nasej praci sme pozorovali vysSie bazalne hladiny mikroRNA-133a v cirkulacii u silovo trénovanych
vrcholovych $portovcov (cross fit) v porovnani s vrcholovymi aerébnymi atlétmi (triatlon), a nezistili
sme rozdiely v mikroRNA-206. V predchadzajicich studiach nepozorovali rozdiely v tychto mikroRNA
v cirkulacii u silovo vs. aerébne trénovanych atlétov. MikroRNA vsak na rozdiel od nas stanovovali
v plazme, nie vsére, atyp silového tréningu bol odlisSny. MikroRNA-133a zvysuje proliferaciu
myoblastov a mdze sa podielat na svalovej hypertrofii v odpovedi na silovy tréning (5).

Zaujimavym zistenim bolo zvySenie hladin svalovo-Specifickej mikroRNA-206 v cirkulacii vplyvom
akutnej fyzickej zataze Specificky uaerdbne trénovanych atlétov. MikroRNA-206 sa podiela na
regenerdcii svalu a je vo vy$sej miere exprimovana v oxidativnych svalovych vlaknach(6). Jej zvysenie
moze suvisiet prave svyssim obsahom tohto typu vldken vo svaloch triatlonistov. V $tudiach
pozorovali zvySenie mikroRNA-133a v cirkulacii bezprostredne po maratdne. Absencia podobnej
zmeny v nasej studii moze suvisiet so Specifickym kratkotrvajicim zatazenim.
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Neurotrofin a myokin BDNF zohrava doleZitu ulohu ako mediator integrovanej odpovede na cvicenie,

ato na urovni kostrového svalu aj v CNS (7). V nasej studii sme nepozorovali signifikantné zmeny

v hladinach BDNF v plazme, ¢o moZe byt spdsobené relativhe kratkym stimulom ako aj jeho

Specifickym charakterom (silové cvicenie s opakovanou proprioceptivnou stimulaciou).

Asociacia medzi cirkulujicim BDNF a mikroRNA-133a naznacuje existenciu spolo¢nych regula¢nych

mechanizmov, nedd sa vylucit ani priama reguldcia mikroRNA-133a prostrednictvom BDNF, pripadne

naopak. Uloha mikroRNA v reguldcii BDNF & inych bioaktivnych molekul a v sprostredkovani

adaptaénej odpovedi organizmu na cvitenie bude vyZzadovat dalsi vyskum.

Prdca bola podporend grantom Eurdpskej federdcie na vyskum diabetu (EFSD-Lilly Research
Fellowship 2010, BU) a grantom agentury VEGA 2/0174/12 (BU).
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Introduction

Student-to-Student Project (S2S) was developed by international students of Faculty of Medicine,
Comenius University, to offer tutorials for younger classmates in near to peer teaching as a support
of medical students who are one or more years senior to another trainee. The uniqueness of the
project is that preclinical near to peer education is in literature rare, especially in Physiology and not
commonly involves integration of preclinical and clinical skills (1-4).

S2S aimed to provide support for students with studying the most difficult topics as a supplementary
class beside the full Course Physiology taught by the Faculty. The most important asset offered in the
tutorial was the recent experience of the same material which had been studied by senior students
for the same exam before. New innovative teaching methods were used in order to achieve higher
level of understanding by increasing internal motivation of the participants.

The project is also beneficial for students-leaders since teaching is an important skill for future
residency training and practice as an additional qualification.

Faculty and University as a whole can benefit from S2S by involving English speaking students to
provide opportunities for them to participate at university activities.

Material and methods

The S2S program comprised of 4 tutorials in the first semester, delivered by senior medical students
supervised by MUDr. Silvia Hnilicova, PhD. The selection of leaders was performed; criteria included
great leadership skills, great academic performance, great motivation and willingness to teach
determined by interview.

During the first semester 4 topics where taught: Blood, Nerve, Muscle, Respiratory, Gastrointestinal
Physiology and Nutrition by minimum 2 student leaders according to the existing faculty’s syllabus
provided by the Institute of Physiology. Each session’s goal was to revise the existing knowledge
acquired from lectures and practicals and most importantly to enhance internal motivation for
learning.

Additionally, student leaders provided information and instructions of how to study for test
questions, exams, introduced new ways of studying in order to contextualize knowledge.

All sessions were conducted at the Simulation Center. Simulators as manikins and OSCE were used as
an innovative idea and were well accepted by majority of students. Also other materials were used as
online videos, handouts (printed revision of important points), power-point presentations and live
experiments in Physics.

To evaluate both the students’ and tutors’ experiences after each of the S2S lectures, 3 different
types of questionnaires for younger students were prepared; 1) Overall tutorial evaluation 2) Rating
the lecture quality and the tutors and 3) Evaluation of tutorial helpfulness in post-test period.

The senior students filled the questionnaire to evaluate their personal experience.
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Results
Preclinical students received 4 structured, three hour-long, evening tutorials for each module by 11

tutors. Two groups of preclinical students were taught in two different times. For each topic 2
sessions were held in Simulation Center.

20 anonymous answers (n=20) were collected from the 2nd year students who attended the tutorial.
The answers to the questionnaire of the final tutorial evaluation are shown in Fig.1. In total 90% of
the students answered that attending S2S tutorial helped them studying physiology. Furthermore,
85% indicated that it was worthwhile to attend and they would like to participate again. For 85% of
students, tutorials increased their motivation to study.
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Fig. 1 Students’ final evaluation

In total, 9 senior students (n=9) participated as tutor in S2S. 6 female students and 3 male students
participated in the tutorial and the median year of the study was 4th academic year.

The categories of their questionnaire for tutors was divided into 3 groups; investigation of tutors’
approach of learning, the evaluation of S2S tutorial experience as the tutor and the recommendation
of change. 66.7% (n=6/9) students spent more than 10h for the preparation for the tutorial and other
33.3% (n=3/9) answered they spent 6-9h to prepare. The level of understanding in the subject of the
tutors increased, to the question “Do you feel that you have obtained the better
knowledge/understanding in the topic participated as a tutor?” 100% of the students answered
“Yes”. Level of understanding and preparedness among students and also due to the time limitation,
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setting the priority in the knowledge to be transformed to the students were considered to be the
key of successful lecture. 66.7% considered framework of understanding the whole topic as focus in
their teaching, followed by pathophysiological explanation, explanation for the difficult part and
other which all of these three were 11.1% each.

Discussion

S2S teaching program aimed to enhance student’s inner motivation towards studying, to
contextualize and integrate pre-clinical subjects also with their clinical use and gain the important
information necessary for the finals. Subjective data in our study show that S2S succeeded in
reaching the previous set goals and this becomes apparent with tutee feedback. It shows that
tutorials helped in increasing their motivation towards studying and understanding (over 85% and
90% respectively).

Pre- clinical medical education is a vast field and not many initiatives like S2S exist so far (4-7). There
are near-pear teaching programs in medical universities, but they mostly focus on one single
preclinical Subjects, (e.g. Anatomy) or on clinical knowledge (suturing courses, history-taking courses)
and also did not base on the students’ idea who voluntarily and out of their own initiative supported
by mentor teacher decided to contribute to the education of their peers. The evaluated data showed
that near-peer teaching was shown to be beneficial for the outcome of the training.

The fact that tutors have recently went through the same process of learning while facing the same
problems and anxieties, prepared them to better understand the tutees needs.

Medical teaching at our Faculty teaches preclinical subjects in isolation. Therefore, it imposes high
cognitive demands on the student in order to integrate the subjects. Studies in this field showed that
it was beneficial to provide more compact information during tutorials rather than the vast available
literature (7).

The contextualization and integration of clinical knowledge with clinical cases was perceived as
helpful by tutees. The aim was to introduce them to clinical and critical thinking and to apply the
knowledge they already gained. This practical application helps to memorize and contextualized and
enhances tutees inner motivation towards studying.

Moreover, benefits to tutors delivering near-peer teaching are well established. These range from
skill and knowledge development to identity formation.

This is also homogenous with our collected data from feedback forms. All of the tutors felt that they
increased and deepened their knowledge in the topic they prepared. Furthermore, tutors were able
to gain experience in the field of teaching and to cope with direct or indirect feedback from their
tutees. This could be on the one hand challenging but on the other hand it increases tutors’ personal
growth, identity and self-reflection.

As the project is carried out by students, concerns about quality and content of the tutorials may
exist. Therefore, provided materials and content was supervised before each session by MUDr. Silvia
Hnilicova, PhD. to ensure the high quality of provided information during the sessions. Furthermore,
different educational styles were discussed in meetings and sessions of tutors with the supervisor of
the project Dr. Hnilicova to enhance knowledge in the field of medical education.

Tutors reflected that they found it difficult to cover all information in the given time frame and this
was also proven by students’ feedback forms, in which they commented upon the length of the
tutorials. It might be beneficial for the outcome and satisfaction of future tutorials to shorten the
duration of the sessions.
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Furthermore, tutors perceived it difficult to support all students equally in a heterogeneous group.
Those who already obtained basic knowledge in the topic were ready for clinical cases and those who
needed more explanation upon physiological principles halted the learning process of the other
tutees. A possible solution for future tutorials could be, instead of providing two identical tutorials at
different dates, to provide two different sessions. One focuses on physiological principles serving to
enhance understanding and deepening of the preclinical knowledge, the other focuses on clinical
cases and problems which covers only a short revision of physiological principles of the topic. This
could further enhance the efficacy of the S2S tutorials and would enable the tutors to provide better
support for individual students.

The ultimate aim for the program is to be continued in the future and to provide the opportunity for
students to take initiative and discover creativity in medical education.

Conclusion

S2S was successfully established as a pilot program in near-to peer teaching at the Comenius
University in Bratislava. From the results it can be concluded that the initial goals were fulfilled.
Future plans include extending the program also to the Slovak speaking program in order to involve
the whole university and give equal opportunities for all students.

S2S is aimed to be continued in the future and should provide the opportunity for students, to not
only attend the university but to be an active part of it.
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29. Aplikacia Human Anatomy VR do Virtualnej Anatomickej
Ucebne (VAU)
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Ustav LFUK, °FF VSMU, °FIIT STU, "Zubné lekarstvo,6.roénik, 2véeobecné lekarstvo, 2.roénik)

Skolitel: MUDr. Andrej Thurzo, PhD."
Klinika stomatoldgie a maxilofacialnej chirurgie LF UK a OUSA, Bratislava

Uvod

Virtudlna realita

Pojem virtualna realita sa v poslednom case ¢oraz viac dostava do povedomia. Virtualna realita je
pocitacom vytvorené prostredie, ktoré napodobriuje redlny svet alebo ho upravuje podla poZiadaviek
pre danu oblast vyuZitia. Zmyslom virtudlnej reality je nahradenie znakov realneho prostredia
digitalnymi. PouZivatel vnima prostredie zmyslami, najma sluchom a zrakom. Interakciu s uZivatefom
zabezpecuje touchpad headsetu a zariadenie vytvérajluce 3D prostredie (v tomto pripade graficky Cip
smartfénu). [1]

Vzdeldvanie vo virtudlnej realite

Spojenie technoldgii so vzdeldvanim robi $tudium zaujimavej$im a zaroveri ho méze aj ulah¢it. Dnesni
Studenti Casto radi pri Studiu vyuZivaju e-learning, online kurzy, instruktazne videa, aplikacie a pod.
Dal$im krokom méze byt vyucba vo virtualne realite. Niekolko $kdl uz VR technolégiu zacalo vyuzivat.
Prvé virtudlnu realitu zacdali vyuZivat stredné Skoly a univerzity technického zamerania a architektdry
[4], napr. strednd Skola Seven Oaks alebo Stanfordova univerzita [5]. K prvym univerzitam na
Slovensku patri Slovenskd Technickd Univerzita (FIIT, FEI) a Univerzita Komenského (LF), na ktorej
sme pomocou spoloénosti Samsung, Virtual Medicine a Naddcie Tatrabanka zriadili prvd virtualnu
anatomickd uéebriu (VAU) [6]. V u€ebni sa $tudenti mediciny mézu udit z aplikacie Human Anatomy
VR. Tato aplikdcia sa stala aj prvou plnohodnotnou VR anatomickou aplikdciou na mobilnej VR
platforme. Sme presvedceni, Ze virtudlna realita ma obrovské vyuZite vo vzdelavani a dokaze velmi
pomdct pri vyucbe. Podla schémy vytvorenej Edgardom Daleom [7] si ¢lovek po dvoch tyzdrioch
dokaze zapamatat 10 % z pocutého, 20 % z ¢itaného a az 90% z toho, ¢o robil alebo simuloval. Nizsie
vidime celd schému:
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Obr. 1 Schéma Edgara Dalea
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Na zaklade tychto poznatkov by si Student s pomocou VR mohol zapamétat az 90% informacii.
Z tohoto doévodu predstavuje vyucba vo VR pre studentov vysokych $kol velkd vyhodu. My sme sa
zamerali na vzdelavanie $tudentov mediciny. Problémom pri u¢eni anatémie moézu byt na priestorovu
predstavivost tazkopddne klasické anatomické atlasy. Ako priklad uvddzame nizsie zobrazeny obrazok
anatomie zapastnych ligament [8].

Obr. 2 Anatémia zapéastnych ligament
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Pre Studenta, ktory s anatdmiou len za¢ina, méze byt ndro¢né sa v tychto Strukturach priestorovo
zorientovat. Dal$im problémom méze byt aj moznost dostat sa pocas $tidia k preparacii vietkych
anatomickych Struktdr fudského tela. Vyhodou aplikacie je Ze sa sa Student vie dostat k vietkym
Struktdram tela v 3D a mdZe si ju spustit hocikedy a nespoletne vela krat. Uvedomujeme si, Ze zatial
nedokazeme nahradit prepardciu samotného tela, ale 3D interaktivnymi Struktdrami sa k nej vieme
priblizit.

Material a metodika

Virtudlnu Anatomickd uéebriu na Anatomickom Ustave LFUK sme vybavili zariadeniami Samsung
GearVR. Samsung GearVR je headset ktory sa pouZiva spolu s jednym zo smartphone telefénov
Samsung S6/S7 (aj Edge verzie) vdaka ¢omu ho moZzno pouzivat na zobrazovanie virtualnej reality.
Poskytuje 360° sledovanie hlavy pri nizkej odozve, a tym umoZiuje plynulé rozhliadanie vo
virtudlnom svete. Stereoskopické 3D zobrazuje hibku, mierku a paralaxiu. Pravé aj favé oko maju
samostatny pararelny obraz so 96° zornym polom, ¢o zabezpecuje, Ze vnimanie VR pdsobi na ¢loveka
redlne a prirodzene.

Tento headset sme si vybrali kvdli mobilnosti a jednoduchosti. Studenti sa tak mozu ucit kdekolvek.
Headset patri do triedy high-end medzi mobilnymi virtudlnymi realitami, o nam umoZnilo
zobrazovat anatomické modely vo vysokej kvalite. Podporované smartphony [2] maju vysoké
rozliSenia 2560 x 1440 s hustotou pixelov do 577 PPI. Na headsete sa nachadzaju zakladne tlacidla —
spat, home atouchpad. Pomocou touchpadu umiestnenému na boku headsetu ovldadame celd
aplikaciu. Aplikaciu vyvijal tim Virtual Medicine v grafickom engine Unity 3D [3] v jazyku C Sharp.

Obr. 3 Headset Samsung Gear VR
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Technické Specifikacie Samsung Gear VR

Zorné pole 96° field of view

Displej 2560 x 1440 pixel Super AMOLED
Obnovovacia frekvencia 60 Hz

Galaxy Note 5, Galaxy S6/S7,

Minimalne poZiadavk
P v S6/S7 Edge, and S6/S7 Edge+

Senzory Gyroskop , Akcelerometer , Geomagnetic, proximity
Ovladace 54~70 mm
Ovladace Touchpad, back button, volume key

MicroUSB connection to Galaxy Note 5, S6, S6 Edge,

Rozhranie
S6 Edge+

Cena 63,99 €, plus cena telefonu

Vysledky
Praca, ktoru prezentujeme je vysledkom takmer trojrocného vyvojového usilia timu Virtual Medicine.
Aplikdcia Human Anatomy VR obsahuje vsetky potrebné funkcie na ucenie anatémie.

Student sa po spusteni aplikicie dostava do virtudlneho 3D prostredia, v ktorom sa moze volne
pohybovat, pri¢om je schopny vnimat priestor v rozmedzi 360°. Priestorova ilUzia dava pouZivatelovi
pocit, Ze sa nachadza v modernej miestnosti o zvySuje zazitok zo Studia a navySe ma pozitivny vplyv
na jeho sustredenost, kedZe po nasadeni VR headsetu ho nemézu vyrusovat okolité vizudlne Sumy.
Student je schopny zacielit svoj kuZel pozornosti iba na objekty, ktoré st predmetom $tudia, o moze
vyrazne zvysit efektivitu Studia.

Vyznamnou ¢rtou nasej aplikacie je interaktivita. PouZivatel je schopny s anatomickym objektom
otacat v neobmedzenom smere a uhle, ¢o je velmi délezité pri predstaveni si jednotlivych
anatomickych pomerov a pochopeni ich priestorovych interakcii vzhfadom k ostatnym Struktiram. Po
kliknuti na konkrétnu Struktiru sa zobrazi informacia o jej nazve a dalSie dopliiujuce anatomické
informdcie Medzi zakladné funkcie patri popis anatomickych Struktur s detailnym komentarom,
vdaka ¢omu moZe nasa aplikacia sluzit aj ako anatomicka uéebnica. Pridand hodnota oproti
klasickému anatomickému atlasu je interaktivne, intuitivne otdcanie, vyberanie, pridavanie a
zvacSovanie anatomickych 3D Struktur podla vole uZivatela. Jednou z ddleZitych funkcii je aj
prispdsobovanie si prostredia. Rozhodli sme sa pre vesmirny motiv so zaujimavym dizajnom, aby sa
Student citil prijemne. Pre $tudenta, na ktorého by toto prostredie mohlo pdsobit rusivo, sme pridali
moznost zmenit si prostredie na Cisto Cierne, takZe Studované Struktiry maximalne vyniknu. Celd
aplikacia je v anglickom a latinskom jazyku, a je pomocou VR Appstoru dostupna celosvetovo. Na
testovanie vedomosti sme zaradili do aplikacie aj dva druhy testov, ktoré su odmenené bodmi
a zaujimavymi bonusmi, napr. po ziskani urcitého pocétu bodov je Student odmeneny 3D modelom
fonendoskopu vo VR. Nasim ciefom je oZivit u¢enie anatomie, spravit ho zabavnejsie a efektivnejsie.
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Obr.4: Screenshot uZivatelského rozhrania aplikdcie Human Anatomy

Zaver
Z prieskumu, ktory sme urobili pri otvarani VAU na vzorke 16 ludi, z ktorych 75% bolo Studentov 1.
a 2. ro¢nika vyplyva, Ze aplikacia sa po vizualnej stranke paci 100% respondentom.

Ktory ro¢nik studujes na lekarskej fakulte? (16 odpoved
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Paci sa ti vizualna stranka aplikécie? (16 odpoved))

@ Ano
® Nie

TaktieZz 100% respondentov uviedlo, Ze aplikdcia je pre nich intuitivna, o znamena, Ze im nerobi
problém ju ovladat.

Je pre teba aplikdcia dostato€ne intuitivna? (16 odpoved))

@ Ano
@ Nie

Z verzie aplikacie ktort sme Studentom predstavili na zaciatku decembra by sa uz 75% respondentov
dokazalo udit.

Dokazal by si sa ugit z Human Anatomy VR? (16 odpovedi)

® Ano
@ Nie

Po zapracovani pripomienok 25% Studentov, ktory by sa z nej este nedokazali ucit, bude nas vyskum
dalej pokracovat v snahe vytvorit pre studentov ¢o najlepsiu aplikéciu.
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30. Vplyv elektromagnetického pola generovaného zakladriou
telefénu na aktivitu autonomneho nervového systému

Terézia Cervenkovd, Katarina Redhammerova
(vSeobecné lekarstvo, 3.rocnik; vseobecné lekarstvo, 3.rocnik)

Skolitel: MUDT. Rastislav Vazan, PhD.
Fyziologicky Ustav LFUK

Uvod

Coraz viac sme vdneinej dobe obklopeni elektronickymi zariadeniami generujlcimi
elektromagnetické polia (EMP) roznej intenzity. Medzi najrozsirenejsie urcite patria mobilné telefény,
wifi zariadenia a zdkladne bezdrotovych telefénov v bytoch, ktoré produkuju vysokofrekvencné
elektromagnetické Ziarenie, oznacované niekedy tiez ako tzv. elektrosmog. Prirodzene teda vyvstava
otdzka, ¢i umelo vytvorené EMP nemdZu negativne pdsobit na zivé organizmy vratane Cloveka.
Vyskumy v tejto oblasti zahiffaju v sebe sledovanie vplyvov EMP na najréznejsich urovniach, od
molekularnej az po epidemiologické studie, pricom logicky sa predpokladd za zachytitelny skor efekt
dlhodobého pdsobenia EMP. Jednym zo systémov tela, ktory by mohol byt citlivy na pésobenie EMP
je urcite aj autondmny nervovy systém, na sledovanie aktivity ktorého je mozné pouzit tiez analyzu
variability srdcovej frekvencie (HRV — heart rate variability). Praca Bortkiewicza a spol. naznacuje, Ze
dlhodobé vystavenie sa stredno-frekvenénym EMP podas prace mdze viest k zmenam HRV, ktoré
poukazujui na zmeny v autondmnej nervovej reguldcii kardiovaskularneho systému [1].

Vnasej praci sme pomocou HRV skimali mozny akutny efekt kratkodobého pdsobenia
vysokofrekvenéného EMP generovaného zakladriou bezdrétového bytového telefénu (tzv. pevnej
linky) na autonémny nervovy systém.

Material a metodika

Subor dobrovolnikov tvorilo 21 zdravych muzov vo veku 19-24 rokov s BMI 18-27 kg/m>. Meranie
prebiehalo v jarnych mesiacoch, vidy vcase od 8:00 do 10:00. Kazdy dobrovolnik podpisal
informovany suhlas. Dobrovolnici boli inStruovani, aby predvecer a rano pred meranim nepili kavu,
biely, zeleny, Cierny ¢aj, alkohol, energetické a kolové napoje, aby nejedli horku ¢okolddu. Nesmeli
telefonovat dlhsie ako 5 minut a mali sa vyhnut fyzickej aktivite. Dalej si mali dat len lahké rariajky,
vyhnut sa stresu a spat aspofi 7 hodin. Tieto podmienky boli preverené v dotazniku, ktori probandi
vyplnali pred kazdym meranim.

Vlastné merania (zaznam EKG) prebiehali v 2 terminoch (2 rézne dni) pre kazdého ucastnika. Raz bez
pouZitia EMP (kontrolny der) a raz s pouZitim EMP (EMP deri), pricom Ucastnik nevedel, v ktory den
bol generator EMP zapnuty. Hodnoty EMP v experimentélnej miestnosti nepresahovali 5 pW/m? a po
zapojeni generatora EMP (zakladria telefonu Siemens Gigaset S450) jeho hodnoty merané
analyzatorom vysokofrekvenénych EMP — Gigahertz HF 32D presahovali 2000 uW/m?. Poéas zaznamu
EKG UGcastnici nesmeli hovorit, lezali a sledovali relaxa¢né video s relaxatnou hudbou. Cely zaznam
trval vidy 22 minut, pricom v EMP den sme na konci 7. minuty spustili generdtor EMP, ktory bol
potom zapnuty az do konca merania. V kontrolny deri sme pokracovali bez aktivacie generdtora EMP.
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HRV sme analyzovali zo 6-minGtovych Usekov EKG zdznamu pomocou softvéru LabChart AD
Instruments. V nasej Studii sme potom sledovali nasledovné parametre: srdcovu frekvenciu (HR),
RMSSD (square root of the mean squared differences of successive RR intervals), HFnu (high
frequency normalised units), LFnu (low frequency normalised units) a LF/HF (pomer LF a HF).
S uréitym zjednodu$enim mozno povedat, Ze RMSSD a HFnu sU povaZované za ukazovatele aktivity
parasympatiku, zatial ¢o LFnu a LF/HF za ukazovatele aktivity sympatiku.

Pri vyhodnocovani sme porovnavali hodnoty parametrov z drfia merania s EMP a z dria merania bez
EMP, pricom sme vZdy porovnavali hodnoty z prislusnych faz, t. j. hodnoty z Gvodnych faz merania
(oznagené ako bazal). Dalej hodnoty z faz po 7. minite (kedy sa v EMP-deri spustal generator EMP;
oznacené ako early) a hodnoty z faz z konca merania po 7. minute (oznacené ako late). Graficky
znazornené na obr. 1.

Okrem celého suboru probandov sme sa v analyze zamerali aj na podskupiny sympatikotonikov
(definovanych na zéklade priemernej srdcovej frekvencie pocas Uvodnych faz merania — nad 73/min;
n = 7), parasympatikotonikov (pod 59/min; n = 6) a jedincov, ktori sa vdotazniku oznacili za
elektrosenzitivnych (n = 5).

7 min. bazal 15 min. EMP alebo KONTR

b Ak AN J
¥ y W

6min-BAZ . Bmin-E (early) emin-L (late)

Obr.1 Protokol merania s vyznacenim faz vyhodnocovania

Vysledky su prezentované ako priemer t stredna chyba priemeru (SEM). Spracované boli pomocou
Statistického programu GraphPad InStat. Po teste normality rozdelenia dat (test Kolmogorov-
Smirnov) sme pouZili parovy t-test alebo neparametricky parovy Wilcoxonov test. Kritérium
signifikantnosti rozdielov: p < 0,05.

Vysledky

Vsetky nase vysledky su uvedené v tabulke tab.1, z ktorej vidno, Ze sme nezaznamenali Ziadny
signifikantny rozdiel medzi EMP driom a kontrolnym driom, a to nielen medzi fazami bazal (kde sme
to predpokladali) ale aj medzi fazami early a fdzami late (tab.1-Cast A). TaktieZ rozdelenie stboru
probandov na sympatikotonikov (tab.1-¢ast B), parasympatikotonikov (tab.1-¢ast C) atych, ¢o sa
sami povazuju za elektrosenzitivnych (tab.1-¢ast D), neviedlo k odhaleniu signifikantného rozdielu
medzi EMP driom a kontrolnym dfiom v tychto podskupinach.
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Tab.1 Vysledky jednotlivych porovnani pre cely subor probandov, ako aj pre podskupiny
sympatikotonikov, parasympatikotonikov a elektrosenzitivnych

vietci probandi (n=21)
HR (bpm) HE (nu) RMSSD (ms) LF (nu) LF/HF
bazal emp-den kont-dert emp-deit kont-dert emp-deit kont-dei | emp-dei | kont-dei | emp-dei | kont-der
priem + SEM | 66,48+2,07 | 66,2627 | 49,43£3,97 | 50,96%3,79 | 61,0573 | 59,07£7,56 | 46,83+ 4,24 | 4546398 | 1,39£0,32 | 1,34£036
p 0385 06 063 067 073
A [early
priem +SEM | 6574138 | 6572198 | 47,45£3,97 | 46,38+3,72 | 62,75+ 7,66 | 58,59+7,86 | 47,78+ 442 | 50,393,382 | 151£0,37 | 1,54 034
p [ 0,99 | 0,68 | 031 | o044 [ 095
late
priem + SEM | 64,82+1,77 | 64,79+2,02 | 4539+33 | 42,6933 | 62,93+666 | 60,66%7,78 | 51,29+344 | 54,15£3,29 | 152£0,33 | 1,59 026
p [ 0,98 | 0,27 | 0,56 | o027 [ 056
i i HR nad 73/min_(n=7)
HR (bpm) HE (nu) RMSSD (ms) LF (nu) LF/HF
bazal emp-deri kont-defi emp-deft kont-det emp-deft kont-dei | emp-deh | kont-dei | emp-dei | kont-den
priem + SEM | 76,57 +241 | 77,08+2,38 | 44,22+548 | 51,85+7,01 | 3878+6,78 | 3257602 | 52,1457 | 44,44+684| 157057 | 1,13t036
p 034 015 022 013 018
B [early
priem + SEM | 74,39+182 | 7591213 | 4347581 | 37,37+4,03 | 39,18+7,09 [ 3048+4,026] 53,05+588 ] 59,40+ 4,12 | 1,53+0,46 | 1,82+036
p [ 052 [ o009 | 02 | o008 [ 022
[late
priem + SEM | 73,14+2,18 | 7521+2,19 | 48214681 | 4225457 | 47,91+9,66 | 34,15+4,49 | 47,60+ 695 | 54,05+502 | 13004 | 1474031
p [ o037 [ o018 [ o1 [ o1 [ osg
parasympatikotonici _HR pod 59/min_(n=6)
HR (bpm) HF (nu) RMSSD (ms) LF (nu) LF/HF
bazal emp-defi kont-deri emp-deri kont-deri emp-deri kont-deri emp-den kont-deri emp-deri kont-der
priem + SEM | 56,64+096 | 5525137 | 57,07£7,03 | 57,36+644 | 99,70+£9,03 | 92,76+11,32 | 38,21+7,64 | 39,90+ 7,13| 0,80£0,23 | 083024
p 046 096 054 0384 094
C |early
priem + SEM | 57,071,224 | 5590144 | 59,8473 | 57,036,234 |103,43+10,51] 100,63%9,86 | 31,61+ 7,63 | 39,69 645| 061£0,19 | 08002
p [ o055 | o043 | os1 | o35 | o046
late
priem +SEM | 57,2317 | 5504147 | 52,71£528 | 49,38+684 | 9599+7,15 102,34+ 12,41] 4399531 47,67 653 | 094%0,22 | 1,13£025
p [ [ os1 | o33 | o048 [ oa3
elektrosenzitivni (n=5)
HR (bpm) HF (nu) RMSSD (ms) LF (nu) LF/HF
bazal emp-def kont-deri emp-deri kont-deri emp-deri kont-deri emp-den kont-deri emp-deri kont-deri
priem +SEM | 755846 | 71,90+3,74 | 39,6+11,32 | 3560£883 | 41,80+12,89 | 39,96+9,22 |57,67£12,35| 61,09£9,28| 267112 | 28313
o 011 04 067 048 0381
D [early
priem £ SEM | 7397 +3,42 | 70,66+3,24 | 31,48+7,17 | 34,83+10,38 | 36,04+ 10,19 | 39,02+9,37 | 66,07 +7,554 [61,96+10,83] 31012 | 3,02+12
p [ 0,08 | 0,48 | 0,35 | o4 [ 08
late
priem +SEM | 72,84+35 | 70314345 | 3305483 | 3644t8 | 41,26+11,12| 41,3549,72 | 63,97+8,83 | 6044863 | 29812 | 244+098
p [ om | o5 | oss | o5 | o2

HR — srdcova frekvencia; HF - high frequency; LF - low frequency; RMSSD - root mean square of
successive differences. Hodnoty su vyjadrené ako priemer + stredna chyba priemeru (SEM). Hranica
signifikancie p<0.05

Diskusia

V dnesnej dobe stéle viac ludi trpi nespecifickymi symptémami neznameho pévodu ako su bolesti
hlavy, poruchy spdnku, nervozita, poruchy koncentracie a pod. Tieto symptédmy pritom mnohi spajaju
s elektromagnetickym ,,znecistenim” prostredia. Pribudaju tiez ludia, ktori sa povaZuju za
elektrosenzitivnych. Tito uddvaju, Ze v blizkosti elektrickych zariadeni generujtcich EMP alebo pri ich
dlh$om pouZivani pocituju napr. piskanie v usiach, busenie srdca, zavrate, nevolnost, bolesti zubov,
rozostrené videnie alebo iné symptémy [2].

Z nami ziskanych vysledkov je zrejmé, Ze za nasich experimentdlnych podmienok a pri nasej velkosti
experimentalneho suboru, vysokofrekvenéné EMP nemd akdtny vplyv na autondmny nervovy
systém, ktory by bol detekovatelny prostrednictvom metodiky HRV. K podobnym zdverom dospeli aj
Szemerszky a spol., ktori poukazuju na to, Ze kratkodoba pritomnost EMP nema dopad na symptomy
spajané s elektrosenzitivitou a Ze viac symptomov bolo zistenych, ak sa probandi domnievali, Ze EMP
je pritomné. Nevylucuju ani moznost, Zze probandi, ktori uviedli viac symptémov mobhli byt vnimavejsi
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na niektoré senzorické podnety, ktoré spusteniu Ziarenia predchdadzali [5]. Vplyv kratkodobo
posobiaceho EMP vyZarovaného mobilnym telefénom na autondmnu moduldciu srdca nebol
dokazany ani v praci Barutcu a spol., ktori skimali vplyv EMP generovaného mobilnym telefénom na
HRV pocas telefonatu a mimo neho [3], a ani Braune a spol., ktorych meranie vykazovalo pomaly, ale
signifikantny ndarast krvného tlaku avSak vsetky ostatné parametre klesli alebo ostali konstantné.
Analyza ukazala, Ze zmeny tlaku krvi a parametrov neboli zavislé od EMP a teda ani vysledok tejto
prace nepodporuje tvrdenia o vplyve (netermalnych G¢inkov) EMP na ANS u zdravych fudi.[7].
Parazzini a spol. pouZili vo svojom experimente rest-to-stand protokol, aby zhodnotil vplyv EMP na
autonédmny nervovy systém v pokoji a po ortostatickej aktivéacii sympatiku. Nepozorovali sice Ziadny
efekt v lahu avsak zistili signifikantny ndrast hodnét LF parametra a pokles priemerného RR intervalu
pocas pbésobenia EMP. Uzatvéraju, Zze EMP méze zosilnit uz existujucu aktivitu sympatiku, ale inak ho
neaktivuje [6]. Naopak, Andrzejak a spol. vo svojej praci tvrdia, Ze telefénny hovor prostrednictvom
mobilu moéze ovplyvnit autonémny nervovy systém, pri¢om aktivita parasympatiku vzrasta, zatial ¢o
aktivita sympatiku klesa. Prizndvaju vsak, ze zmeny HRV pocas hovoru mézu byt spésobené nielen
EMP, ale mozny je aj priamy vplyv rozpravania na HRV [4]. Zmeny dychania pocas rozpravania naozaj
mozu vyrazne ovplyvnit parametre HRV a efekt by tu mohlo mat tieZ striedanie faz rozpravania
a pocuvania pocas telefonického rozhovoru.

Za hlavnu limitaciu nasho experimentu povaZzujeme maly experimentalny subor, ato najmd po
rozdeleni celého suboru na podskupiny sympatikotonikov, parasympatikotonikov alebo jedincov
povazujlcich sa za elektrosenzitivnych.

Nase vysledky nevylucuji mozné efekty EMP pri dlhodobejsom alebo chronickom pésobeni, ako aj
nevylucuju zmeny v autondmnom nervovom systéme, ktoré nie su detekovatelné prostrednictvom
HRV alebo zmeny vinych systémoch tela. Vzhladom na celospolo¢ensku aktudlnost problematiky
moznych vplyvov rychlo pribidajucich zdrojov EMP na ludské zdravie, bude potrebné aj tejto oblasti
vyskumu venovat néleZiti pozornost.

Zaver

Kratkodobé pdsobenie vysokofrekvenéného EMP generovaného zakladfiou domaceho bezdrétového
telefénu nemd efekt na pokojovu aktivitu autondmneho nervového systému sledovanu
prostrednictvom HRV. Na odhalenie mozZnych vplyvov vysokofrekvenéného EMP bude potrebné
realizovat experimenty s dlhodobej$im vystavenim vysokofrekvenénému EMP, na vacésich
experimentalnych suboroch a s vyuzitim aj dalSich metodik na sledovanie aktivity autonédmneho
nervového systému.
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31. Vplyv kofeinu na ¢innost mozgu
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(vSeobecné lekarstvo, 1.rocnik)

Skolitel: Mgr. Helena Svobodova®, Ing. Erik Vavrinsky, PhD"?
'Ustav lekarskej fyziky, biofyziky, informatiky a telemediciny LF UK, Bratislava; *Ustav elektroniky a
fotoniky, FEI STU, Bratislava

Uvod
Témou nasej studentskej vedeckej odbornej ¢innosti bolo meranie vplyvu kofeinu na ¢innost mozgu
pomocou elektroencefalografu.

Mozog ako Zivda hmota predstavuje pre ludstvo jeden velky neprebadany otaznik a aj to bol jeden z
dévodov, pre¢o sme sa zacali zaoberat danou problematikou.

Ludsky mozog obsahuje viac ne? 10 neurdénov, odhadovany tok informacii do mozgu je 10°b.s " a z
mozgu 10’ b.s " [1]. Na sledovanie elektrickej aktivity mozgu sluzi elektroencefalografia - EEG.

Ludské zdravie je odpraddvna ovplyvriované vonkajsim pdsobenim mechanickych, chemickych,
biologickych a fyzikdlnych faktorov Zivotného a pracovného prostredia a spésobom nasho Zivota.
Jednému z tychto chemickych faktorov (kofeinu) sme sa venovali aj v naSom vyskume.

Kofein (1, 3, 7-trimethylxantin) je purinovy alkaloid, patriaci do skupiny methylxantinov. Je to latka
roznych chuti, spésobujuca fascinujuce deje odohravajuice sa v mozgu. Prirodzene sa vyskytuje v
kavovych a kakaovych bdboch, v listoch ¢ajovnika ¢i v bobuliach guarany, v kole lesklej (popripade v
kole pravej) a v dalSich rastlinach. Kofein vplyva na kazdy organizmus rdzne. Pitie napojov
obsahujlcich kofein ma v urcitej miere pozitivny, avsak na druhej strane aj negativny dopad na
fudsky organizmus. Ovplyvriuje funkcie kardiovaskuldrneho, respiracného, rendlneho a nervového
systému. Ma niekolko mechanizmov Ucinku a patri medzi najrozsirenejSie a najpouzivanejsie
stimuldtory na svete. DokaZze zrychlit alebo naopak spomalit tok informacii v mozgu. Kofeinové
napoje sa pozivaju denno-denne, aviak fudia stale nie su stopercentne oboznameni o tom, ¢o im
kofein v tele sposobuje.

Novodobé 3$tadie poukazuju na to, Ze kofein méze zvysit vykon paméate a to najma pri rieSeni
zdihavych, monténnych a opakujtcich sa loh. Tie? existuju tézy,ze vy$si prijem kofeinu méze naopak
zniZit vykon, kvéli nadmernej stimuldcii [2].

Priemernda konzumacia kavy je 3-5 $alok za den, ¢o pred nds stavia otazky. Ako velmi dané mnozZstvo
ovplyviuje fudsky mozog? Ma kofein pozitivne ucinky? Z dlhodobého hladiska, neposkodzuje nasu
pamat?

Material a metodika

Pre stanovenie vplyvu kofeinu na mozog ¢loveka sme vySetrovanym osobam podavali kavovy napoj
(18 g kavy v 3 dcl vody) a vysetrovali sme jeho vplyv na pamét a pozornost. Doposial sa experimentu
zUCastnilo 6 0s6b (3 boli muzi a 3 Zeny, vo veku 25,77 rokov), ktoré vykonavali vybrané
psychologické testy [3]: (test na pamit ,Pexeso”, testy na pozornost ,Hladaj pary” a ,Pozornost
5x5A). Tieto testy robili bez uZitia kofeinu a nasledne 45 minut, resp. 100 minut po pofZiti kdvového
napoja. Pocas testu bola zaznamendvana ich mozgova aktivita a samotné ¢asové vysledky uloh.
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Na zdznam EEG sme vyuiZili bezdrétovu helmu ,,Emotiv Epoc” [4], ktora prendsa merané data cez
bluethooth priamo do PC.

Na online zobrazenie a ukladanie meranych dat sluzi priloZzena aplikacia ,EmotivControlPanel”. Na
naslednl analyzu sme vyuZili program Labchart 7 [5]. Tento program bol vyvinuty na komplexnu
analyzu fyziologickych premennych. V nasom konkrétnom pripade sme vyuZili najma nastroj na
spektralnu analyzu jednotlivych zloziek mozgovych vin ,,Spectrum + Total power a Data pad”.

Analyza bola nasledne Statisticky spocitana v Excely.

Z tejto komplexnej analyzy sme sa napokon zaujimali o Uroven zlozky alfa a beta vin a ich pomeru k
celkovej zlozke EEG spektra.

Vysledky

V tychto prvotnych testoch sme si davali za Ulohu hlavne overit meracie zapojenie, vypracovat
podrobny postup merania, navrhnat metodiku spracovavania dat a vytypovat vhodné centra mozgu,
kde bude vplyv kofeinu preukdzatelny. Z celého mozgu (telencefalonu) sa zatial najzaujimavejsie
vysledky ukazuju na frontdlnych a temennych lalokoch.

Frontalne laloky su sucastou mozgovych hemisfér. SU zodpovedné za vykonné funkcie, myslenie,
planovanie, organizovanie, uvazovanie, rozhodovanie, pamat na priestorové ulohy a riesenie
problémov.

Temenné laloky su taktieZ si¢astou mozgovych hemisfér, nachadzaju sa v parietalnej oblasti a su
zodpovedné najma za priestorovy pamat [6].

Podrobne sme zatial stihli spracovat tieto data iba pri teste na pamat a po 45 minudtach od pofzitia
kofeinu. Testy na pozornost a po 100 minutach st aktualne spracovévané.

Utitim kavy po 45 min stipne celkova aktivita (pozadie) mozgovych vin vo frontalnom laloku o 55%,
pricom alfa aj beta viny zostdvaju priblizne na rovnakej trovni. Zaujimavym vysledkom je rozli¢cné
spravanie lavej a pravej hemisféry. Na lavej hemisfére stipnu o 32% a na pravej az o 88%. To suvisi
zrejme s tym, Ze pamét a exekucia su sUstredené dominantne v pravej hemisfére.

Dalia vyraznd zmena nastdva v temennom laloku, kde pri zachovani alfa a beta Urovne celkova
aktivita mozgovych vin klesa priblizne na polovicu (51,4%), pricom nebadat zasadnejsi rozdiel medzi
favou a pravou hemisférou, ¢o suvisi s rovnomernou distribuciou priestorovej pamate v lavej a pravej
hemisfére.

TaktieZ je badatelny rozdiel medzi muzom a Zenou v ¢elovom laloku, stvisi to s ré6znou efektivitou
pamate pohlavia pre dany test (pexeso). U Zien v ¢elovom laloku klesla ¢innost lavej ¢asti z 81,2% na
73,8% (po poziti kofeinu), ¢o nepredstavuje az taky enormny rozdiel a na pravej casti klesa aktivita
mozgu zo 74,6% pred poZitim kavy na 47,5%. V favom celovom laloku u muZov vzrastla aktivita zo
65,5% na 83,85% a v pravom laloku klesla z 52,45% na 46,05%. Vysledné priemerné hodnoty rozdielu
efektivity pamate v ¢elovom laloku su: pred pozitim kdvy u muzov 58,98% a u Zien 77,9% a po 45 min.
u muZov 64,95% a u Zien 60,65%. Kde pozorujeme zvysenie aktivity pozadia u muZov a klesanie u
zZien.

Diskusia
V nasej odbornej praci sme sa snazili objasnit vplyv kofeinu na &innost mozgu. Po vykonani prvych 6-
tich takzvanych skusobnych merani, sme stanovili predbeini metodiku, ktorej sa budeme chciet
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drzat po celd dobu vyskumu. Predbeind metodiku sme vyhotovili na zdklade doposial
zanalyzovanych Uloh na pamat (pexeso) pred poZzitim kdvy a po 45 minutach.

Zo zatiatku sme mali dojem, Ze budu alfa aj beta mozgové viny vyrazne kolisat, avSak opak bol
pravdou, viny si udrZiavali priblizne podobni hodnotu s minimdalnymi posunmi. Aspekt, ktory
spdsoboval stipanie aktivity mozgu bolo najmi pozadie mozgovych vin (celé frekvenéné spektrum).
Detailné vyhodnotenie alfa a beta vin celého mozgu ndm ozrejmilo to, 7e kofein ovplyvriuje vo vi&sej
miere aktivitu tych ¢asti mozgu, ktoré su zodpovedné za pamat pri priestorovych ulohéach, ¢ize pravu
hemisféru vo frontélnej oblasti a obe hemisféry v temennej oblasti.

V pravom frontalnom laloku stdpne aktivita celého spektra vin takmer na dvojnasobok. V temennom
laloku sa odohraval naopak pokles celkovej aktivity mozgu skoro na polovicu, pricom aktivita alfa a
beta vin, &ize efektivita riedenia Uloh oboch spominanych centier zostava zachovana. Do popredia
taktiez mozeme vyzdvihnut rozdielnost efektivity mozgu u dvoch réznych pohlavi. Zatial sa ndm to
podarilo zistit po analyze pamatového testu.

Sucasne s meraniami mame v plane sledovat aj krvny tlak pomocou oscilometrickej metddy, pulz
(pulzoximetrom) a dychanie, z dévodu prisunu moznych doplfiujucich vysledkov.

Plany do dokoncenia vyskumu:

1. Popri pozorovani alfa a beta vin, by sme chceli v nasledujucich experimentoch rozirit
meranie o meranie krvného tlaku (oscilometrickou metddou), pulzu (pulzoximetrom) a
respiracie (hrudnym pasom) pred vypitim kavy, po 45 minutach a findlne aj po 100 minutach.

2. Okrem uZ spominanych kofeinovych ndpojov planujeme skimat aj vplyv analgetik na
intenzitu mozgu. Dana idea vyplyva, z poznatku, Ze majorita analgetik obsahuje vo svojej
Strukture vo velkej miere zastupeny kofein. Predpokladana metodika by bola z dostatoc¢ne;j
miery podobnd konceptu, ktorym sa snazime uskutoériovat vyskum doposial. Vysetrovanym
osobam by sme podali analgetika s lieCivom nazyvanym Paracetamol a to bud Paralen Extra (
s vysokym obsahom kofeinu) alebo Panadol Extra, Coldrex Tablety a Valetol Tablety (kde je
zastupenie kofeinu vyrazne nizsie). TaktieZ by stdlo za zamyslenie porovnat Panadol Extra,
ktory obsahuje (500 mg paracetamolu a 65 mg kofeinu v jednej flmom obalenej tablete) s
Coldrex Tablety, ktory obsahuje lieciva (paracetamol 500 mg, fenylefriniumchlorid 5 mg,
kofein 25 mg, monohydrat terpinu 20 mg, kyselina askorbova obalena etylcelul6zou 38 mg,
¢o zodpoveda kyseline askorbovej (vitamin C) 30 mg v 1 tablete) a s Valetol Tablety
obsahujucim liecivd (300 mg propyfenazénu (propyphenazonum), 150 mg paracetamolu
(paracetamolum) a 50 mg kofeinu (coffeinum) v 1 tablete) [7] [8] [9]. Rozhodujlcu tlohu by
hralo mnoZstvo kofeinu. Prikladéme odbornu literatiru, ktord nam dopomohla k danym
postupom [10] [11].

Podporené ciastocne grantom APVV-15-0763.
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32. Vyuzitie keramiky v klasickej 3D tlaci a bioprintingu
Lucia Krupanova
(zubné lekarstvo, 6.rocnik)

Skolitel: MUDT. Andrej Thurzo, PhD., MPH, MHA
LF.KSMCh — Klinika stomatolégie a maxilofacidlnej chirurgie LF UK a OUSA

Uvod

Stomatologicka lie¢ba straty zubov, ako aj maxilofacidlneho skeletu predstavuje aj v dnesnej dobre
znacny klinicky problém. V sucasnosti je oSetrenie defektného chrupu moZné pomocou réznych
protetickych nahrad alebo pomocou implantatov. Tie viak maji obmedzené indikacie. Ziadny
z tychto spésobov nepredstavuje plnohodnotny spdsob nahrady defektu.

Z tohto dovodu su ciele zubného tkanivového inZinierstva zamerané na hladanie nového spésobu
liecby. Tato praca je zamerand na material, ktory by mohol byt klu¢ovy nielen pre zubné tkanivové
inZinierstvo, ale aj pre nahrady maxilofacidlneho skeletu. Tymto materidlom je keramika, ktord ma
v sucasnosti bohaté stomatologické vyuZitie. Snahou je vyufZitie jej pozitivnych vlastnosti v este Sir3ej
stomatologickej praxi. Co sa tyka vyroby, $iroké moznosti vyroby a pouzitia mdze priniest 3D tlac.

3D tla¢ vychadza z CAD dat. Rozdielom je, Ze materidl sa postupne pridava, nie obrdba, resp.
Odoberd, jako je tomu pri frézovacich systémoch, zcoho hned vyplyva niekolko pozitivnych
vlastnosti, ako Uspora materialu, ale aj Uplne nové tvarové moznosti vysledného produktu.

Prave 3D tla¢ keramiky, ktorej sa bude tato prava hlbsie venovat, by mohla byt prinosom aj pre
terapeutické rieSenie strat zubov a maxilofacidlneho skeletu.

Material a metodika

Prvotnou Ulohou bolo namodelovanie 3D modelu scaffoldu na zaklade zadania scaffoldu o rozmeroch
10x10x3mm s pérovitostou 0,3mm a hribkou stien 0,2mm. Po namodelovani scaffoldu som stanovila
material, z ktorého sa mal scaffold vytladit. Po analyze jednotlivych materialov a ich vlastnosti, resp.
mozného pouZitia v orofacidlnej oblasti som sa rozhodla pre kombinaciu materidlov hydroxyapatitu
a trikalciumfosfatu v pomere 50:50. Ohladne tlaée sme oslovili firmu Lithoz s pomocou doc. Ing.
Radovana Hudéka, PhD. as MUDr. Andrejom Thurzom, PhD., MPH, MHA. Firmu som navstivila a po
prehliadke pracoviska a oboznameni sa s ich fungovanim sa spustil proces 3D tlace. V nasledujucich
drioch sa prebehlo vysterilizovanie scaffoldov a s pomocou RNDr. Lubosa Dani$ovi¢a PhD. uskutocnilo
testovanie scaffoldov.

Vysledky

Namodelovanie 3D modelu scaffoldu

Vyber materidlu scaffoldu

Vybrala som si kombinaciu hydroxyapatitu a trikalciumfosfatu v pomere 50:50.

Hydroxyapatit je material, ktory je svojou anorganickou ¢astou velmi podobny kosti. Preto je Siroko
pouZivany v kostnej regenerécii [1]. Ztoho vyplyva jeho vlastnost biokompatibility. Ako sa Ing.
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Radovana Hudaka, PhD. vyjadril, jeho negativnou strankou moze byt jeho krehkost. Z toho vyplyva
mozny problém, napriklad pri pouZiti ako implantatu. Hrozi prasknutie, pacient si musi davat vacési
pozor.

Trikalciumfosfat ma pozitivne vlastnosti podobné s hydroxyapatitom, asice biokompatibilitu
a osteokonduktivitu. Vyskytuje sa v dvoch fazach, a a B. Tieto fazy maju identickd chémiu, ale rézne
krystalové struktury. Obe fazy st menej stabilné ako HAP a teda rozpustnejsie vo vodnom prostredi.
B-TCP je povazovany i za osteokonduktivny, i za osteoinduktivny a vzhladom k nizkej medzifazove;j
energii vzhlfadom na apatit, mdZe spdsobit precipitaciu apatitovej vrstvy po kultivacii vo vodnych
idnovych roztokoch. B-TCP bol pouZity vo vacsej miere v kostnej regenerdacii ako a-TCP. Ing. Radovan
Huddk, PhD.: ,,Avsak narozdiel od hydroxyapatitu je viac degradovatelny. My potrebujeme odhadnut
tas, kedy ma byt scaffold degradovany, aby sa tkaniva stihli vytvorit, resp. prerast. Je teda potreba

Tieto dva materidly som si teda vybrala v snahe spojit ich pozitivne vlastnosti.

Tlac a vytvrdzovanie 3D modelu - firma Lithoz

Pripravna faza:

Firma Lithoz ako vyvojar, vyrobca a distributor strojov a materidlov pouzivanych na tvorbu 3D tlace
vyvija isvoj vlastny software, ktory slizi ako vstupnd brana ku samotnej tladi. Parametre, ktoré sa
nastavili, boli prispdsobené konkrétnemu materidlu — vtomto pripade to bola zmes materidlov
hydroxyapatitu a trikalciumfosfatu v pomere 50:50.

Po priprave materialu nasledovala priprava stavebnej platformy, na spodok ktorej naniesli emulziu,
ktora sluZila ako pojitko na udrZanie samotného modelu na platforme. Takto pripravenu platformu
vloZili do stroja CeraFab.7500.

V sucinnosti s tymito krokmi bola vioZzenda do stroja nadoba so stavebnou emulziou, ktora sa rozliala
na rotacnu vanicku. Zospodu pristroja, kde je umiestneny svetelny zdroj, ktory po prilepeni stavebne;j
platformy na tekutl vrstvu osvetli (vytvrdi) konkrétnu vrstvu v priereze modelu. Po zhasnuti svetla
(vytvrdeni) sa stavebnd platforma zdvihne o hrubku jednej vrstvy a process sa opakuje (obr. 1).
Tladilo sa 10 modelov na jednej stavebnej doske.

Po zhruba Siestich hodinach sme mali hotové tzv. “green parts”, ktoré boli stale ,nalepené”
na stavebnej platforme a nemali poZadované mechanické, ani geometrické vlastnosti. Diely boli
drsné, nerovné a skoro vébec sa nepodobali namodelovanym CAD datam. Samotnu podobu nam
zarucil postprocesing dielov pozostavajuci z chemického a jemného mechanického Cistenia
prebytoénych obrysovych ploch dielov, ktoré museli v prvom rade odstrénit zo stavebnej platformy.

Takto vyhotoveny “green part” musel aZ do procesu sinterovania (vytvrdzovania) zotrvat v miestnosti
so $pecidlnym Zltym svetlom, ktoré zaruovalo, Zze material nebude samostatne degradovat. Po
nadstaveni optimalnych parametrov vytvrdzovacej pece boli diely do nej vloZzené a vytvrdené.

Sterilizacia scaffoldov
Takto zhotevené scaffoldy boli nasledne vysterilizované y Ziarenim v RuZinovskej nemocnici v
Bratislave.

Kultivacia buniek
V experimente boli pouzité fudské diploidné fibroblasty B-HNF-1, ktoré boli poskytnuté Ustavom
lekarskej bioldgie vdaka RNDr. Danisovicovi.
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Testovanie cytotoxicity materialov

Na testovanie cytotoxicity materidlov bola pouZitd metdda priameho kontaktu. Vsetky testy boli
vykonané v triplikatoch. Scaffoldy boli umiestnené do kultivacnych platni (24 jamkové) a boli premyté
kultivaénym médiom. Po jeho odsati bolo pridané nové kultiva¢né médium. Ndasledne boli scaffoldy
kultivované 48 hodin pri teplote 37 2C. Po 48 hodinach bolo z kultivacnych platni odsaté kultivacné
médium a nasledne boli na scaffoldy vysiate fibroblasty B-HNF-1.

Tymto testom sme zistili, Ze nami testované materialy boli netoxické, bunky adherovali na ich povrch
vratane okolia a nepozorovali sme signifikantné zmeny na bunkach.

MTT- proliferacny test

Scaffoldy boli pripravené spésobom uvedenym vyssie. Boli na ne vysiate bunky a po 24, 48 a 72
hodinach bolo kultivacné médium odsaté a pridané cerstvé kultivatné medium. Po 3 hodinach
kultivacie bola bunkova priliferacia analyzovand na zaklade farebnej zmeny pomocou
spektrofotometra. Absorbancia bola merana pri vinovej dizke 490 nm. Ako negativnu kontrolu sme
pouzili bunky bez scaffoldu.

Proliferacny test MTT preukazal, Ze testované scaffoldy neovplyviovali proliferaciu fibroblastov B-
HNF-1. Pri vietkych meraniach dosahovali hodnoty kontrolnej skupiny.

Obrazova priloha

Obr. 1 Pracovny priestor stroja CeraFab 7500. Zdroj: autor
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Obr. 2 3D scaffold. Zdroj: autor

Obr. 3 Reprezentativna mikrofotografia scaffoldu a buniek. Zdroj: RNDr. Lubo$ DaniSovi¢

Diskusia

Podstatou tejto prace bolo navrhnut biokompatibilny nosi¢, resp. v mojom pripade keramicky
scaffold, na ktory mézu kmenové bunky adherovat, rast, mnoZit sa atak postupne nahradzat
stratené tkanivo, ato &i uz makké tkanivo, kostné alebo zubné tkanivo. Z toho vyplyva moznost
vytvorenia idedlnej biokompatibilnej nahrady defektu.

Scaffold, resp. materidl z ktorého je vytvoreny, musi byt netoxicky, biologicky odburatelny
a biokompatibilny [2]. Pérovistost, povrchovéd Struktira pérov, velkost a konstrukénd pevnost su
nemenej ddlezité. Scaffold nespliia len mechanickd funkciu, ale podporuje aj zachytavanie buniek, ich
priliferaciu a diferencidciu.
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Konkrétne kombinacia trikalciumfosfatu a hydroxyapatitu méze byt velkym prinosom pre medicinske
vyuZitie. Oba tieto keramické materidly vsebe nesu pozitivne vlastnosti pre pouzitie ako
osteokonduktivita, vstrebatelnost a biokompatibilita.

Moznym negativom keramiky moze byt riziko vzniku toxicity tohto materidlu po potrebnom
vytvrdeni. V naSom pripade sa ale material po vytvrdeni toxickym nestal a takisto nebola ovplyvnena
proliferacia fibroblastov B-HNF-1, &im by sme mohli mozné negativum tohto materialu vyvrétit.

Pre postupné nahradenie strateného tkaniva scaffoldom spolu s bunkami je potrebna postupna
degradacia scaffoldu, resp. materialu, ktory ho tvori, aby sme aj tymto spésobom predisli vytvorenie
biofilmu. Je ale potrebné odhadnut ¢as, kedy ma byt scaffold degradovany, aby vznikajuce tkaniva
stihli defekt prerast, resp. aby sa vObec stihli vytvorit. Hovorime o tzv. potrebe regulovanej
degradacie, ktord je vo vacSine pripadov Ziadand v ¢asovom horizonte 12-24 mesiacov. Aj pre
dosiahnutie tejto vlastnosti, resp. schopnosti je spojenie hydroxyapatitu a trikalciumfosfatu vyhodné.
Trikalciumfosfat je degradovatelny viac ako hydroxyapatite, ktory je stabilnej$i a menej rozpustny.

Prdca bola vypracovand s podporou projektu APVV-14-0294 s ndzvom "Vyroba a testovania ndhrad
tvrdych tkaniv na mieru z hydroxyapatitu (HA) technolégiou 3D tlace” , zodpovednym vedicim
projektu je doc. Ing. Radovan Huddk, PhD., Katedra biomedicinskeho inZinierstva a merania,
Strojnicka fakulta Technickej univerzity v Kosiciach.
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Uvod

Hereditarne onkologické syndrémy (HOS) vo vSeobecnosti tvoria 5-10% pripadov zo vsetkych
nadorovych ochoreni a vyzna€uju sa autozomdlne dominantnou dedi¢nostou s nedplnou
penetranciou. Ich charakteristickymi klinickymi znakmi sd napr. viacndsobny vyskyt nadorového
ochorenia v rodine, nizky vek v ¢ase diagndzy ochorenia, pritomnost duplexnych alebo bilateralnych
foriem malignit, ¢i typické histopatologické charakteristiky. Medzi typické a najfrekventovanejsie
dedi¢né onkologické syndrémy patria napr. hereditarny karcindm prsnika a ovarii (HBOC),
hereditarny nepolypdzny karcindm kolorekta (HNPCC), hereditarny difizny karciném Zzalidka a iné.
S hereditarnymi onkologickymi syndrémami su asociované patologické varianty vo vysoko, stredne
a nizkopenetratnych génoch, ktoré sa odliSuju vyskou rizika na vznik nadorového ochorenia. Ako
modelovy priklad vplyvu rizikovych faktorov prezentujeme HBOC syndrém. V ramci aktudlnych
trendov sa coraz viac do popredia v diagnostike dostavaju techniky masivneho paralelného
sekvenovania, ktoré asi ako jediné dokazu komplexne testovat viaceré HOS naraz a svojimi vyhodami
ako komplexnost, rychlost afinancna naroénost predstavuju relevantnd alternativu ku klasickym
postupom. Pripady karcindmu prsnika a ovarii, ktoré nesi mutdcie v génoch BRCA1/2 tvoria 5-10%
vsetkych diagnostikovanych pripadov tychto ochoreni (1). Mutécie v génoch BRCA1/2 su zodpovedné
za 20-25% hereditarnych pripadov karcindmu prsnika, priCom su zdroven povaZované za gény
s vysokou penetranciou pre vznik neoplazii prsnika a ovarii (2).

Material a metodika

Jednotlivé vzorky DNA boli izolované z periférnej krvi pomocou plne automatizovaného spdsobu
izolacie na pristroji Magnesia“16. Pomocou kitu BRCA Hereditary Cancer MASTR Plus (Multiplicom),
ktory zahffia 26 génov asociovanych s HOS bola pripravend PCR kniZnica, ktora bola nasledne
analyzovana na pristroji MiSeq (lllumina).

Vysledky

V radmci skupiny pacientov s HBOC sme analyzovali celkovo 71 rodin. Probandi boli selektovani na
zéklade viacerych kritérii t.j.: sila rodinnej anamnézy, vek v ¢ase diagndzy malignity, pritomnost
asociovanych typov nadorov avyskyt karcindmu ovarii. Celkovo sme vo vySetrovanom subore
pacientov identifikovali 10 patologickych variantov, ¢o predstavuje frekvenciu 14,1%. Zo suboru rodin
sme vybrali 7 rodin, v ktorych sme detegovali vzacne varianty v asociovanych génoch vo vzorkach,
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ktoré boli negativne na pritomnost BRCA mutacii. Prva kazuistika prezentuje rodinu s identifikovanou
nonsense mutaciou (p.Q439X) v strednepenetrantnom géne CHEK2. V ramci druhej kazuistiky by sme
pribliZili rodinu s identifikovanou mutdciou (p.G245S) v géne TP53. V tretej vySetrovanej rodine sme
detegovali variant (p.K219S*fs16) v géne NBN. V ramci Stvrtej rodiny sme u probandky identifikovali
patologicky variant (c.8395del10) génu ATM a moderujlci nizkopenetrantny variant p.I1157T v géne
CHEK2. Piata kazuistika sa tyka variantov (c.158G>A a c.3475T>C) identifikovanych v génoch BARD1
a PALB2, ktorych proteiny su interakénymi partnermi BRCA proteinov. Posledna kazuistika sa
prezentuje rodinu s identifikovanym variantom (p.E293X) v géne STK11.

Diskusia

Celkovo sme vysetrili uvedeny panel 26 reparacnych génov v 71 rodinach, pricom sme identifikovali
mutédcie mimo BRCA1/2 génov v 10 z nich, ¢o prestavuje frekvenciu 14,1%, ¢o koreluje s idajmi
uvedenymi v dostupnej literature, kde je frekvencia vyskytu variantov uvadzand v rozmedzi 5-10%.
Prvou prezentovanou kazuistikou je rodina s identifikovanou nonsense mutaciou v géne CHEK2.
Mutacie v tomto géne su v literatire popisané najma v pripadoch karcindmu prsnika a maligneho
melanému, ¢o je v koreldcii s Udajmi o nasej analyzovanej rodine, kedZe sme variant identifikovali
v rodine s vyskytom karcindmu prsnika a maligneho melandmu. Nonsense mutdcie v uvedenom géne
sa vyskytuju pomerne vzacne, v dostupne;j literattre su popisané iba 4 typy takychto variantov (3),
pri¢om v slovenskej populacii sme doteraz identifikovali dve unikdtne mutacie tohto typu. V rdmci
druhej kazuistiky sme wvybrali rodinu s detegovanou mutaciou v HBOC vysokopenetrantnom
tumorsupresorovom géne TP53. Mutdcie v tomto géne su asociované najma s Li-Fraumeni
syndromom, s vyskytom sarkdmov, nadorov mozgu, avsak aj tumorov prsnika vo velmi mladom veku.
V prezentovanej rodine koreluje vyskyt karcindmu prsnika v mladom veku s osobnou anamnézou
probandky s nadorom prsnika diagnostikovanom vo veku 29 rokov, pricom u matky probandky bol
diagnostikovany uZ v 26 rokoch. U matkinych rodicov evidujeme taktiez vyskyt nadorovych ochoreni
avsak vo vy$som veku (66 a 46 r.). Teoreticky tak méZeme uvazovat aj o vzniku de novo mutacie u
probandkinej matky. De novo mutacie v géne TP53 su v literatlre popisané, Gonzales a kol. (2009)(4)
reportuje v 7%-nu frekvencii uvedenych zmien. V rodine s vyskytom vylu¢ne karcindmu prsnika sme
detegovali deleény patologicky variant v géne NBN. Podla Uzunoglu a kol. (2016) (5) su mutacie v
NBN géne asociované najma s vyskytom karcindmov prsnika. Prezentovany patologicky variant je
podla ceskej publikdcie autorov Seemanova a kol. (2007)(6) povaZovany za Specificky slovansky
founder variant. Vramci 4. kazuistiky by sme chceli poukazat na moznu pritomnost viacerych
variantov so strednou/nizkou penetranciou. U testovanej probandky s diagnézou karcindmu prsnika
sme identifikovali 2 varianty, ato deléciu v géne ATM a kontroverzni missense mutaciu v géne
CHEK2. Zaujimavostou je, Ze v ramci rodinnej anamnézy evidujeme v rodiovskej generdcii
pritomnost tychto variantov u kazdého z rodi¢ov a ich spojenie sa v dalSej generacii, ktoré sa
prejavuje pritomnostou karcindmu prsnika. Spominany ATM variant bol identifikovany aj v britskej
populacii a pomerne vzdialenej brazilskej populacii. Druhy detegovany variant p.I1157Tv géne CHEK2
je v literatdre naopak reportovany pomerne diskutabilne. Podla Udajov v dostupnych databézach je
oznacovany ako potencidlne patologicky, avsak podla niektorych literdrnych zdrojov naopak ako
benigny (7). Piata kazuistika prezentuje dalsi diskutabilny a nie celkom dorieseny pripad pritomnosti
dvoch potencialne patologickych variantov v nizkopenetrantnych génoch BARD1 a PALB2. Oba gény
kéduja interakéné proteiny pre BRCA1/2 proteiny. Missense variant c.158G>A v géne BARDI1 nie je
popisany v dostupnej literatdre, ani databdzach avsak je lokalizovany v konzervovanej cystein bohatej
doméne, ktord zodpoveda za sprdvnu vazbu s proteinom BRCA1. Spominana mutdcia je analégiou k
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BRCA1 patologickému variantu p.C51G, ktory je druhym najcCastejSie detegovanym BRCA1
patologickym variantom v strednej Eurépe. Analogicky teda predpokladame kauzalny klinicky dopad
uvedeného BARDI variantu, najma vzhladom na jeho lokalizaciu v mieste vazby s BRCA1 proteinom.
U testovanej probandky sme vsak identifikovali aj missense variant v géne PALB2, ktory bol viacerymi
softvérmi predikovany ako potencidlne patologicky. Zaujimavé je, Ze v nasom analyzovanom subore
sme doposial neidentifikovali Ziadnu inzeréno dele¢ni mutaciu v géne PALB2, pricom vsak v susedne;j
Ceskej populacii je frekvencia spominanych mutdcii na rovnakej urovni ako frekvencia patologickych
variantov v géne BRCA2 (8). Posledna prezentovana kazuistika pojedndva o nonsense mutacii v géne
STK1/LBK1, ktorého mutdcie sU asociované svyskytom pomerne vzacneho Peutz-Jeghersovho
syndréomu. Celkovo sme vySetrovali na pritomnost mutacii v STK11 uZ 7 rodin, avSak kauzdlnu
mutaciu sme dokazali iba v tomto jednom pripade. Mutacna frekvencia tak predstavuje len 14,3%, ¢o
je vyrazny rozdiel oproti literdrne publikovanym udajom na urovni 70-90%, ¢o pravdepodobne suvisi
s komplexnejsim posudzovanim indikacii v zahranici (9). V nasom laboratériu sekvenujeme paralelne
gény BRCA1 a BRCA2 av pripade negativity po selekcii u vzoriek analyzujeme panel 26 reparacnych
génov. Pri panelovom sekvenovani je Standardne identifikované velké mnoZstvo DNA variantov.
Preto je nevyhnutné klast déraz na proces klinickej interpretacie variantov, o sa v3ak spaja s
problémami ako napr. nedostatok relevantnych databaz, ¢i kontroverzné predikcie softvérov.
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Uvod

Environmentélny hluk byval ¢asto oznacovany ako ,zabudnuty polutant”. V suc¢asnej modernej
spolocnosti sa vSak ukazuje ako vyznamny rizikovy faktor Zivotného prostredia a zdravia, ktorému je
potrebné venovat vacsiu pozornost. Tento negativny faktor Zivotného prostredia sa odlisuje od inych
Skodlivin tym, Ze sa jeho hladiny stale zvySuju a posobi na ¢loveka neustale, teda aj v ¢ase uréenom
na relaxdaciu ako napriklad pri spanku. Socidlna expozicia je momentalne velkym problémom, najma
u dospievajucich a mladych dospelych.

Rozne volno casové aktivity (Casté pocuvanie hudby vysokej hlasitosti cez osobné hudobné
prehrédvate (OHP) a pravidelnd ndvsteva podujati s vysokou hlukovou expoziciou), mdézu mat na
jedincov sluchové (docasny alebo trvaly posun prahu sluchu, strata sluchu), alebo nesluchové ucinky
(annoyance, poruchy spanku, nervozita, podrazdenie, vysoky krvny tlak) (1, 2, 3, 4).

Dlhodobd  expozicia  pri  hladindich A  environmentdlneho  hluku  (najmd  hluku
od dopravy) v rozmedzi 60 - 90 dB méZe vyvolat neSpecifické reakcie celého organizmu, hlavne v
sfére vegetativnej, endokrinnej a regulacnej a s tym savisiace poruchy (5).

Ciefom Studie bola analyza socidlnej expozicie hluku v skupine 20-25 rocnych Studentov
vulnerabilnych vodi rusivym a obtaZujicim zdrojom hluku v exteriéri a interiéri. Vysledky poukazali na
vyznamnost hluku z cestnej premavky a socidlneho hluku, ako aj
na potrebu prevencie a intervencie v tychto vulnerabilnych skupin.

Material a metodika

PouZili sme validizovani metodiku subjektivneho hodnotenia ruSenia a obtaZovania
(tzv."annoyance"), poruch spanku a psychosocidlnej pohody vo vztahu k hlukovej expozicii.
Respondenti vypliiali validizovany ,Dotaznik o obta%ovani hlukom“, kde sa pomocou
5-stupriovej Skdly vyjadrovali k jednotlivym otazkam, tykajucich sa sluchovych a nesluchovych
uéinkov vyplyvajucich z hlukovej expozicie. Zamerali sme sa najmi na rudenie spanku, obtaZovanie
hlukom z roéznych zdrojov a na interferenciu s beznymi dennymi aktivitami. Na zadklade udajov
ziskanych z cieleného validizovaného dotaznika sme hodnotili environmentalne, behaviordlne a
psychosocidlne faktory u Studentov s trvalym alebo prechodnym bydliskom v Bratislave.

Pri odhade expozi¢nej davky sme pouzili metodiku podla Portnuffa (6, 7). Respondenti subjektivne
hodnotili intenzitu a frekvenciu expozicie osobnych hudobnych prehravacov (OHP). Zistovali sme, aky
typ sluchadiel preferuju (zasunuté do usi, alebo
s mostikom) a pri akej hlasitosti pocuvaju svoje OHP. Takisto hodnotili ako ¢asto navstevuju podujatia
s vysokou hlukovou expoziciou (napr. rockové koncerty, diskotéky, Sportové podujatia) a ako casto
robia hluéné domdce prace a ¢i hraju na nejaky hudobny nastroj.
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Vo vyskume sme pouZili aj metddu objektivizacie priamym meranim hladin zvuku pomocou
analyzatora zvuku novej generacie s modulom pre frekvenénu analyzu, integrujucim zvukomerom
Briiel-Kjaer typu 2250. Merania sme robili v exponovanej (SD Druzba, Botanicka ulica) a kontrolnej
lokalite (3D L. Stura, Mlynska dolina).

Na zdver sme zabezpeclili v spolupraci s ORL 3pecialistom pre respondentov audiometrické a
tympanometrické vySetrenia na Poliklinike Mytna v Bratislave. Pri vySetreni bol pouZity diagnosticky
digitdlny audiometer MAICO MA 52, s ktorym sme stanovili prah sluchu pre Cisté tony.

Na vyhodnocovanie vysledkov sme pouZili metddy deskriptivnej, bivariantnej a multivariantnej
Statistiky na zistenie vzdjomnych asociacii medzi faktormi Zivotného Stylu, psychosocidlnymi,
biologickymi, behavioralnymi a environmentalnymi faktormi a Statistické programy Epi Info™, Verzia
7,1,1,1, 2013 a S-Plus 6,0.

Dotazniky ako aj objektivne vysetrenia boli dobrovolné pre kazdého z oslovenych. Uéastnik $tudie
zaroven udelil suhlas s pouZitim informdcii na vedecké ucely.

Vysledky

Monitorovanie hladin akustického tlaku ukazalo, Ze v exponovanej lokalite su zvy$ené hladiny nad
narodné a medzindrodné limity najma v popoludnajsich hodinach v ¢asovych intervaloch od 17:00 do
18:00 a 20:00 do 21:00 (Laeq=67,6; 64,7 dB). Hladiny akustického tlaku v kontrolnej oblasti boli
vyznamne nizsie (p<0,001) (Laeq=53,4; 54,3 dB).

Stadie sa zucastnilo 837 vysokoskolskych $tudentov (256 muzov a 581 Zien, priemerny vek 23,09
2,23) s trvalym, alebo prechodnym bydliskom v Bratislave. 267 respondentov byvalo v studentskom
domove exponovanom hlukom z cestnej dopravy a 570
v kontrolnej, tichej lokalite. Z celkovej vzorky 663 (79,2%) Studentov uviedlo, Ze pocuvali OHP v
poslednom  tyZdni priemerne 293 mindt.  Zaznamenali sme  vyznamny  rozdiel
v pocéuvani OHP medzi exponovanou (86,9%), a kontrolnou skupinou (75,6%) (p = 0,01).
Z uzivatelov OHP 28,1% prekrocili LAV (spodna akéna hodnota pre hluk v pracovnom prostredi = 80
dB). NajCastejSie pouzivany typ slichadiel su slichadld zasunuté do usi 90%
v exponovanej skupine a 82% v kontrolnej skupine. UZivatelia slichadiel zasunutych do usi mali
najéastejSie nastavenu hlasitost na strednud uroveri 73,2 dB. 32,7% respondentov z tejto skupiny
prekrocilo LAV. PouZivatelia slichadiel s mostikom mali naj¢astejsie nastavenu hlasitost na svojich
hudobnych prehravacoch na strednd hodnotu 76,4 dB. Z tejto skupiny 26,7% prekracovalo LAV. V
exponovanej lokalite uviedlo pouzZivanie OHP za posledny tyzden 232 respondentov, teda 87%,
pri¢om naj€astejSie mali nastavenu hlasitost na strednu UGroven, t.j. pri slichadlach zasunutych do usi
73,2 dB (51% respondentov) a pri sluchadlach
s mostikom 76,4 dB (6% respondentov). V tejto lokalite 25% respondentov prekrocilo LAV. V
kontrolnej lokalite uviedlo pouZivanie OHP za posledny tyZder 431 probandov, teda 76%, pricom mali
najcastejSie svoje OHP nastavené na strednu Uroven (49% pouzivatelov). V tejto lokalite 31%
respondentov prekracovalo LAV. Rozdiely v pocte Studentov pocuvajucich OHP boli signifikantné (p <
0,05).

V spolupraci s ORL Specialistom sme uskutocnili audiometrické vysetrenia
na pilotnom stbore dobrovolnikov — vysokoskolakov (n=29), ktoré naznadili posun sluchového prahu
na vyssich frekvencidch u 20% probandov (Obr. 1).
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Obr.1.: Preventivne audiometrické vysetrenie

Zo spolocenskych udalosti s vysokou hlukovou expoziciou najviac respondentov navstevovalo kino
(301 Studentov), kde travili priemerne 194 minut do mesiaca. Druhou najnavstevovanejsou
spolocenskou aktivitou boli diskotéky (250 Studentov), kde stravili priemerne 457 minut do mesiaca.
Tretou najpreferovanejSou aktivitou bola néavsteva rockovych koncertov (122 Studentov), kde
respondenti travili priemerne 244 minut
do mesiaca. Najviac Casu nasi probandi (120) venovali navsteve Sportovych podujati, kde travili
priemerne 479 minut do mesiaca (Obr.2). Vysokoskolaci z exponovanej skupiny travili v kine priblizne
244 minut do mesiaca, v porovnani s probandmi z kontrolnej skupiny, ktori travili v kine mesacne v
priemere 170 minut (p=0,08).

Spolo¢enské udalosti podla minut do mesiaca
1 | ]
strelba ] | | 4303
Spartové podujatia || | | | 419
1l
Oskoréy |7 1457
Rockové, popoué sjazzové kancerty | ) 244 « potel mindt do mesiaca
Koncerty klasickej hudby | 106
Kine ] | J10a
Hra na hudobmy nastroj ,/ ,/ ,/ 325 ‘ ,
1] 100 200 300 400 500

Obr.2.: Priemerna doba pobytu na spoloéenskych udalostiach s vysokou hlukovou expoziciou

Diskusia

V nasom vyskume 78,6 % respondentov uviedlo, Ze pocuvalo OHP za posledny tyzden, pricom
priemerna doba pocuvania bola 293 minut a 30,7 % z uZivatelov OHP prekrocilo LAV. Na zaklade
audiometrického vySetrenia, pri zatial vySetrenom pocte probandov, sme zaznamenali naznaceny
posun sluchového prahu \Ze) vysokych frekvenciach
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u 20% vysetrenych subjektov. Ide sa o vulnerabilnt skupinu mladych ludi vo veku 20 az 30 rokov,
ktord si v prevencii sluchovych postihnuti vyZaduje osobitnd pozornost. VySetrovany subor
planujeme rozsirit na 100 probandov a nasledne navrhnat vhodné intervenéné postupy

Nase vysledky su v sulade s vysledkami inych $tudii, ktoré uvadzaju, Zze 88-90 % adolescentov a
mladych dospelych pociva OHP cez sluchadla. Publikacie z poslednych rokov hodnotili zvySené riziko
vzniku poruch sluchu v suvislosti s pocuivanim OHP ako aj aktudlnu incidenciu nedoslychavosti a
tinitu. Prevalencia poruch sluchu spbésobenych hlukom
u adolescentov a mladych dospelych bola 17% az 29% (8). Prevalencia portch sluchu spdsobenych
hlukom u adolescentov a mladych dospelych sa uddva v rozpati 17 % az 29 % (9). Posun sluchového
prahu > 25 dB pri jednej alebo viacerych frekvenciach sa vyskytol
u 7,3 % zo 177 probandov v Malajzii (10). V pocetnom subore deviatakov zo zakladnych 3kél
v Bavorsku (n = 1 843), bola prevalencia audiometrickych zarezov iba 2,4 % a naznadila potrebu
sledovat subor longitudindlne alebo sa zamerat na starsie vekové skupiny, napriklad vysokoskolakov
(11). Studenti v nasej skupine exponovanej dopravnym hlukom pocuvali OHP ¢astejsie ne? Studenti z
kontrolnej skupiny (moZno sa tym snaZia maskovat jeho Uéinky ako aj Ucinky inych zdrojov
environmentalneho hluku). AvSak uroven hlasitosti pocuvania OHP nebola medzi skupinami
signifikantne rozdielna.

Zaver

Nase  vysledky  priniesli poznatky, Ze  expozicia  environmentdlnemu hluku je
v sUcasnosti ovela intenzivnejsia ako v minulosti, pretoZe s nim Coraz ¢astejSie prichadzame do styku
okrem hluku z dopravy aj pri oddychovych volno-Casovych aktivitach. Tuto expoziciu eSte zvysuju
osobné hudobné prehravace, ktoré su v sucasnosti dostupné
pre kazdého, ¢&i uz formou mp3 prehrévaca alebo smartfonu. Tejto problematike je potrebné venovat
viac pozornosti, pretoze pocuvanie hudby prostrednictvom OHP je mimoriadne popularne, najma
medzi mladymi dospelymi. Tyka sa to aj navstevy rdéznych zdbavnych a rekreacnych podujati s
vysokou hlukovou intenzitou (kino, koncerty, diskotéky, festivaly).

Bolo by vhodné zlepsit vedecku zékladriu pre manaZment zniZzovania hladin hluku a monitorovanie
dopadu na zdravie obyvatelov.

Tdto prdca bola realizovand s podporou grantu UK/265/2016 Objektivizdcia sluchovych a
nesluchovych ucinkov environmentdlneho hluku z réznych zdrojov u vybranej vulnerabilnej populdcie.
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Uvod

Klozapin predstavuje archetypalne atypické antipsychotikum vyuZivané na liecbu viacerych
neuropsychiatrickych ochoreni (1). V suicasnej psychiatrickej praxi sa najcastejsSie vyuZziva ako liecivo
druhej volby u pacientov s chronickou schizofréniou neresponzivnou na iné antipsychotika (2).

Klozapin prechddza hematoencefalickou bariérou do mozgu (3). Chemicka Struktira determinuje
vlastnosti klozapinu ako Sirokospektralneho ligandu (4). Toto antipsychotikum pdsobi antagonisticky
na dopaminergické D2 receptory, ale na rozdiel od typickych antipsychotik pri terapeutickych
davkach obsadzuje len 40 — 60% dostupnych D2 receptorov. Okrem toho ma stredne vysoku afinitu k
sérotonergickym 5-HT2A receptorom (1). Jedine¢né vlastnosti klozapinu tak moduléciou
neurotransmiterového metabolizmu v dopaminergickych drdhach zabezpecuju jeho vysoku Géinnost,
a to bez vyskytu neZiaduceho extrapyramidalneho syndrému, ako aj niektorych dalSich vedlajsich
ucinkov charakteristickych pre typické antipsychotika (5).

Viaceré z mozgovych oblasti, ktoré su suc¢astou dopaminergickych drdah mozgu zéroven plnia Ulohu
v centralnej reakcii na posobenie stresorov (napriklad mediadlny prefrontalny kortex, laterdlne
septum). Navyse, antipsychotikda m6zu okrem svojich cielovych $truktir ovplyviiovat aj iné Struktury
centralneho nervového systému, a tak modulovat ich aktivitu. Niektoré z tychto oblasti (napriklad
paraventrikuldrne jadro hypotalamu) st pritom zapojené do riadenia stresovej reakcie organizmu (6).
Na zaklade predchddzajucich $tudii teda mozno predpokladat, Ze stresova odpoved organizmu by
mohla byt modifikovana u¢inkom antipsychotik.

Na potvrdenie nasich hypotéz sme vyufZili sledovanie expresie c-Fos proteinu v roznych mozgovych
oblastiach. Protoonkogén c-fos patri medzi gény skorej odpovede azvysenie jeho expresie sa
preukazalo ako po podani antipsychotik, tak aj po vystaveni stresorom. Expresiu c-Fos proteinu preto
moZzeme povazovat za vhodny marker na sledovanie interferencie pdsobenia skimanych faktorov (7).
V studii sme sa zamerali na sledovanie expresie c-Fos proteinu v 7 mozgovych oblastiach, medzi ktoré
patrili:

e oblasti spadajlce do dopaminergickych dréh a predstavujuce cielové Struktury pre posobenie
antipsychotik: dorzolaterélne (dISep) a ventolaterdlne septum (vISep), nucleus accumbens —
jadro (nAccl) a obal (nAccO), dorzolateralne (dIStr) a dorzomedidlne striatum (dmStr)
a medialny prefrontélny kortex (mPFC).
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e oblasti zapojené do riadenia stresovej odpovede organizmu: paraventrikularne jadro
hypotalamu (PVN), mPFC.

Material a metodika

Experimentalne zvieratd. 40 samcov potkanov kmefa Wistar (hmotnost 200 — 250 g pri dovoze;

Charles River, Nemecko) bolo chovanych v klietkach samostatne za Standardnych podmienok s ad
libitum pristupom k vode a potrave.

Experimentdlne skupiny. Na zaciatku pokusu boli zvierata rozdelené do 6 skupin:
e skupina VEH: zvieratd, ktorym bolo 7 dni intraperitonealne (i.p.) podavané vehikulum (VEH,
0,1% roztok kyseliny octovej; Slavus, Slovensko, 100 ul/100 g hmotnosti zvierata, n = 4).
o skupina KLO: zvieratd, ktorym bol 7 dni i.p. podavany klozapin rozpusteny vo vehikule (KLO,
10 mg/kg hmotnosti, Sigma-Aldrich, Nemecko, n = 4).
e skupina VEH+NP: zvierata, ktorym bolo 7 dni i.p. podavané VEH a posledny deri boli
vystavené akutnemu stresu — ndtenému plavaniu (NP, n=8).

e skupina KLO+NP: zvierata, ktorym bol 7 dni i.p. poddvany KLO a posledny der boli vystavené
akudtnemu stresu — NP (n=8).

e skupina VEH+PS+NP: predstresované zvieratd (PS, t.j. vystavené 13 dni suboru miernych
stresorov — ,stress preconditioning”), ktorym bolo 7 dni i.p. podavané VEH a posledny der
boli vystavené novému stresoru — NP (n=8).

e skupina KLO+PS+NP: predstresované zvierata (PS, t.j. vystavené 13 dni suboru miernych
stresorov — ,,stress preconditioning”), ktorym bol 7 dni i.p. poddvany KLO a posledny defi boli
vystavené novému stresoru — NP (n=8).

Experimentalny dizajn. Zvieratam zo vsetkych experimentdalnych skupin bolo po dobu 7 dni podavané
vehikulum, alebo klozapin. Zvierata zo skupin VEH+PS+NP/KLO+PS+NP boli kazdy defi po dobu 13 dni
vystavené jednému z nasledujlcich miernych stresorov: i/ znehybnenie: 30 — 90 min; ii/ pobyt v
chladovej komore, 4°C: 30 min — 60 min; iii/ vymena klietok: cez noc; iv/ zahustovanie (2 zvieratd boli
umiestnené do jednej klietky): cez noc v/ open field: 5 min. Na konci experimentu boli zvieratd zo
skupin VEH+NP/KLO+NP a VEH+PS+NP/KLO+PS+NP vystavené akutnemu, resp. novému stresoru,
natenému plavaniu, na 10 min pri teplote vody 23°C (obr.1).

VEH/KLO I {

defi 4 i.p. podévanie VEHIKLO defi 7

VEH+NP/KLO+NP | ’

+ +
dei 4 i.p. podavanie VEHKLO def 7 - nitené plévanie
VEH+PS+NP/KLO+PS+NP | } 1
defi 1 ystavovanie siboru defi 7 vystavovanie sliboru miemych defi 14 — nitend plivanis
migrnych stresorov stresorov + i.p. podivanie VEHIKLO

Obr. 1: Schéma experimentalneho dizajnu
VEH - vehikulum, KLO - klozapin, NP — nuatené plavanie, PS — predstresovanie (,stress
preconditioning”).
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90 min po nGtenom pldvani boli zvieratd anestezované i.p. podanim pentobarbitalu (60 mg/kg, Spofa,
Ceska republika) a nasledne transkardidlne perfundované (4% roztok paraformaldehydu v 0,1M
fosfatovom pufri — PB, pH=7,4).0dobraté mozgy boli presytené 30 % sachardzou a krajané pouZzitim
kryostatu (Reichert-Jung) pri teplote -23 °C na 30 um hrubé koronarne rezy, ktoré boli zozbierané ako
volne plavajuce a nasledne imunohistochemicky farbené.

Imunohistochemicky protokol zahffial: 1/blokovanie endogénnej peroxidazy 15 min inkubaciou rezov
s 0,3% roztokom H,0, (Sigma Aldrich, Nemecko) v 0,1M PB; 2/inkubaciu s primarnou kréli¢ou
protilatkou proti c-Fos (Abcam, UK, 1:2000) na 48 hod; 3/inkubaciu s biotinylovanou sekundérnou
protilatkou proti kréli¢iemu 1gG (VectorLab., USA, 1:500) na 90 min; 4/inkubéciu s avidin-biotin
komplexom (ABC, Vector, USA, 1:250) na 90 min; 5/vizualiziciu c-Fos proteinu v acetatovom pufri
(pH=6) obsahujucom 0,0006% H,0, pomocou 3,3’-diaminobenzidin tetrahydrochloridu (0,0625%,
Sigma—Aldrich, Nemecko) a chloridu nikelnatého (2,5%, Sigma—Aldrich, Nemecko). Vizualizacia trvala
pokym c-Fos — 1gG — ABC komplex neziskal syto cierne zafarbenie, ktoré oznacovalo aktivované
neurény. Rezy boli natiahnuté na podlozné sklicka, zakryté krycimi sklickami a nasledne boli vyuZitim
svetelného mikroskopu (Scope.Al, Carl Zeiss) vybaveného digitdlnou kamerou AxioCamERc5s
zhotovené fotografie Studovanych oblasti. Nasledne boli c-Fos-imunoreaktivne neurdny lokalizované
v PVN (- 1,08 aZ - 1,56 mm od Bregmy), mPFC (3,24 az 2,76 mm od Bregmy), nAccJ, nAccO, dISep,
viSep, sIStr a dmStr (2,04 az 1,56 mm od Bregmy) na rezoch vyhodnocované bilateralne na zviera a na
rez (minimalne 3 rezy/zviera).

Aktivované neurdny boli pocitané pomocou programu CellCounterl.2. Po spocitani boli vysledky
vyhodnotené Studentovym T-testom (SigmaStat). VSetky ziskané hodnoty st uvadzané ako priemer +
SEM na skupinu. Vplyv bol povaZovany za Statisticky signifikantny pri p < 0,05.

Vysledky

U zvierat, ktorym bol 7 dni podavany klozapin sme zaznamenali signifikantné zvySenie expresie c-Fos
proteinu v PVN (t(6)=14.66; p<0.0001), mPFC (t(6)=7.42; p=0.0003), vISep (t(6)=14.86; p<0.0001) a
dIStr (t(6)=2.45; p=0.0497).

U zvierat, ktoré boli vystavené akutnemu stresu — nitenému plavaniu klozapin signifikantne zniZil

expresiu c-Fos proteinu v nAcc) (t(11)=3.55; p=0.0045), nAccO (t(10)=3.91; p=0.0029), dISep
(t(11)=3.92; p=0.0024), vISep (t(11)=3.61; p=0.0041) a dmStr (t(11)=2.67; p=0.022, obr. 2).

U predstresovanych zvierat klozapin po vystaveni novému stresoru signifikantne znizoval expresiu c-
Fos proteinu v dISep (t(12)=3.68; p=0.0031) a v PVN (t(11)=5.17; p=0.0003, obr. 3)
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c-Fos imunoreaktivita u akdtne stresovanych zvierat
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Obr. 2: Pocet c-Fos imunoreaktivnych neurénov v skimanych oblastiach mozgu po vystaveni
akdtnemu stresu.

Pocet c-Fos imunoreaktivnych neurénov v medialnom prefrontdlnom kortexe (mPFC), jadre (nAccl)
aobale nucleus accumbens (nAccO), dorzolaterdlnom (dISep) a ventrolaterdlnom septe (viSep),
dorzolateralnom (dIStr) a dorzomedidlnom striate (dmStr) a paraventrikuldrnom jadre hypotalamu
(PVN). Hodnoty su vyjadrené ako priemer + SEM. (*** p < 0,001, ** p < 0,01, *p < 0,05; Studentov T-
test, SigmaStat).

c-Fos imunoreaktivita u predstresovanych zvierat po vystaveni novému stresoru
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Obr. 3: Pocet c-Fos imunoreaktivnych neurénov v skimanych oblastiach mozgu predstresovanych
zvierat po vystaveni novému stresoru.

Pocet c-Fos imunoreaktivnych neurénov v medialnom prefrontdlnom kortexe (mPFC), jadre (nAccl)
aobale nucleus accumbens (nAccO), dorzolaterdlnom (dISep) a ventrolateralnom septe (viSep),
dorzolateralnom (dIStr) a dorzomedidlnom striate (dmStr) a paraventrikuldrnom jadre hypotalamu
(PVN). Hodnoty su vyjadrené ako priemer + SEM. (*** p < 0,001, ** p < 0,01, *p < 0,05; Studentov T-
test, SigmaStat).
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Diskusia

7-driové podavanie klozapinu indukovalo expresiu c-Fos proteinu v mPFC, viISep a dIStr. Tieto oblasti
su Casto cielom Studii zaoberajucich sa ucinkom antipsychotik, nakolko patria do dopaminergickych
drah mozgu a modulaciou ich neurotransmisie sprostredkovavaju svoje liecebné, ale aj vedlajsie
ucinky (1, 8). Zvysenie expresie c-Fos proteinu v mPFC a vISep sa spdja s Upravou neurotransmisie
v mezokortikalnej a mezolimbickej dopaminergickej drahe a tak s Upravou negativnych a pozitivnych
priznakov schizofrénie (9, 10). ZvySenie expresie c-Fos proteinu v dIStr bolo na druhej strane vyrazne
nizSie akovdvoch predchadzajucich oblastiach. Ziskané Udaje su vsulade s vysledkami
predchadzajdcich studii, ktoré preukazali, Ze atypické antipsychotika nezvySuju neurondlnu aktivitu
v striatalnych oblastiach (11). ZvySenie aktivity v tychto oblastiach je v3ak charakteristické pre typické
antipsychotika a spdja sa s navodenim neZiaducich ucinkov znamych ako extrapyramidalny syndrom
(5). Zvy3enie expresie c-Fos proteinu sme tiez zaznamenali v hlavhom integratnom centre stresovej
reakcie — PVN. Podobné vysledky preukazali aj predchadzajice Studie zaoberajuce sa efektom
atypickych antipsychotik na expresiu c-Fos proteinu v PVN u experimentalnych zvierat (7).

Nasa sStudia zaroven priniesla origindlne vysledky tykajuce sa intreferencie pdsobenia stresu
a antipsychotik. U akutne stresovanych zvierat klozapin signifikantne zniZzoval expresiu c-Fos proteinu
v nAccJ, nAccO, dISep, vISep a dmStr. Nutené pldvanie je povaZzované za stredne silny stresor, ktory
signifikantne zvySuje aktivitu réznych mozgovych oblasti (12). Klozapin interferoval s posobenim
nateného plavania predovsetkym v tych oblastiach, ktoré su cielovymi Struktirami liecebného Gcinku
antipsychotik a zdroven su responzivne na pdsobenie stresorov. Septum preukazatelne reaguje na
pbsobenie stresorov psychického charakteru (6) a hoci nucleus accumbens nepredstavuje Struktiru
typicky zapojenu do centralnej stresovej reakcie, predchadzajuce Studie preukazali, Ze méze zretelne
reagovat na stresujice podnety (13). V pripade predstresovanych zvierat prebiehala interferencia
s klozapinom po vystaveni novému stresoru odlisne. Toto antipsychotikum signifikantne zniZilo
expresiu c-Fos proteinu v PVN a dISep. Hoci nie je jasné, preco ma 7-driové podavanie klozapinu
odlisny efekt na zvieratd vystavené akutnemu stresu a na predstresované zvierata vystavené novému
stresoru, jedno z vysvetleni mozno hladat vzmenach metabolizmu dopaminergickych drah pri
chronickom pdésobeni stresorov. Predchadzajice Studie poukazali na zmeny v biochemickych
parametroch, ako su napriklad hladiny tyrozinhydroxyldzy vo ventralnej tegmentalnej oblasti
potkanov vystavenych chronickému pdsobeniu stresorov (14).

Pomocou analyzy expresie c-Fos proteinu sme preukdzali, Ze klozapin méZe modulovat aktivitu
viacerych mozgovych oblasti ovplyvnenu posobenim akutneho stresu, alebo nového stresora po
predchdadzajucom predstresovani. Na zaklade ziskanych vysledkov sa navyse zd3, Ze vplyv klozapinu
na expresiu c-Fos proteinu v sledovanych mozgovych oblastiach je zavisly od dizky pésobenia
stresorov, pripadne aj ich intenzity.

Prdca bola vypracovand s podporou projektu VEGA 2/0069/12.
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Uvod

Zvysujuci sa vyskyt akutneho zlyhania obli¢iek predstavuje globalny klinicky problém (1). Akdtne
zlyhanie obli¢iek je charakterizované znizenou glomeruldrnou filtraciou, ¢o vedie k nahromadeniu
koncovych produktov metabolizmu dusika, mocoviny a kreatininu v organizme (2). Meranie
koncentracie mocoviny a kreatininu v plazme je najcastejSie vyuZivanym sposobom na hodnotenie
funkcie obli¢iek a diagnostiku ich poskodenia (3). Existuje mnoho chirurgickych a chemicky
indukovanych animalnych modelov akutneho zlyhania obli¢iek (4,5). Bilateralna nefrektémia je
najCastejSie pouzivanym chirurgickym modelom, pri ktorom dochddza k prudkému narastu
plazmatického kreatininu a mocoviny v priebehu 24 hodin (6-8). Existuje mnoho Studii, ktoré
hodnotili a stanovovali kreatinin a mocovinu v moci a sére (9,10), avsak doposial nebola publikovana
Studia, ktord by Standardizovala a hodnotila tieto markery v slinach.

V priebehu poslednych 10 rokov sa zaujem o slinu ako biologicku tekutinu prudko zvysil v dosledku
menej invazivneho, ekonomickejSieho a jednoduchsieho spdsobu odberu a vysetrenia v porovnani
s krvou. ZloZenie slin je ovplyvnené mnohymi faktormi ako su potrava, ¢innost Zuvacich svalov, vek,
oralne a extraoralne chorobné procesy a mnohé dalSie. Analyza zloZenia slin sa potencidlne moze
vyuzivat v klinickom vyskume a v medicine (11). UZ v 70. rokoch bola u hemodialyzovanych pacientov
s chronickymi ochoreniami obli¢iek preukazana pozitivna koreldcia medzi plazmatickou a salivarnou
koncentraciou kreatininu (12).

Oxidacny stres je charakterizovany ako nerovnovdha medzi produkciou reaktivnych foriem kyslika a
antioxidacnou kapacitou buniek v prospech reaktivnych foriem kyslika. Oxidacny stres spOsobuje
aktivaciu redox-senzitivnych transkripénych faktorov, ktoré su zapojené v procesoch zapalu a
poskodeni tkaniva (13,14). Niekolko nezavislych studii potvrdilo zvy$ené plazmatické koncentracie
markerov oxidacného stresu u pacientov s akitnymi a chronickymi ochoreniami oblic¢iek v porovnani
so zdravymi probandami (15,16). Bolo preukazané, ze slina méze byt alternativhou diagnostickou
tekutinou na meranie oxidaéného poskodenia suvisiaceho s réznymi ochoreniami ako skleréza
multiplex, periodontitida ¢i obstrukéné spankové apnoe (17-19).

Vysokd interindividudlna a intraindividualna variabilita brani SirSiemu klinickému vyuZitiu slin na
hodnotenie markerov obli¢kovych funkcii. Identifikacia zdrojov variability pomocou experimentov by
mohla poméct kich zmierneniu, vyssej reprodukovatelnosti vysledkov azavedeniu slin ako
diagnostickej tekutiny v klinickej praxi. Dosial neboli publikované studie, ktoré by hodnotili salivarne
markery oblickovych funkcii, kreatinin, mocovinu a markery oxida¢ného stresu vo zvieracom modeli
akutneho renalneho zlyhania.
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Material a metodika

Samce (n=20) asamice (n=20) kmena 129SV4 boli rozdelené do dvoch skupin. Prva skupina
podstupila sham operaciu. Druhda skupina podstupila bilaterdlnu nefrektémiu. Zvierata boli uspané
intraperitonealnou aplikaciou ketaminu a xylazinu (100 mg/kg a 10 mg/kg, v pomere 3:1). Oblicky
boli odkryté pomocou retroperitonealnych rezov. Pri bilaterdinej nefrektémii, oblickové pedikly boli
podviazané stehom a pomocou rezu vykonaného distdlne od stehov boli oblicky odstranené. Sham
operacia bola uskuto¢nena rovnakym sposobom, ale pedikly neboli podviazané. Obli¢ky neboli
odstranené len dekapsulované. Dvadsatstyri hodin po operécii boli zvieratd znovu uspané. Salivacia
bola stimulovand intraperitonealnou aplikdciou pilokarpinu (0.5 pg/kg). Krv bola odobrata
retroorbitalne. Sliny a plazma boli zamrazené na -20°C. Koncentracia kreatininu a mocoviny
v plazme a v slinach bola stanovend pomocou komercne dostupného kitu (Arbor Assays, Ann Arbor,
USA). Marker karbonylového stresu, pokrocilé produkty glykacie (AGEs), marker oxida¢ného
poskodenia lipidov, latky reagujuce s kyselinou tiobarbitdrovou (TBARS) a proteiny, ktoré boli pouzité
na normalizéciu hodnot, boli stanovené pomocou spektrofotometrickych a fluorescenénych metdd.
Rozdiely medzi skupinami boli analyzované pomocou Statistického testu two-way ANOVA a
Bonferroni pos-hoc t-testu. Data st vyjadrené ako priemer + smerodajna odchylka.

Vysledky

U mysi, ktoré podstupili bilaterdlnu nefrektémiu sme v porovnani s mysami, ktoré podstupili sham
operaciu pozorovali signifikantne vysSie koncentracie kreatininu a mocoviny v plazme (obrazok 1).
Podobne, umysi, s akdtnym zlyhanim obli¢iek sme v porovnani so sham kontrolami pozorovali
signifikantne vys$sie koncentracie kreatininu a mocoviny vslinach (obrazok 2). V koncentraciach
kreatininu a mocoviny sme vsak nepozorovali signifikantné rozdiely medzi pohlaviami. Plazmatické
koncentracie AGEs boli v porovnani so sham kontrolami signifikantne vyssie u mysi, ktoré podstupili
bilaterdlnu nefrektdmiu (obrazok 3). Medzi skupinami sme nepozorovali signifikantné rozdiely
v plazmatickej koncentracii TBARS (obrazok 3). Podobne, medzi skupinami sme nenasli signifikantné
rozdiely v salivarnej koncentracii AGEs a TBARS (obrazok 4).
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Obrazok 1. Plazmatickd koncentracia A: kreatininu, B: mocoviny 24 hodin po sham operacii alebo
bilateralnej nefrektomii (BNX). Koncentracie kreatininu a mocoviny su vyjadrené v mg/dl. Vysledky st
vyjadrené ako priemer + SD. *** p<0.001 v porovnani so sham skupinami. ### p<0.001 v porovnani
so sham samicami alebo samcami.
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Obrazok 2. Salivarna koncentracia A: kreatininu, B: mocoviny 24 hodin po sham operacii alebo
bilateralnej nefrektémii (BNX). Koncentracie kreatininu a moc¢oviny st vyjadrené v mg/dl. Vysledky su
vyjadrené ako priemer + SD. *** p<0.001 v porovnani so sham skupinami. ### p<0.001 v porovnani

so sham samicami alebo samcami.
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Obrazok 3. Plazmatickd koncentracia A: pokrocilych produktov glykacie (AGEs) B: latok reagujucich s
kyselinou tiobarbiturovou (TBARS) 24 hodin po sham operacii alebo bilateralnej nefrektomii (BNX).
Koncentracia AGEs je vyjadrena v g/l, koncentracia TBARS je vyjadrena umol/l. Vysledky st vyjadrené
ako priemer + SD. *** p<0.001, p=ns (nesignifikantné) v porovnani so sham skupinami. ## p<0.01,
### p<0.001 v porovnani so sham samicami alebo samcami.
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Obrazok 4. Salivarna koncentracia A: pokrocilych produktov glykacie (AGEs) B: latok reagujucich s
kyselinou tiobarbiturovou (TBARS) 24 hodin po sham operacii alebo bilateralnej nefrektomii (BNX).
Koncentracia AGEs je vyjadrena v g/g proteinov, koncentrécia TBARS je vyjadrend umol/g proteinov.
Vysledky su vyjadrené ako priemer + SD. Vysledky su vyjadrené ako priemer + SD. p=ns
(nesignifikantné) v porovnani so sham skupinami.

Diskusia

Akutne oblickové zlyhanie je charakterizované ako prudky pokles oblickovych funkcii, ¢o suvisi
s neschopnostou vyluéit dusikaté odpadové latky z plazmy. Ktomuto zhor3eniu dochadza ui
v priebehu niekolkych hodin alebo dni. Najcastejsie pouzivanymi markermi na hodnotenie funkcie
obli¢iek si mocovina a kreatinin. Na objasnenie patomechanizmov akdtneho zlyhavania obliciek sa
pouzivaji mnohé chirurgické a chemicky indukované modely. NajrozsirenejSim chirurgickym
modelom je bilateralna nefrektdmia, pri ktorej dochadza k rapidnemu narastu kreatininu a mocoviny
v plazme v priebehu 24 hodin. V poslednom desatro¢i je slina ako biologickd tekutina v centre
pozornosti. KedZe zlozky slin pochadzaju zo slinnych Zliaz, ale aj z krvi, jej analyza umozZiiuje
identifikaciu markerov endokrinnych, imunitnych, zdpalovych ¢i infekénych ochoreni. U pacientov
s chronickymi chorobami obli¢iek bola tieZ dokdzand moZnost stanovovania salivarnych markerov
obli¢kovych funkcii. Dosial viak neboli uskutocnené experimenty na zvieracich modeloch akutneho
zlyhania obli¢iek. Preto cielom nasej prace bolo stanovenie koncentracie salivarneho kreatininu
amocoviny v modeli bilaterdlnej nefrektémie. U mysi sakudtnym poskodenim obli¢iek sme
v porovnani s kontrolami pozorovali signifikantne vyssie koncentracie kreatininu a mocoviny v plazme
avslinach. Podobne, umysi, ktoré podstupili bilaterdlnu nefrektémiu sme v porovnani so sham
skupinami nasli signifikantne vyssie plazmatické koncentracie markeru karbonylového stresu.
V salivarnej koncentracii markerov karbonylového a oxida¢ného stresu sme vsak nenasli signifikantné
rozdiely medzi skupinami. Nase predbeiné vysledky poukazuju na to, Ze salivarny kreatinin
a mocovina by mohli slaZit ako markery na hodnotenie oblickovych funkcii. Nasa Stadia by mohla
prispiet k objasneniu interindividudlnej a intraindividudlnej variability pri merani salivarnych
markerov funkcie obli¢iek, a tym napomdct ich zavedeniu do beZnej klinickej praxe.

Tdto prdca bola podporend grantom Univerzity Komenského UK56/2016.
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Uvod

Ludsky mikrobiom niekolkonasobne prevysuje pocet buniek tela ¢loveka [1]. Je neodmyslitelnou
sucastou ludského tela nakolko zabezpeluje mnohé esencidlne funkcie ako napriklad travenie,
metabolické procesy, imunitné reakcie, ochranu voci patogénom, homeostazu a integritu Crevnej
steny [2].

Pre spravny vyvoj mikrobiému su klu¢ové prvé mesiace Zivota dietata. Prave v tomto obdobi - na
rozdiel od mikrobiému dospelého cloveka, ktory je relativne komplexny a stabilny [3] — je detsky
mikrobiém este nestaly a nachylny na zmeny vplyvom roznych faktorov. Dysbiéza ¢revnej mikrofléry
spdsobend jednak znizenim jej diverzity alebo zmenou zloZenia méZe mat slvis s mnohymi
ochoreniami, ako napriklad diabetes melitus typu 1, obezitou, alergiou, astmou, nekrotizujicou
enterokolitidou, zdpalovymi ochoreniami traviaceho traktu a kardiovaskularnymi ochoreniami [4].
Na kompoziciu mikrobiému vplyvaji mnohé faktory, predovsetkym spdsob pérodu, strava,
prostredie a taktieZ uZivanie antibiotik [5]. Prdve uZivanie antibiotik do velkej miery narusa
mikrofléru av sucasnosti predstavuje zavainy problém. Jednym z prostriedkov na zmiernenie
nepriaznivych vplyvov antibiotik su prebiotikd — pre ¢loveka nestravitelné zlozky potravy, ktoré su
selektivne fermentované urcitym druhom baktérii (Bifidobacterium spp., Lactobacillus spp.), ¢im
zabezpecuju Specifické zmeny v kompozicii a aktivite mikrobiému, atak poskytuju benefit pre
hostitela [6].

Cielom tejto Studie bolo skimat vplyv prebiotik na ¢revnd mikrofloru deti v pritomnosti antibiotik,
pricom boli sledované rozdiely vplyvu v zavislosti od zloZenia mikroflory.

Material a metodika
V studii boli pouzité vzorky mikrobidmu 14 zdravych deti vo veku 2.5-21 mesiacov. Na zaklade
podobnosti v individuadlnej kompozicii boli rozdelené do 3 skupin a nasledne spoolované.

Inokuld 3 typov ¢revnej mikrofléry boli anaerdbe kultivované v SIEM (z angl. Strandart lleal Efflux
Medium) médiu (Tritium microbiologie BV, Eindhoven, The Netherlands) obsahujicom antibiotika
(amoxicilin, cefotaxim, clindamycin - 10 pug/ml) a prebiotika (6°-O-sialyllaktéza, 3°-O-fucosyllaktéza,
xylobidza, inulin a vivinal (70% GOS) - 4mg/ml)/ kontrolna skupina bez prebiotik. Kultivacia
prebiehala za anaerébnych podmienok 24 hod/37 °C.

Na izolaciu celkovej DNA bolo pouzitych 100ul kultdry, ktoré boli zmiesané s 500ul fenolu (Sigma

Aldrich, Steinheim, Germany), 200ul lyza¢ného pufru (LGC, Berlin, Germany), 500ul 0.1mm
zirkdniovych guli¢iek (Biospec products, Bartlesville, Oklahoma), nasledne homogenizované a
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scentrifugované. K 100ul vodnej fazy bolo pridanych 190ul bindings buffer, 10ul magnetickych
guliciek. Po odstraneni supernatantu bol pelet premyty 200ul premyvacieho pufru W1 a 130ul
premyvacieho pufru W2. DNA bola eluovana do 65ul Elu¢ného pufru (vSetky reagencie: LGC, Berlin,
Germany).

Z vyizolovanej DNA boli pomocou $pecifickych primerov na amplifikdciu V4 oblasti 165 RNA génov
pripravené DNA sekvenacné kniznice. Tieto boli ndsledne osekvenované pomocou MiSeq Reagent Kit
V2 a lllumina MiSeq sekvenatora (Illumina, San Diego, California).

Ziskané data boli bioinformaticky analyzované a Statisticky spracované v programe GraphPaD Prism
6.0 (GraphPaD Software, La Jolla, CA, USA). Na Statistickd analyzu dat bol pouzity 2way Anova test,
pricom za kritérium pre Statisticky vyznamny vysledok bola povazovana hodnota p<0,05. Data su
prezentované ako priemer + Standardna odchylka.

Vysledky

V Uvodnej faze experimentu bola stanovena kompozicia ¢revnej mikrofléry 17 individualnych vzoriek
od 14 probandov. Na zéklade podobnosti boli vzorky rozdelené do 3 skupin a spoolované (Tabulka ¢.
1)

Tabulka €. 1: Charakteristika mikrobialnych poolov 1-3

Pool Poéet vzoriek Vek probandov Strava Charakteristika mikrofléry
1 5 2,5 - 7 mesiacov__dojéenie, detské prikrmy, tuhd strava 4\ Bacteroides (44.01  9.75%)
Bacteroides (9.38 + 1.17%
2 4 5 mesiacov detské prikrmy a tuha stravu \l/ ( o)

A\ Bifidobacterium (44.92 + 5.96%).

\/ Bifidobacterium (1.33 +0.71%),
3 8 12 — 21 mesiacov tuhd strava (1 dieta doj¢ené) /1\ Faecalibacterium (14.41 + 4.30%),
NBlautia (11.32 + 3.08%) a Roseburia (13.05 + 4.33%)

Nasledne boli sledované zmeny v mikrobialnej kompozicii jednotlivych poolov pod vplyvom antibiotik
a prebiotik, pricom sme sa zamerali predovsetkym na stanovenie zmeny relativnej pocetnosti
Bifidobacterium spp. (Obrazok ¢. 1).

Po kultivacii v pritomnosti amoxicilinu sme pozorovali signifikantné zvysenie relativnej pocetnosti
Bifidobacterium spp. Oproti kontrole vpoole 1 vplyvom 6°-O-sialyllaktézy (p<0,0001), 3°-O-
fucosyllaktézy (p<0,0001), inulinu (p<0,0001) a vivinalu (p<0,0001), zatial' ¢o v poole 2 len vplyvom
inulinu (P=0,0198) a vivinalu (p<0,0001). V poole 3 sme pozorovali signifikantné zvySenie vyskytu
Bifidobacterium spp. vplyvom 6°-O-sialyllaktézy (p<0,0001), 3°-O-fucosyllaktézy (p<0,0001), xylobidzy
(p<0,0001) a vivinalu (p<0,0001).

V pritomnosti cefotaximu sme pozorovali signifikantne vySené zastupenie Bifidobacterium spp. oproti
kontrole v poole 1 iba v pritomnosti 6’-O-sialyllaktézy (p=0,0019), v poole 2 v pritomnosti 6-O-
sialyllaktozy (p<0,0001) a vivinalu (p<0,0001), a v poole 3 v pritomnosti 6’-O-sialyllaktézy (p<0,0001),
3’-0-fucosyllaktézy (p=0,0084), inulinu (p<0,0001) a vivinalu (p<0,0001).

Po kultivacii v pritomnosti clindamycinu sme nepozorovali signifikantné zvysenie Bifidobacterium spp.
oproti kontrole vplyvom Ziadneho zo sledovanych prebiotik ani v jednom poole.
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Obrazok 1: Zastupenie Bifidobacterium spp. v jednotlivych pooloch po kultivacii v pritomnosti
antibiotik a prebiotik (hodnoty signifikancie vyjadruju rozdiel voci kontrolnej vzorke daného
antibiotika); A - Pool 1, B - Pool 2, C - Pool 3
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Diskusia

Na rozdiel od gendmu, ktory je na 99,9% uludi totoiny [7], mikrobidm vykazuje velkd
interpersonalnu variabilitu. Prave individualne rozdiely v kompozicii mikrofléry, zda sa, zohravaju
velmi délezitu ulohu v odpovedi na liecbu a dalsie intervencie.

Viaceré Studie publikované v poslednom obdobi dokazuju, zZe zlozenie mikrofléry do velkej miery
imitovat interpersonalne rozdiely v zloZeni mikrofldry, vytvorenim 3 rdznych bakteridlnych poolov.
Podobne ako v spominanych studiach sme pozorovali Ze variacie v kompozicii mikrofléry do velkej
miery ovplyvriuju zmeny v mikroflére ako odpoved na rézne stimuly. Okrem celkovej kompozicie
mikrofléry v pritomnosti antibiotik a prebiotik sme sledovali predovietkym efekt prebiotik na
Bifidobacterium spp., ktory bol v jednotlivych pooloch odlisny.

Pozorovania ukazuju, ze mikrobiém moze byt déleZitym nastrojom pri personalizovanej medicine,
avsak stale su potrebné dalsie Studie, tak ako aj vytvaranie prediktivnych modelov.
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Uvod

Testikuldarne nadory zo zarodocnych buniek (TGCTs) patria medzi najCastejSie solidne tumory
umuZov vo veku 15-35 rokov. V roku 2007 bola na Slovensku incidencia testikularnych nadorov
7,4/100 000, ¢o predstavuje 229 novych pripadov tohto ochorenia (1). S to malignity s dobrou
lie¢itelnostou — spdsobenej najma citlivostou na cisplatinu. Kurabilita pri metastatickom ochoreni
dosahuje v sucastnosti 70 — 80 %, napriek tomu niektoré TGCTs vykazuju rezistenciu voci terapii (2).
Molekularna podstata chemorezistencie voéi cisplatine u TGCTs nie je Uplne zndma, a preto
pochopenie tychto mechanizmov méZe predstavovat vyrazny pokrok vo vyvoji novych lieCebnych
modalit alebo zlepsenie sticasnych moznosti terapie (3).

Material a metodika

Chemikalie: V3etky pouZité chemikalie boli zakupené v Sigma-Aldrich, ak nie je uvedené inak.
Kultivacia buniek: Komeréne zakipené bunkové linie NTERA-2 aJEG-3 sa kultivovali vo vysoko-
glukézovom DMEM médiu (PAA Laboratories GmbH) a linia NOY-1 (ovarialny Yolc Sac tumor) v RPMI
médiu (PAA Laboratories GmbH) s L-glutaminom (2 mM), 10 %-nym fetdlnym hovadzim sérom
(Biochrom AG) a antibiotikami (penicilin, streptomycin, amfotericin). Bunkové linie rezistentné voci
cisplatine boli pripravené dlhodobou kultivaciu (10 mesiacov) v narastajlicej koncentracii cisplatiny.
Morfolégiu a proliferaciu buniek sme sledovali pomocou kinetického zobrazovacieho systému
IncuCyte ZOOM™.

Testovanie citlivosti na chemoterapeutika: Viabilita buniek po kultivacii v pritomnosti réznych

chemoterapeutik bola ur¢ena luminiscenénym testom (CellTiter-Glo Luminescent Cell Viability Assay,
Promega, CA, USA), ktory meria hladinu ATP u metabolicky Zivych buniek. Bunky boli kultivované
v 96-jamkovych platnickach v kvadruplikatoch. Po 24-hodinovej adherencii boli k bunkam pridané
chemoterapeutikd nariedené vroznych koncentraciach. Bunkova viabilita bola stanovend
luminiscenénym testom 72 h po pridani chemoterapeutik.

Analyza génovej expresie: Expresiu vybranych génov sme stanovili vyuZitim kvantitativnej real-time
PCR (qRT-PCR, CFX96 PCR detekény systém). RNA vzorky pre gRT-PCR boli izolované z buniek
pouZitim kitu (NucleoSpin RNA Il kit) a 100-200 ng RNA bolo reverzne transkribovanych pomocou
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cDNA syntetizujiceho kitu (RevertAid H minus First Strand cDNA Synthesis Kit). Ako referenény gén
bol pouZity GAPDH (glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza).

miRNA a snoRNA analyza: Na porovnanie expresie malych RNA (,small RNAs“) u parentalnych
a rezistentnych bunkovych linii sme pouZili mikro¢ipy Affymetrix GeneChip miRNA 4.0 (Affymetrix,
Santa Clara, CA) obsahujlce 6599 préb pre fudské malé RNA. Na kazdu analyzu bolo pouZitych 130 ng

RNA vyizolovanych pouzitim kitu mirVana miRNA lIsolation Kit (Ambion, Austin, TX). Koncentracia
a Cistota RNA bola stanovena spektrofotometricky (A260/280 > 2.0, A260/230 > 1.8, Nanodrop ND-
1000, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA).

Spracovanie vysledkov: Experimentdlne vysledky boli spracované avyhodnotené v programoch
Microsoft Excel, BioRad, Calcusyn alIncuCyte ZOOM™ 2016A softvéri. Kaidy experiment bol
opakovany najmenej trikrdt, uvedeny je reprezentativny vysledok. Hodnoty boli vyjadrené ako
priemer z replikatov + Standardnd odchylka.

Vysledky

Dlhodobou  kultivaciou buniek testikularnych nadorov zgerminativnych buniek JEG-3
a NTERA-2 a buniek ovaridlneho Yolc Sac tumoru NOY-1 vo zvySujlcej sa koncentracii cisplatiny sme
pripravili bunkové linie rezistentné voci cisplatine. Citlivost na cisplatinu bola stanovend meranim
viability buniek luminiscenénym testom a ziskané hodnoty ICs, sa medzi parentalnymi a rezistentnymi
liniami lisili dvoj- az Stvorndsobne. Podobné hodnoty sme zaznamenali aj pri ovplyvneni buniek
karboplatinou. U bunkovych linii rezistentnych voci cisplatine doslo k vyraznej zmene morfoldgie
(Obr. 1) ataktieZ sa zmenila rychlost proliferdcie tychto buniek. Analyza génovej expresie ukazala
rozdiely v expresii viacerych transkripénych faktorov.

Zistili sme, Ze expresny profil malych RNA sa u parentalnych a rezistentnych linii liSi. Rozdielna
expresia u rezistentnych linii bola zistena v 90 miRNA (p<0,05), pricom 63 bolo up- a 27 down-
regulovanych. Medzi tymito miRNA boli aj viaceré miRNA, ktorych suvis s chemorezistenciou uz bol
popisany — miR21, klaster miR-371-373, miR93, miR-187 a iné. Rozdielne exprimované boli taktiez
malé jadierkové RNA — ,snoRNAs“ (Obr. 2), pricom 23 z nich bolo up- a 22 down-regulovanych
(p<0,05). U rezistentnych buniek bola napriklad up-regulovand onkogénna snoRNA42 adown-
regulovana tumor supresorova snoRNA U50.

Obr. 1: Morfoldgia buniek A: JEG-3, B: JEG-3 CisR, C: NTERA-2, D: NTERA-2 CisR, E: NOY-1, F: NOY-1
CisR. Obrazky boli ziskané pomocou IncuCyte ZOOM™ kinetického pristroja.
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Obr. 2: Expresny profil malych jadierkovych RNA — snoRNA.

Diskusia

Cisplatina je chemoterapeutikum pouZivané pri liecbe Sirokého spektra solidnych nadorovych
ochoreni, vratane TGCTs, ovaridlnych karcindmov, nadorov hlavy a krku, kolorektalnych a plucnych
nadorov, ¢i pokrocilych nddorov mocového mechura. Protinddorovy ucinok spociva v tvorbe DNA
aduktov, ktoré st zodpovedné za indukciu apoptdzy. Napriek tomu vsak liecba cisplatinou Castokrat
vedie k rozvoju chemorezistencie a naslednému zlyhaniu terapie (4).

K pochopeniu molekularnej podstaty chemorezistencie TGCTs nam mézu pomdct aj bunkové linie
rezistentné voci cisplatine. V nasom laboratériu sa nam dlhodobou kultivaciou v narastajucej
koncentracii cisplatiny podarilo z komer¢ne dostupnych bunkovych linii pripravit 3 rezistentné linie —
choriokarcindmovu liniu JEG-3 CisR, bunky embryondlneho karcindmu NTERA-2 CisR a bunky
ovaridlneho Yolc Sac tumoru NOY-1 CisR. Hodnoty ICso sa medzi parentalnymi a rezistentnymi liniami
liSili 2-4 nédsobne, pricom podobné rozdiely v hodnotdch ICs, sme zaznamenali aj pri ovplyvneni
buniek karboplatinou. Skrizena rezistencia medzi cisplatinou a dalSimi platinovymi derivatmi
(karboplatina, oxaliplatina) bola popisana u viacerych nadorov (5, 6).

Objav malych RNA a najmé ich uUlohy v regulécii génovej expresie je prinosom najmi pre moznost
klinickej aplikacie a potencidlu tychto nekéddujucich RNA v lie¢be a diagnostike réznych ochoreni (7).
miRNA su kratke nekddujice jednovlidknové RNA molekuly schopné naviazat sa na mRNA a
tak kontrolovat ich translaciu (8). Zmenend expresia miRNA bola zaznamenana pri viacerych typoch
nadorovych ochoreni, vratane TGCTs (9). miR371-373 klaster je up-regulovany vo viacerych TGCTs
linidch rezistentnych vodi cisplatine a zohrdva ulohu v inhibicii bunkovej smrti (10). miR-21 patri
medzi najznamejsie onkogénne mIiRNA, pricom jej expresia bola popisand v suvislosti
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s chemorezistenciou u réznych typov nadorov (11). Rovnaky narast expresie tychto miRNA sme
zaznamenali aj v nasich rezistentnych linidch.

Malé jadierkové RNA - ,snoRNAs” - maju taktiez uréitd Ulohu v onkogenéze, pricom mézu pdsobit
ako onkogény, ale aj ako tumor supresory. Zvysend expresia snoRNA s nazvom SNORA42 koreluje
s nepriaznivou progndézou, ¢o je spdsobené supresiou p53-zavislej apoptdzy. Dalsou snoRNA, ktorej
uloha u nadorov prsnika a prostaty uz bola popisana, je tumor supresorova snoRNA U50 (12). Nase
vysledky naznacuju, Ze snoRNA mdZzu mat sdvis aj s chemorezistenciou nadorovych ochoreni, ¢o vak
doteraz este nebolo popisané.

Napriek tomu, Ze TGCTs su tumory svysokou kurabilitou asu relativne vzacne v porovnani
s ostatnymi solidnymi nadormi, predstavuju kvéli ich genetickym a molekuldarnym charakteristikdm
suvisiacim sich embryondlnym pdévodom Specificki skupinu nadorov. LepSie pochopenie tychto
charakteristik by mohlo viest k vyvoju novych terapeutickych modalit a novych prognostickych
markerov. Experimenty na pripravenych rezistentnych linidch by ndm mohli pomoct pochopit
molekularnu podstatu chemorezistencie TGCTs voci cisplatine.

Podakovanie: Tdto prdca vznikla s podporou projektov Naddcie Tatra banky ,Studenti do sveta”,
Erasmus+, Naddcie Vyskum rakoviny RFL 2009, RFL 2012 a Agentury na podporu vyskumu a vyvoja
APVV-0230-11, VEGA 2/0087/15.
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Uvod

Asociacia medzi cirkulujdcimi pohlavnymi horménmi a prejavmi afektivnych pordch je popisana ako
u Zien tak aj u muZov. Vyssia prevalencia Uzkostnych a depresivnych stavov uZien v porovnani
s muZmi, a na druhej strane zvysujuca sa prevalencia tychto porich u muzZov s pribudajicim vekom
svedcia o Ulohe pohlavnych horménov v etioldgii afektivnych porich (1-4). Avsak, kauzélna suvislost
medzi koncentraciou pohlavnych horménov a mierou Uzkosti nie je doteraz overena.

Na rozdiel od ludi, u peripubertalnych (5) a mladych dospelych potkanov (6) sa preukazalo, Ze samice
su menej Uzkostné nez samce. Podobne, tieto pohlavné rozdiely v Uzkostnom spravani sa dokazali aj
u starych potkanov (7). Doteraz v3ak nie je jasné, hlavne u starych jedincov, i tieto pohlavné rozdiely
v Uzkostnom spravani su ovplyvnené endogénnou produkciou pohlavnych hormdnov. Starnutie je
spojené progresivnym znizovanim aktivity hyptolamo-hypofyzo-gonadalnej osi a naslednym
poklesom koncentracie cirkulujuceho testosterénu. U ludi sa predpoklada, Ze hypogonadizmus
suvisiaci s vekom je zodpovedny za niektoré symptdmy starnutia, ako kognitivny pokles ¢i afektivne
poruchy (8—10). Podobne ako u ludi, animalne experimenty tiez potvrdzuju, Ze staré hypogonadalné
samce vykazuju vy$siu mieru depresie (11) alzkosti (12). Usamic je zrejmé, Ze ako intra- aj
interindividudlna variabilita Gzkosti je spojend svariabilitou endogénnej produkcie pohlavnych
steroidnych horménov (13-16). Ci pohlavné rozdiely v tzkosti, popisané u mladych dospelych zvierat,
mozu byt ovplyvnené vekom suvisiacim poklesom testosterénu u samcov, nie je zndme.

Najbeznejsi animalny model na sledovanie priznakov muZského hypogonadizmu u hlodavcoc je
chirurgické odstranenie semmennikov, ktoré st hlavnymi zdrojmi androgénov u samcov. Kratkodobé
ucinky gonadektomie na spravanie samcov su popisané vo viacerych studiach. Zda sa pritom, Ze vek
kastracie je dolezitym faktorom ucinku, nakolko kym u dospelych samcov potkana gonadektémia ma
anxiogénny ucinok (17, 18), kastracia v ranej faze vyvinu spdsobuje anxiolyticky (19). Podla dostupne;j
literatury vsak vplyv dlhodobého hypogonadizmu na uUzkostné spravanie starndcich samcov je
nedostato¢ne prestudovany.

spravani starnicich potkanov askimat ulohu endogénnej produkcie androgénov v Uzkosti
podobnom spravani starych samcov potkana.
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Material a metodika

V experimente sme pouzili 20 samic a 48 samcov potkana laboratérneho (Rattus norvegicus) kmena
Lewis (Anlab, Praha, Ceskd republika). Experimentdlnym zvieratdm bol zabezpeceny ad libitum
pristup k vode a potrave. Zvieratd boli chované v plastovych klietkach (n=4/klietka) v kontrolovanom
prostredi (teplota 2242 °C a vlhkost 50+10 % ) a svetelnom rezime 12:12h.

V predpubertdlnom obdobi (25. PND - den postnatédlneho Zivota) samce (n=18) podstupili bilateralnu
kastraciu pod vplyvom anestézie (ketamin 100 mg/kg a xylazin 10 mg/kg, v pomere 3:1), aplikovanej
intraperitonealne. Ostatné samce (n=30) sluZili ako kontrolna skupina endogénnej produkcie
androgénov.

Zvierata vstarSom veku (15 mesiacov) boli podrobené behavioralnej studii. Na zhodnotenie
lokomotorickej aktivity a Uzkosti podobného spravania zvierat sa uskutocnili test otvoreného pola
(OF; 5 minut), test vyvySeného bludiska v tvare plus (EPM; 5 minut), test preferencie svetla a tmy
(LDB; 5 minut) a pozorovanie vo PhenoTyper klietke (PHT; 30 minut). Behaviordlne parametre sa
monitorovali pomocou softvéru Ethovision XT 10.0 (Noldus, Wageningen, Holandsko). Prejdena
vzdialenost, ako ukazovatel lokomotoricke] aktivity a exploracie v novom prostredi, sa zhodnotila
v OF i PHT. Uzkosti podobné spravanie sa zhodnotilo na zaklade ¢asu stravaného v centralnej zéne
arény (OF a PHT), v osvetlenej ¢ati bludiska (LDB a PHT), v Ukryte (PHT), ¢i na otvorenych ramenach
bludiska (EPM), ako aj na zaklade poctu vstupov na otvorené ramena (EPM).

Na konci experimentu zvieratdm sa odobralo 300ul krvi z chvostovej tepny. Plazmaticka koncentracia
testosterénu sa stanovila pomocou enzymovej imunoanalyzy pouzitim komeréne dostupného kitu
ELISA (DRG Instruments GmbH, Nemecko).

Data boli statisticky vyhodnotené jednofaktorovou analyzou variancie. Rozdiely medzi skupinami boli
hodnotené pomocou Bonferroniho post hoc testu. Za Statisticku signifikanciu sme povazovali p<0,05.
Vysledky su prezentované ako priemer + SEM. Na spracovanie vysledkov sme pouzili softvér
Graphpad Prism 6.

Vysledky
Skupiny sa liSili v plazmatickej koncentrécii testosterénu (F=30.5, p<0.001, Obr. 1), ktora bola 5-krat
vysSia u samcov nez u samic (t=6.52, p<0.001). Napriek starSiemu veku zvierat, uc¢inok gonadektomie
na koncentraciu testosterénu bol vyrazny, t.j. GDX samce vykazovali signifikantne nizsiu koncentraciu
testosteronu v plazme v porovnani sintaktnymi starndcimi samcami (GDX vs samce: t=6.49,
p<0.001).

V lokomotorickej aktivite sme pozorovali signifikantné pohlavné rozdiely v oboch testoch (OF: F=18.2,
p<0.001, Obr. 2A a PHT: F=17.0, p<0.001,), t.j. samce presli 2-krat kratsiu vzdialenost nez samice (OF:
t=5.63, p<0.001; PHT: t=5.58, p<0.001). Gonadektémia samcov nemala signifikantny vplyv na pohyb
zvierat (OF: t=0.19, p>0.99; PHT: t=0.67, p>0.99).

V niektorych ukazovateloch tzkosti podobného spravania, ako v ¢ase stravenom v centre bludika (OF:
F=4.03, p<0.05, Obr. 2B; PHT: F= 5.07, p<0.01,), ¢ase stravenom na otvorenych ramenach (F=22.6,
p<0.001, Obr. 2C), polte vstupov na otvorené remana (F=15.1, p<0.001,) av case stravenom v
ostvetlenej casti PHT (F=15.0, p<0.001, Obr.2D), sme pozorovali signifikantné pohlavné rozdiely.
Podla uvedenych parametrov, samce sa ukazali byt uzkostnejSie neZ samice: stravili menej ¢asu
v centre arény v OF (o 56,7%, t=2.80, p<0.05) i PHT (o 65,6%, t=5.28, p<0.001), ako aj menej ¢asu v
osvetlenej ¢asti PHT (o 64.4%, t=5.28, p<0.001). Okrem toho, samce stravili o 82,1% menej ¢asu na
otvorenych ramenach (t=6.12, p<0.001 a vstupili na ne o 60,5% menej ¢asto (t=5.08, p<0.001) neZ
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samice. Gonadektomované samce stravili signifikantne, takmer 5-krat, viac Casu na otvorenych
ramenach EPM (t=4.94, p<0.001) a taktieZ 2-krat castejSie vtUpili na otvorené ramena (t=3.91,
p<0.001) neZ samice. V Case stradvenom vo svetlej Sasti LDB (F=0.15, p=0.86,), ako ani v Case
stravenom v Ukryte v PHT (F=1.65, p=0.20,) sme nepozorovali Ziadne rozdiely medzi jednotlivymi

skupinami.

Koncentricia testosteronu
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Obr. 1. Plazmatickd koncentracia testosterénu. Data su prezentované ako priemer + SEM. GDX —
gonadektomované samce, *** p<0.001, ### p<0.001.
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Obr. 2. Lokomo¢&na aktivita (A) a Uzkosti podobné spravanie (B-D). A. Prejdend vzdialenost a B. ¢as
straveny v centralnej zéne otvoreného pola. C. Cas straveny na otvorenych ramenach a D. frekvencia
vstupov na otvorené ramena v teste vyvyseného bludiska v tvare plus. D. Cas straveny v osvetlenej
zéne PhenoTyper klietky. Data su prezentované ako priemer + SEM. GDX — gonadektomované samce,
* p<0.05, *** p<0.001, ### p<0.001.
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Diskusia

V tejto Studii sa dokdazali pohlavné rozdiely ako v lokomocnej aktivite aj v Uzkosti podobnom spravani
starnlcich potkanov. Samice sa ukdzali byt aktivnejSie avykazovali menej Uzkostné spravanie
v porovnani so samcami vo viacerych behavioralnych testoch, okrem LDB. V tzkosti podobnom
spravani skimanom na EPM, gonadektomované samce sa liSili od intaknych samcov, ¢o naznacuje, Ze
pohlavné hormény produkované pocas puberty a dospievania mézu preduréovat tzkostné spravanie
samcov potkana v ich starSom veku Zivota.

Pohlavné rozdiely pozorované v lUzkostnom spravani potkanov su konzistentné s vysledkymi
predchdadzajucich studii, ktoré ukazali, Ze nie len v dospelom (6), ale aj v starSom veku (7), st samce
uzkostnejsSie nez samice. V relevantnych Studidch sa udospelych samocv hlodavcov poukazal
anxiogénny ucinok gonadektomie (17, 18). Naopak, v naSom pokuse GDX samce vykazovali menej
Uzkostné spravanie v EPM neZ intaktné samce svedciac o tom, Ze nedostatok androgénov moze viest
k anxiolyze. Treba tu vSak pripomenut, Ze kastracia samcov pouzitych v naSom experimente sa
uskutocnila pred nastupom puberty zvierat. Vzhladom na tdto skutoénost, Uzkostné spravanie
samcov pozorované vEPM mohlo byt vysledkom organizaénych Gcinkov androgénov pocas
dopsievanie (20-22), ktoré su podobné k ich ucinkom v ranom $tadiu vyvinu (19). Na druhej strane,
vo vyssie uvedenych Studiach sa uzkosti podobné spravanie skimalo kratko po gonadektdmii, kym
v nasom pokuse sa to skimalo po dlhodobom nedostatku androgénov. Odlisny vek hormonalnej
deprivacie, ako aj odlina dizka indukovaného hypogonadizmu (19, 23) mézu byt dévodom
nekonzistencie nasich vysledkov spred nami publikovanymi zisteniami. Pozorované pohlavné
rozdiely v spontdnnej lokomocnej aktivite starndcich zvierat su v sulade vysledkami nedavnych studii
(24). Avsak, pravdepodobne tieto nie si determinované produkciou androgénov. Pohlavné rozdiely
pozorované v OF, EPM a Ciato¢ne aj v PHT sa nepreukazali v LDB. Od pouZitého testu zavislé vysledky
mozu byt spojené sréznymi psychologickymi/behavioralnymi mechanizmami podielajicich sa na
rozlisSnych Uzkostnych testoch, ktoré skimaju roézny druh averzie (napr. nové prostredie, otvoreny
priestor, osvetlenie, vyska, atd.) (25).

Na zaver, podla nasich najlepsich vedomosti, nas experiment je prvy, ktory skima ucinok dlhodobého
androgénového deficitu na Uzkostné sprdvanie starntcich potkanov. NaSe vysledky potvrdzuju, Ze
samice si menej Uzkostné neZ samce aj v starsom veku. Okrem toho sme zistili, Ze tieto pohlavné
rozdiely v Uzkosti podobnom sprdvani starnicich potkanov moZu, aspori Ciastocne, zdvisiet od
endogénnych androgénov produkovanych u samcov, pretoze predpubertdina gonadektémia samcov
zredukovala rozdiely medzi pohlaviami v Uzkostnom sprdvani. Ohladom klinickej relevancie nasich
vysledkov, preskimanie tUcinkov suplementacnej liecby, v rozlisSnych davkach i po rézne dlhu dobu,
exogénnych pohlavnych horménov na Uzkostné spravanie dlhodobo hypogonaddlnych starnucich
samcov by bolo potrebné.

Podporené ciastocne grantmi Lekdrskej fakulty UK ¢.UK/21/2015, UK/308/2016 a grantom APVV
0539-12.
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Uvod

Metylglyoxal (MGO, 2-oxopropanal, CH;C(O)CHO) je vysoko reaktivny a-oxoaldehyd (1). MéZe vznikat
réznymi metabolickymi cestami, ale hlavnym zdrojom jeho vzniku za fyziologickych podmienok je
glukdza a s rou spojena glykolyza (Obrazok 1). KedZe ide o toxicky oxoaldehyd, in vivo sa detoxifikuje
glyoxalazovym systémom, kde pomocou kltic¢ového enzymu glyoxalazy 1 (Glyol) sa MGO vylucuje vo
forme D-laktdtu do moca (2).

Toxicita MGO spociva najma v schopnosti modifikovat bielkoviny. Je najpotentnejs$im glykacnym
¢inidlom in vivo na bunkovych a extracelularnych bielkovinach, lipidoch a DNA. Aj za fyziologickych
podmienok malé mnozstvo MGO unika detoxifikdcii a méze modifikovat proteiny, vdaka ¢omu
vznikaju koncové produkty pokrocilej glykacie (advanced glycation end products, AGEs). V tomto
pripade vznikaju na bielkoviny viazané AGEs. Tieto modifikované bielkoviny uz nie si schopné plnit
fyziologické funkcie. Prikladom je glykovany inzulin, ktory je menej u¢inny a ¢asom moze zapriCinit
inzulinovu rezistenciu (3). V plazme sa okrem MGO-modifikovanych bielkovin nachadzaju volné
MGO-modifikované peptidy, ktoré sa nazyvaju aj ako volné AGEs. Tieto molekuly su vylu¢ované
glomerularnou filtraciou do moca. Volné AGEs vznikaju aj proteolytickym Stiepenim na bielkoviny
viazanych AGEs (4). Medzi AGEs vznikajice sa zMGO patria hydroimidazolény (MG-Hs) a N°-
carboxyetyllyzin (CEL) (Obrazok1).

Dalej MGO okrem modifikécie bielkovin a peptidov sa moze naviazat na bunkovy receptor pre AGEs,
a tym spustit rézne signalne drahy a indukovat napr. oxidaény stres, ¢o je genotoxicky stimulus pre
bunku a méze indukovat apoptdzu, alebo moze aktivovat zapalovu signalnu drahu. Diabetogénny
a aterogénny uéinok MGO bol popisany vo viacerych studiach (5-8). | ked MGO je sucastou nadej
kazdodennej stravy, exogénne zdroje nezohravaju dolezitu ulohu vo zvySovani plazmatickej
koncentracie reaktivneho aduktu (9).

Stadia Thornalley-ho akol. popisuje vys$siu koncentraciu MGO ana bielkoviny viazaného CEL
u obéznych dospelych v porovnani s chudymi, kym koncentracia na bielkoviny viazanych MG-Hs je
rovnaka (10). Predpokladd sa, Ze MGO a AGEs prispievaju k dysfunkcii tukového tkaniva a indukuju
inzulinovu rezistenciu (11,12).
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Cielom nasej prace bolo zistit, & su zmeny v koncentraciach MGO a MGO-derivovanych AGEs
v€asnym znakom obezity, a Ci su pritomné u centrdlne obéznych adolescentov, ¢ize v rannom veku
dospelosti.
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Obrazok 1. Vznik a detoxifikicia MGO, atvorba MGO-derivovanych AGEs. SSAO, semicarbazide-
sensitive amine oxidase; DHAP, dihydroxyacetone phosphate; G3P, glyceraldehyde 3-phosphate;
ALDH, aldehyde dehydrogenase; GLO1, glyoxalase 1; GSH, gluthatione; GLO2, glyoxalase 2; AR,
aldose reductase; MG-H1, methylglyoxal-derived hydroimidazolone 1; MG-H2, methylglyoxal-derived
hydroimidazolone 2; MGH3, methylglyoxal-derived hydroimidazolone 3; AP, argpyrimidine; THP,
tetrahydropyrimidine; CEL, N¢-(1-carboxyethyl)lysine; MOLD, methylglyoxal-lysine dimer; MODIC, 2-
ammonio-6-[(2-[(4-ammonio-5-oxido-5-oxopentyl)amino]-4-methyl-4,5-dihydro-1H-imidazol-5-
ylidene)amino]hexanoate (Obrazok prerobeny podla Maessen a kol. (13)).

Material a metodika

V tejto sekundarnej klinickej Studie sme si vybrali 342 adolescentov na dalSie analyzy z nasho velkého
projektu ReSpekt pre zdravie, ktora prebiehala v $kolskom roku 2011/2012. Hlavnym cielom projektu
bola prevencia kardio-metabolickych a inych chronickych ochoreni v prostredi strednych $kol v
Bratislave.

Stadiu schvalila Eticka komisia Bratislavského samospravneho kraja. Kaidy Student podpisal
informovany suhlas, v pripade neplnoletych Ziakov musel sthlas podpisat rodi¢, resp. zakonny
zastupca.

Subjekty. Nasa kohorta pozostavala z 342 zdravych adolescentov (Stihli n=191; centralne obézni
n=151), z ¢oho 53% predstavovali diev¢ata a 47% chlapci vo veku +17.
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Metddy. Centrdlnu obezitu sme stanovovali pomerom obvodu pasa a vysky (WHtR; waist-to-height
ratio). Za centralnu obezitu sme povaZzovali WHtR>0.5.

Déta antropologickych merani (hmotnost, vyska, obvod pasa, tlak krvi) aStandardnych
biochemickych analyz (glykémia, inzulin, triacylglyceroly, LDL- a HDL-cholesterol, C-reaktivny protein
s vysokou citlivostou — hsCRP) sme pouZili z hlavnej $tudie ReSpekt pre zdravie. Zber dat vykonali
zaskoleni pracovnici z oblasti mediciny, biochemické analyzy vykonali v centrdlnom laboratériu
Standardnymi laboratérnymi metédami.

Koncentracie MGO, volného a na bielkoviny viazaného CEL a MG-Hs v plazme a volného CEL a MG-Hs

v mo¢i sme stanovili metédou UPLC-MSMS (tandem-mass ultra performance liquid chromatography)
(14).

Vysledky

Charakteristika Stihlych a obéznych adolescentov je popisand vtabulke 1. Centrdlne obézni
adolescenti mali vyssi systolicky (p=0.001) a diastolicky tlak (p=0.001), ako aj horsi lipidovy profil.
Koncentracie inzulinu, glykémie a inzulinova sensitivita sa medzi skupinami nelisili.

Tabulka 1. Charakteristika jednotlivych skupin.

stihli centrdlne obézni | p
hmotnost 67112 83+18 <0.001
WHtR 0.44+0.03 | 0.54+0.04 <0.001
systoliky tlak 115413 119+14 0.001
diastolicky tlak 7218 758 0.001
HDL-cholesterol 1.41+0.31 | 1.2740.29 <0.001
LDL-cholesterol 2.31+0.62 2.51+0.63 0.004
triacylglycerol 1.02+0.51 | 1.16+0.73 0.035
inzulin 14.66+8.03 | 16.92+13.40 0.683
glykémia 5.2+1.8 4.9+0.5 0.190
inzulinova 0.33+0.03 | 0.33+0.03 0.371
rezistencia(QUICKI)
hsCRP 1.29+3.09 | 2.15+3.93 <0.001

Centralne obézni mladistvi mali vyznamne vyssie koncentracie MGO (p=0.006) a na bielkoviny
viazaného CEL (p=0.001) vplazme (graf 1), avSak koncentrdcie na bielkoviny viazanych
hydroimidazolénov boli vyznamne nizsie (p<0.001) v porovnani so Stihlymi adolescentmi (graf 1).
Koncentracie volného CEL a MG-Hs v plazme a v modi sa nelisili medzi skupinami (graf 2).
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Graf 1: Koncentracia MGO (**p<0.01 vs. stihli), na bielkoviny viazaného CEL (***p<0.001 vs. stihli)
a na bielkoviny viazanych MG-Hs (***p<0.001 vs. §tihli) v plazme.
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Graf 2: Koncentracie volného CEL a MG-Hs v plazme a v moci sa neliSili medzi skupinami.
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Diskusia

Nasa Studia je prva, ktord poukdzala na zmeny v metabolizme MGO u adolescentov. Tieto zmeny su
teda v¢asnym znakom obezity, a s velkou pravdepodobnostou mézu mat patofyziologické nasledky,
nakolko klinické a experimentalne Studie dokladaju, Zze MGO a jeho derivaty maju diabetogénny,
prozédpalovy a aterogénny ucinok (1,13,15,16).

Hromadenie plazmatického MGO moéZe byt zapri¢inené znizenou aktivitou deglykaéného systému
s redukovanou aktivitou kli¢ového enzymu Glol (13), na ¢o poukazuju aj Thornalley akol. (10)
u dospelych obéznych probandov. Objasnit tuto otazku pldnujeme stanovenim  aktivity Glol
v erytrocytoch alebo rendlej exkrécie D-laktatu.

Hromadenie na bielkoviny viazanych AGEs je priamym ddsledkom zvysenej koncentracie MGO, ktory
je hlavnym zdrojom CEL (Obrazok 1) (17).

Paradoxné zniZenie koncentracii MGO hydroimidazolénov méze vyplyvat zo skuto¢nosti, Ze existuju 3
izoméry MG-Hs (Obrazok 1), z ktorych jeden ma vyraznu antioxida¢nu kapacitu. Tento Mg-Hs izomér
podlieha sponténnej deglykaénej reakcii za vzniku pyruvéatu (18). Na potvrdenie tohto predpokladu
bude nutné stanovenie jednotlivych izomérov MG-Hs.

V dalSich nasich studiach sa sustredime na analyzu mechanizmu hromadenia MGO stanovenim
aktivity Glol arenadlnej exkrécie D-laktatu, a asociacii koncentracii MGO ajeho AGE-derivatov
s kardiometabolickymi rizikovymi faktormi manifestovanymi v obezite u adolescentov.

Prdca bola podporend grantmi VEGA: 0447-12 (KS), APVV: 1/0637/13 (KS) a EASD ARTF: 94766 (MCs)
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Uvod

Skupina nadorov mozgu glidmy maju povod v maligne transformovanych gliovych bunkach. Spomedzi
nich sa najcastejSie vyskytuje prognosticky najhors$i nadorovy typ glioblastoma multiforme
(mnohotvary glioblastém, GBM), ktory predstavuje gliom s gradingom 4.

Z epidemiologického hladiska je vyznamna vysoka incidencia gliomov v populdcii deti a mladistvych.
Pretrvava chybanie efektivnej liecby nadorov, zld progndza je hlavne pri glidmoch s vyssim
gradingom. Sucasny median preZivania pacientov s GBM je medzi 12 a 15 mesiacmi od stanovenia
diagndzy (1). Najnovsia WHO (World Health Organization) klasifikdcia nadorov centralnej nervovej
sustavy z roku 2016 (2) integruje molekularne parametre s klasickym histopatologickym pristupom.
Kladie d6raz na expresiu molekul v tkanive. Tento pristup je predpokladom pre lepsiu diagnostiku
a nasledne aj liecbu nadorov.

Na procese rastu a progresii nadoru sa vyznamne podielaju aj podporné bunky, ktoré samotné nie su
maligne zmenené na genetickej Urovni, ale spolu s nadorovymi bunkami vytvdraju nadorové
mikroprostredie. V komplexnom procese tumorigenézy sa odhalila Uloha produktov buniek
imunitného systému ako rastovych faktorov pre nddorové bunky a vytvaranie promaligneho
nadorového mikroprostredia (3,4). Nie vSetky maju prebadand ulohu. Nddorové mikroprostredie ma
charakter chronického zdpalového procesu. Sucasna literatdra poskytuje coraz viac informacif
ovyzname zapalového procesu, imunitnych buniek amolekdl v progresii nadoru. Sledovanie
zapalovych markerov ma tak sfubnl perspektivu vimunoonkologickom vyskume ako aj vo vyvoji
imunoterapeutickych postupov.  Aj v klinickej neuroonkoldgii sa popri klasickych lie¢ebnych
modalitdch, chemoterapii a radioterapii stale ¢astejSie spomina imunoterapia s velmi perspektivnym
vyuZzitim (5). Takto sa nddorové imunoldgia dostava do centra vedeckého zdujmu.

Molekuly TREM (triggering receptors expressed on myelocytes) patria medzi PRR (pattern
recognition receptors). Nachadzaju sa na povrchu mikroglie a tkanivovych makrofagov v mozgovom
parenchyme. Expresia TREM-1 molekuly sa dokazala na povrchu makrofagov asociovaych s nadorom
(TAM- tumor associated macrophages). Zistilo sa, Zze podporuje rozvoj a progresiu zapalového
mikroprostredia (6). Vyskum funkcie molekdl TREM-1mdze byt vychodiskom pre hlbsie pochopenie
pri¢inno — naslednych vztahov malignych a chronickych zapalovych procesov.

Cielom predkladanej Studie je charakterizovanie pritomnosti expresie TREM-1 v glidmovych
tkanivach a vztah expresie tejto molekuly s gradingom gliémov.

Material a metodika

Predkladana studia vznikla na zaklade spoluprace Imunologického Ustavu LFUK s Neurochirurgickou
klinikou LF UK a FN v Bratislave. Sttdia bola schvélena etickou komisiou a od kazdého pacienta sa
ziskal informovany suhlas. Na pracovisku Cytopathos, sr. 0. sa najskor vykondva po Standardnom
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fixatnom spracovani formalinovo-parafinovou metdédou histopatologické vysetrenie tkaniv
neurochirurgicky odstranenych nadorov. Z parafinovych blockov su vyhotovené S5um hrubé rezy,
ktoré su nanesené na podlozné sklicka. Tkanivové rezy deparafinujeme, dehydratujeme
a pripravujeme na imunohistochemické farbenie: demaskovanim antigénu- revitalizaciou
mikrovinnou  metddou, blokovanie  endogénneho  enzymu  ane3pecifickych  vazieb.
Imunohistochemicky farbime tkanivové rezy s pouzitim primarnej polyklonalnej protilatky anti-TREM-
1 (od firmy Sigma Aldrich) a sekundarnej enzymovo znacenej protilatky. Preparaty dofarbujeme
hematoxilinom. Po odvodneni a montovani preparatov ich nasledne prezerdme mikroskopom Nikon
ECLIPSE 80i s pripojenou kamerou znacky Nikon. Nasledne vyhotovujeme farebné mikrografie.
Pomocou pocitatového programu Imagel sledujeme a porovndvame expresiu molekul TREM-1
v tkanivach gliémov s roznym gradingom.

Vysledky

Expresiu  molekuly TREM-1 sme zaznamenali v nadorovom tkanive intraceluldrne.
Imunohistochemickd analyza ukazala granuldrnu expresiu v cytoplazme buniek (Obr.1). Pri
histopatologickom prezerani preparatov tkaniv. GBM sme pozorovali expresiu TREM-1 v
pseudopalisadovito usporiadanych bunkdch ako aj v bunkach roztrisenych v tkanive (Obr. 2).
Expresia TREM-1 bola konstantne vyraznd aj v perivaskularnych priestoroch (Obr. 3) av loZiskach
glomeruloidnej mikrovaskularnej proliferacie. Pri prezerani a hodnoteni expresie TREM-1 v tkanivach
s pouzitim programu Image) sme zaznamenali vyrazny rozdiel medzi jednotlivymi gradingami
gliémov, pricom sme pozorovali asociaciu hladiny expresie TREM-1 s rastucim gradingom nadorov.

. .
e TN 5. - a1 Pl i -
Obr. 1 Glioblastoma multiforme. Bunky s cytoplazmatickou granularnou expresiou TREM-1. Pouzitie
objektivu so zvacsenim 40x.
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Obr. 2 Glioblastoma multiforme. Heterogenita histologického obrazu v tkanive, pseudopalisadovité
loZiska nekrdzy. Pouzitie objektivu so zvaésenim 4x.

Obr. 3 Glioblastoma multiforme. Hustad mikrovaskulatura v tkanive. PouZitie objektivu so zvacsenim
10x.

Diskusia

Predkladana studia sa zameriava na charakterizovanie expresie molekul TREM-1 v tkanivach gliémov,
s dérazom na glioblastoma multiforme a vztah expresie TREM-1 s gradingom gliémov.
Imunohistochémia je v sticasnej dobe praktickym a dostupnym nastrojom na identifikaciu patologicky

zmeneného molekuldrneho profilu v tkanive. Kombinacia fentotypovej a genotypovej diagnostiky ma
potencial v progndze a predikcii nadorovej choroby. Zakladnymi histopatologickymi kritériami pre
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diagndzu gliomu s gradingom 4 - GBM je proliferdcia mikrovaskulatury (hypertrofia, hyperplazia
a glomeruloidnd proliferacia endotelu) a lozZiskd pseudopalisadovej nekrdzy. Pri histopatologickom
prezerani tkaniva GBM je zndma réznorodost histologického obrazu tkanivovych rezov a vysokd
lokalna heterogenita (2). Tato histologicka charakteristika vyrazne limituje objektivnost Statistickych
analyz expresie molekdl zistovanych imunohistochemickymi metddami na vzorkach nadorovych
tkaniv z operacne rieSenych gliémov.

Molekula TREM-1 bola objavena v roku 2000 ako dalsi ¢len imunoglobulinovej superrodiny molekul
(7). Je to pozitivny regulator zépalovej odpovede, ma ulohu v signdlnych drahach spojenych so
zapalovymi reakciami. Jej vazobny partner je stale nezndmy, ale medzi pravdepodobné ligandy patria
HMGB1 (high mobility group box protein), HSP70 (heat shock proteiny) a molekuly exprimované na
krvnych dosti¢kach. V literatdre sa uvadza perspektivne potencidlne vyuZitie molekuly TREM-1 ako
novy ciel pre nadorovd imunomoduldciu (8).

TREM-1 exprimuji vybrané myeloidné bunky, hlavne monocyty/ makrofagy. Expresia molekdl TREM-
1 v nadoroch mdZe predikovat agresivitu nadorového rastu azli progndzu. Tato spojitost sa
pozorovala pri karcinébme pecene a pluc, avsak presny mechanizmus je neznamy (6, 9). My sme
pozorovali, Ze rastuci grading je spojeny s Uroviiou expresie TREM-1, pricom GBM vykazuje najvacsi
stupen expresie TREM-1.

Zapal sa uvadza medzi zédkladnymi ¢rtami nadorového procesu (10). Zapalovy proces podporuje
mnohé zo zakladnych znakov tumorigenézy: pretrvavajuica proliferacnd signalizacia, rezistencia voci
bunkovej smrti, indukcia angiogenézy (9). Vysledky stidie s pouzitim metddy in situ hybridizécie (11)
ukazali, Ze hypoxia moéze indukovat expresiu TREM-1 na TAMs. Na transkripénej Grovni je expresia
TREM-1 makrofdgmi regulovana cez signalnu molekulu NFkB (nuclear factor kappa B). Mnoho Studii
ukdzalo aktivaciu NFkB hypoxiou (11).Tumorigenéza je komplexny proces, v ktorom je hypoxia
funkéne aj signalizaéne prepojena s angiogenézou. Tento vztah sme sledovali aj v nadej Studii
experimentalnej tumorigenézy na animalnom modeli (12). Detegovana molekula TREM-1 moze
zohravat Udlohu v signalizécii tohto vztahu. Glomeruloidnd proliferdcia kapildr je beZznym
histopatologickym nalezom v GBM. S proliferaciou endotelu suvisi aj pritomnost pericytov (13). Tieto
sa v literatlre v suvislosti s expresiou TREM-1 molekuly nespominaju, ale nase ndlezy nas vedu
k uvahe o tejto expresii, aviak pre potvrdenie tejto nasej hypotézy su potrebné dalSie detekiné
analyzy na pritomnost pericytov v tkanivach GBM. V pripade pozitivity pericytov na TREM-1 by sme
detekovali daldiu funkciu tejto molekuly a jej potencidlny vztah s typickym patologickym nalezom
glomeruloidnej kapilarnej proliferacie.

Duan a spol. (14) pozorovali, Ze samotné nadorové bunky hepatoceluldrneho karcindmu exprimuju
TREM-1. My ako prvy poukazujeme na expresiu molekuly TREM-1 samotnymi nadorovymi bunkami
v tkanivdch GBM. Na definitivne potvrdenie tejto skuto¢nosti je vSak potrebné uskutocénit dalsie
analyzy nadorového tkaniva, hlavne imunoflorescencnou metédou.

V zdvere sa chceme podakovat za spoluprdcu na vzniku tejto vedeckej Studie nasledovnym
pracoviskam: Neurochirurgickej klinike LF UK a FN v Bratislave, Cytopathos, sr. 0., Ustavu lekarskej
fyziky, biofyziky, informatiky a telemediciny LFUK a Ustavu histoldgie a embryoldgie LFUK.
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podnebia

MUDr. Pavol Macho
(chirurgia)
Spoluautori: Fekiacova D, Fedeles J., jr., Hajek J.

Skolitel: Doc. MUDr. Jozef Fedeleg, CSc
Klinika plastickej estetickej a rekonstrukcénej chirurgie, Lekarska fakulta UK, UNB RuZinov, Bratislava

Uvod

Razstepy pery a podnebia patria k najéastejSim vyvinovym ochoreniam frekvenciou vyskytu 1:500-
1:2000 v zdvislosti na predkoch, mieste narodenia, veku matky, prenatdlnej expozicii
a socioekonomickom postaveni (1). Viadsia Cast su tzv. bezsyndrémové, teda bez sucasnej
pritomnosti syndrémov alebo inych vacsich vrodenych defektov. Vyznamna geografickd orientacia
vyskytu rdazstepov pery a podnebia sa ukazala aj pri analyze pacientov sledovanych v Réstepovom
centre Kliniky plastickej estetickej a rekonstrukénej chirurgie LFUK, v ktorej sa zistilo, Ze je vyssia
prevalencia vyskytu orofacidlnych razstepov vregione Bratislava v porovnani s dalS$imi regidonmi
zdpadného Slovenska (2). V Razstepovom centre kliniky su pacienti srazstepmi v dlhodobej
dispenzarnej starostlivosti interdisciplindarneho razstepového tymu. Operacia predstavuje
v sucasnosti jedini metddu , ktorou sa koriguje razstep ama velky vplyv aj na kvalitu Zivota
pacientov aich rodiny. Operacné riesenie razstepu pery je nacasované priblizne na treti mesiac
Zivota pacienta . Operacné uzavretie razStepu podnebia je napldnované na Siesty mesiac Zivota
dietata. Najcastejsie pouzivanou metédou na palatoplastiku je postup podla Veau-Wardill-Kilnera
(3), dalej sa vyuZiva postup podla Furlowa (4,5), ZriedkavejSie su volené pristupy podfa von
Langenbecka ( 6) a Bardacha (7). Zameranim naSej prace je vyhodnotenie Uspesnosti jednotlivych
typov operacii v RazStepovom centre kliniky so zretelom na vznik komplikdcii a potrebu ich
nasledného chirurgického riesenia.

Material a metodika

V retrospektivnej studii sa zambulantnych kariet pacientov sledovanych v RézStepovom centre
kliniky vybrali pacienti s razstepom sekundarneho podnebia operovani na Klinike plastickej, estetickej
a rekonstrukcénej chirurgie LF UK a UNB RuZinov v obdobi od 1.1.2000-31.12.2009 , t.j. za 10 rocné
obdobie. Pacienti v celkovom pocte 147, boli rozdeleni jednak podla typu rdazstepu ako aj podla
typu operdcii do jednotlivych skupin, a v ramci nich sa zaznamenavali vznik a vyskyt pooperaénych
komplikacii a potreba ich chirurgického riesenia. NajcastejSie pouzitym pristupom na palatoplastiku
bol postup podla Veau-Wardill-Kilnera ( 80,2%, VWK) potom podla Furlowa (8,1% , FW) avon
Langenbecka (7,4%, vonLANG) , najmenej podla Bardacha (4,5%,BAR ), Z komplikacii to boli najma
vyskyt oronazalnych komunikacii (ONK), velofaryngealnych insuficiencii (VFI),  dehiscinencia,
krvacanie, uvula bifida. Na Statistické vyhodnotenie rozdielov medzi skupinami sa pouZzil chi-
kvadratovy test (8), nakolko ide o kvalitativnych ukazovatelov v jednotlivych stiboroch (8,9).
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Vysledky

bol kompletny razstep podnebia (TAB. 2). Ukazalo sa, Ze vyskyt najzdvaZznejsich pooperacnych
komplikacii (ONK, VFI) bol u skupiny pacientov s kompletnym razstepom vyrazne vyssi (zo 45 az
u 21, TAB.2 ) ako u nekompletného razstepu ( zo 102 iba u 13, TAB.1, p<0,01). Podla typu operacii sa
zistilo, Ze podiel pooperacnych komplikacii je najnizsi u postupu podla von Langenbecka a Veau-
Wardill — Kilnera , kym percentudlne najvyssi podiel pooperacnych komplikacii sa pozoroval pri
postupe palatoplastiky podla Bardacha (TAB.2).

Podobne aj zriedkavejsie komplikdcie sa vo vysSom percente vyskytli uskupiny s kompletnym
razStepom v porovnani s pacientmi s nekompletnym razstepom. VSetky tieto komplikacie boli
zaznamenané u pacientov operovanych postupom podla Veau-Wardill-Kilnera ato u pacientov
s kompletnym razstepom 1 krat hemoragia, 2 krat dehiscinencia a tri krat uvula bifida. U pacientov
s nekompletnym razstepom sa vyskytla 2 krat hemoragia a 2 krat uvula bifida.

Tab. 1. Vyskyt najzavaznejsich komplikacii u pacientov s nekompletnym razstepom

TYP Pocet ONK % VFI %
OPERACIE

VWK 79 2 2,53 4 5,06
FW 10 2 20 - -
vOnLANG 11 - - - -
BAR 2 - - - -

VWK — VEAU-WARDILL-KILNER
FW — FURLOW

von LANG —von LANGENBECK

BAR — BARDACH

ONK — oronazélna komunikacia
VFI — velofaryngealna fistula

Tab. 2. Vyskyt najzavaznejsich pooperacnych komplikacii u pacientov s kompletnym raztepom.

Pocet
TYP ONK % VFI %
OPERACIE
VWK 39 10 25,6 8 20,51
FW 2 1 50 - -
BAR 4 2 50 - -

VWK — VEAU-WARDILL-KILNER
FW — FURLOW

BAR — BARDACH

ONK — oronazélna komunikacia
VFI — velofaryngealna fistula
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Diskusia

Analyza operacnych postupov Upravy orofacidlnych razstepov ukazala vyssi vyskyt pooperaénych
komplikacii u skupiny pacientov s kompletnym razstepom v porovnani s nekompletnym. Avsak malé
pocty operovanych pacientov v niektorych typoch operacii (podla Furlowa alebo Bardacha)
v porovnani s pristupom podla Veau —Wardill- Kilnera nedovoluju urobit definitivne zévery o plnej
porovnadvanie dvoch pristupov (najcastejSie podla Furlowa a Veau-Wardill-Kilnera) a pacienti sa
hodnotili po relativne dlhom ¢ase ( 3 a viac rokov) po operdcii (10, 11,12,13). Nezistili sa rozdiely
medzi postupom podla VWK a FW v pooperacnych vysledkoch pri hodnoteni kvality re¢i, vyvoja
funkcie Eustachovej trubice (10,11). Pri hodnoteni vyvoja oronasélne;j fistuly (12,13, 14) sa ukazalo, Ze
riziko vyvoja je mensie po FW ako po VWK). Vysledky nasich sledovani naproti tomu ukazuji vyssi
podiel oronazélych fistuli po FW v porovnani s VWK u pacientov s nekompletnym aj kompletnym
razStepom. Podobne rozdielne vysledky sa pozorovali aj pri vzniku velofaryngedlnej insuficiencie (
14), nakolko sme u nasich pacientov zistili vy3si podiel vyskytu velofaryngealnej insuficiencie po
VWK v porovnani s FW . Ukazuje sa potrebné pokracovat v sledovani dal$ich pacientov, aby sa mohli
podrobnejsie analyzovat priciny rozdielov s niektorymi doteraz publikovanymi pracami.
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Uvod

Operdcia katarakty je dnes rutinne vykondvanou operaciou. Prvé pokusy o odstranenie Sedého zékalu
siahaju aZ do starovekého Egypta. Ako pociatok modernej operacie katarakty mozno povaZovat prvé
Uspesné odstranenie vlastnej zakalenej $03ovky a jej ndhradu umelou vnitrooénou $o$ovkou (UVOS)
vyrobenej z polymetylmetakryldtu vroku 1949 Sirom Harolodom Ridleyom [1]. Vysledky tejto
operdcie neboli uspokojivé. S narastajucim zaujmom o operaciu Sedého zdkalu sa vyvijali aj nové
metddy operacie. Menila sa chirurgickd technika aj umiestnenie a ukotvenie umelej vnitroocnej
SoSovky vludskom oku. Od pdévodného principu, Ze pre kazdého pacienta je vhodnd jedna
Standardnd Sosovka sa upustalo a do popredia sa dostdval vyber umelej vnutroo¢nej $oSovky na
mieru pacientovi. Na zvolenie ¢o najpresnej$ej optickej mohutnosti UVOS je nutné vediet presné
biometrické rozmery oka v optickej osi oka. Ich meranie zabezpecoval spociatku ultrazvuk dnes su to
uz modernejsie metddy vyuZivajice svetelnd interferometriu. Okrem biometrie oka sa postupne
vyvijali vzorce pouzivané na vypocet vhodnej optickej mohutnosti UVOS, ktora sa mala implantovat
do pacientovho oka ako nahrada jeho vlastnej SoSovky. Spociatku to boli jednoduché vzorce
vyuZivajlce iba dva parametre (dizku oka a keratometriu rohovky), akym je napriklad SRK vzorec. Boli
zaloZzené na Gulldstrandovom modeli oka. Neskor sa pridali regresné formuly s vyuZitim regresnej
analyzy pooperacénych vysledkov, akym je napriklad SRK-II, ktory sa pouziva v mnohych pracoviskach
az dodnes. Postupne boli pokusy o zlepSenie presnosti predpovede vypoctov pooperaénej refrakcie
pacienta so zahrnutim viacerych premennych do vzorcov na kalkuldciu akymi su napriklad Hoffer-Q,
Holladay-2 a iné [2]. Ciefom nasej prace bolo porovnat presnost predikcie pooperaénej refrakcie oka
po implantacii UVOS u réznych vzorcov, eventudlne zistit , ktory vzorec je najvhodnej$i pre danu
kalkulaciu.

Material a metodika

Retrospektivne sme porovnavali vysledky predikcie Styroch vzorcov pouzivanych na nasej klinike
podla doporuceni vychadzajucich z empirie. Pre kazdy vzorec sme pouZili ako vzorku 20 o¢i (celkovo
80 odi). O¢i boli rozdelené do skupin podla dizky o&ného bulbu (axial lenght, AL) podia doporuéen.
Pre AL<22mm bol pouZity vzorec Hoffer Q, pre AL 22-24,5mm bol pouZity SRK-Il, pre
24,5mm<AL<26mm bol pouZity Holladay 2 a pre AL>26mm bol pouZity vzorec SRK-T. Vsetky oci boli
merané pred operaciou katarakty biometrom Lenstar LS900 vyZivajuci princip OLCR (Optical Low-
Coherence Reflectometry). Podobny princip bol v minulosti pouZity u Michelsonovho experimentu
[3]. Zistovali sme priemerny rozdiel so $tandardnou odchylkou (standard deviation, SD) medzi
predpokladanou kalkulovanou pooperacnou refrakciou (vyjadrenej v sférickom ekvivalente, SE,
v dioptriach [D]) a skuto¢nou pooperacnou refrakciou (udanou v SE). Pooperacnd refrakcia bola
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merand najskér 10. der po operdcii pomocou automatického keratorefraktometra. Rozdiely sme
vyjadrili aj v absolitnych hodnotach rozdielu. Takmer v kazdej skupine vzorcov sa nasiel jeden pripad,
kde bol hore spominany rozdiel refrakcii ne¢akane vysoky ( stanovili sme hranicu viac ako 4D), tzv.
outlier. Spravili sme zvlast analyzu po vyradeni ,,outliera” zo skupiny. Tiez sme zistovali pre jednotlivé
oci, ktory vzorec by bol najvhodnejsi pri kalkuldcii, teda by daval najmensi rozdiel vypocitanej od
vyslednej refrakcie.

Vysledky
Rozdiely odhadovanej od realnej pooperacnej refrakcie st zobrazené v Tabulke 1.

Tabulka 1: Rozdiely predpokladanej aredlnej pooperacnej refrakcie oka pre jednotlivé vzorce
vyjadrené v sférickom ekvivalente v dioptridch [D] (SD — standard deviation, Standardnda odchylka)

Priemerny rozdiel refrakcii [ Hoffer-Q |Hoffer-Q SD SRK-II SRK-II SD Holladay | Holladay SD SRK-T SRK-T SD

Soulierom -0,36) 1,76 0,13] 1,95 -0,64 1,75 -0,05 1,57,
Bez ouliera -0,63 1,21 0,41] 1,46 -0,28 0,65 0,24 0,84
Absoltny s oulierom 1,15 1,36 1,03 1,65 0,54 1,63 0,93 1,24
Absolutny bez ouliera 0,94 0,98 0,81 1,29 0,54 0,44 0,68 0,52

Z Tabulky 1 vidiet, Ze v3etky vzorce poskytuju absolitnu odchylku do 0,94D. Najpresnejsie vysledky
pre dand dizku oka poskytuje vzorec Holladay a najmenej presné Hoffer-Q. U vietkych vzorcov,
okrem SRK-II, je priemerna cielova refrakcia posunutd smerom do zépornych hodnoét.

Najvhodnejsi vzorec pre jednotlivé oci v danej skupine je zobrazeny v Tabulke 2.

Tabulka 2: Pocty oci, u ktorych dany vzorce poskytoval najlepsie vysledky v jednotlivych skupinach

Skupina Hoffer-Q SRK-I Holladay SRK-T

SRK 11 5 7 8 7
SRK/T 9 4 3 6
HOFFER Q 7 9 4 5
HOLLADAY 1 3 6 3

V skupine Hoffer-Q bol vzorec Hoffer-Q najpresnejsi v 7 pripadoch. SRT-T by bol najpresnejsi v9
pripadoch. V skupine SRK-Il bol SRK-ll najpresnejsi v 8 pripadoch a Hoffer Q bol v9 pripadoch.
V skupine Holladay bol vzorec Holladay najlepsi v 6 pripadoch a SRK-1I v 8 pripadoch. V skupine SRK-T
bol vzorec SRK-T najpresnejsi v 6 pripadoch a SRK-1l v 7 pripadoch.

Diskusia

Neexistuju zavazné pravidla, ktoré by urcovali volbu vzorca za danej situdcie, ale je povaZované, Ze
vzorec Hoffer-Q ma najlepsie vysledky pri ociach s AL mensou 24,5mm, Holladay pri AL od 24,5 do
26mm a SRK-T pri AL viac ako 26mm [4]. Toto tvrdenie je podloZené aj vacsou studiou realizovanou
na 8108 kataraktach [5], aviak poufitie uréitého vzorca na predikciu spravnej dioptrickej sily UVOS
zavisi od operatéra a skdsenosti na danom pracovisku.

V naSom pozorovani sme zistili, Ze nami zvolené vzorce pri danej AL davali velmi dobru prediktivhu
hodnotu pooperacnej refrakcie. Najslabsie vysledky celkovo poskytoval vzorec Hoffer-Q (avSak
v svojej skupine bol druhy najlepsi), ktory sme pouzivali ociach s AL do 22mm. Pre danu AL bol
mierne lepsi SRK-T, ktory je odporucany pri dlhich o¢iach. Toto pozorovanie mohlo byt spdsobené
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nahodou. Prihliadnuc na fakt, Ze priemerna AL v populacii je okolo 23,50mm, patria oci pod 22mm ku
koncovym hodnotdm na gaussove] krivke rozlozenia AL v populacii, éo mdze spdsobovat uréité
nepredvidatelné anatomické zmeny, ktoré by mohli hrat rolu v nepresnosti vypoctov, nezavisle od
vyberu vzorca.

Hoffer-Q bol najlepsi v skupine vzorca SRK-II (pouzity pre AL od 22 do 24,5mm). Pri dlhsich ociach
(nad 24,5mm) bol voboch skupindch najlepsi vzorec SRK-Il. V Spojenych Statoch americkych je
odporucané upustat od pouZivania vzorca SRK-ll, ked%e patri k star$im a jednoduchym vzorcom,
napriek tomu je v Eurépe stale velmi popularny. Nas stbor ako aj iné studie potvrdzuju [6], Ze SRK-II
nie je vhodné Uplne ignorovat. Ozcura pozoroval najvacsi hyperopicky shift uvzorca SRK-II, ¢o je
v stlade s nasim zistenim, av3ak v ich studii SRK-1l daval najlepsie vysledky u kratkych a strednych oci,
pricom u nas boli najlepsie vysledky dosahované u dlhsich oci.

Nepresnosti nasej prace mohli byt spésobené pomerne malym poétom pacientov pre jednotlivé
podskupiny. Drobné zmeny refrakcie mohli nastat s postupom ¢asu pri hojeni pooperacnych ran
v oku, ¢o tiez mohlo viest k uritym nepresnostiam. Napriek tomu naSa praca poskytuje spatnu
kontrolu nasich pooperaénych vysledkov a uréity navod, ktory vzorec pouZit pri danej AL pri vypocte
optickej mohutnosti UVOS. Z vysledkov vyplyva, 7e najvhodnejsi vzorec pre oéi kratsie ako 24,5mm je
Hoffer-Q a pre oci dlhsie ako 24,5mm je SRK-II.
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Uvod

Na Slovensku, ale aj v zahranici, sa neustale zvysuje pocet pacientok s jazvou na maternici. Medzi
najcastejSie operdcie na maternici patri cisarsky rez. Kym v osemdesiatych rokoch tvoril podiel
cisarskych rezov na celkovom pocte porodov u nas okolo 4,3 %, v devatdesiatych rokoch uz 10 % (1).
V stcasnosti dosahuje frekvencia cisarskych rezov v Slovenskej republike priblizne 30 % zo vsetkych
pérodov (2). Primarne cisarske rezy vedu k opakovanym cisarskym rezom v dalSsom tehotenstve. To
spOsobuje zvysenie rizika porusenej placentdcie a tym aj zvysenie rizika materskej mortality (3).

Porusena placentdcia, v literatire uvddzand ako abnormalne invazivna placenta (AIP), predstavuje
abnormalnu invaziu trofoblastu. Incidencia AIP je na Slovensku 0,37 ochoreni na 1000 pérodov (4). Za
normalnych okolnosti prenikd trofoblast iba po uroven decidui a neprenikd cez pars basalis
endometria. Podla hibky invazie delime AIP na tri podtypy: placenta accreta (75%), increta (17%) a
percreta (5-7%). Pri placenta accreta prenika trofoblast cez pars basalis endometria, pri placente
increta invaduje do myometria. Pri placente percreta prenika trofoblast cez serézu, pricom mézu
choriové klky dosahovat aj na okolité organy ako ¢revo ¢i mocovy mechur (5). Abnormélna invézia
vznika v dosledku abnormaélnej decidualizacie, pri anatomickych zmenach (dolny segment maternice
— pri placenta praevia, jazva po operacii na maternici) ¢i zmenach v regulatnych mechanizmoch
(zvysené pocty T regulacnych lymfocytov) (6). Z rizikovych faktorov su doleZité najma spominané
operacné vykony na maternici (cisarsky rez, myomektdmia, inStrumentaélna revizia dutiny) a placenta
praevia. V literature je vSak popisovana aj multiparita, vyssi vek rodicky, fajéenie, gravidita po in vitro
fertilizacii a iné (7).

Po klinickej stranke prebieha gravidita s AIP vacSinou asymptomaticky. Podozrenie na AIP mozZno
vyjadrit ak tehotnu s pritomnymi rizikovymi faktormi vysetrime ultrasonograficky. Povadsine je viak
AIP diagnostikovand aZz pri pbérode pri pokusoch o manudlne vybavenie placenty, ¢i pri Zivot
ohrozujucom krvacani. V tychto pripadoch po vycerpani konzervativnych alternativ byva definitivnym
riesenim  hysterektomia (5). Ultrazvukova diagnostika (USG) predstavuje v sucastnosti
najspolahlivejsiu dostupnu diagnosticki metdodu AIP. Rozsiahla metaanalyza 23 studii na vzorke 3707
gravidit s rizikom AIP preukazala senzitivitu USG vysetrenia 91 % pri 97% Specificite (8). Magneticka
rezonancia (MR) je idedlnym diagnostickym rieSenim na doplnenie ultrasonografie. V metaanalyze
18 studii na vzorke 1010 gravidit s rizikom AIP dosiahla magnetickd rezonancia senzitivitu 94% pri
84% 3pecificite. Magnetickd rezonancia je vyhodna pre svoju vysoku presnost predikcie v hodnoteni
hibky a topografie placentarnej invazie, najmi ak je placenta lokalizovanad na zadnej stene a
v pripade, ak ultrasonografia nie je konkluzivna. Nie je signifikantny rozdiel v senzitivite (p=0,24) a
Specificite (p=0,91) USG a MR v diagnostike AIP (9).
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Cielom prace tejto prace je vyhodnotit rizikovost operaénych vykonov vo vztahu k porusenej
placentdcii a poukazat na moznosti véastnej diagnostiky abnormdlne invazivnej placenty.

Material a metodika

Data sme ziskali standardizovanymi dotaznikmi, ktoré su sucastou projektu Slovak Obstetric Survey
System (SOSS). I8lo o retrospektivnu analyzu celos$tatnych dat z rokov 2012-2014. Dotazniky boli
adresované vsetkym 55 pérodniciam na Slovensku v roku 2012 a 2013 a vSetkym 54 porodniciam
v roku 2014. Spatne odoslalo dotaznik 49 slovenskych porodnic v roku 2012, 53 v roku 2013 a 45
v roku 2014. Celkovo respondovalo priemerne 89,63% porodnic.

Za vyhodnotené obdobie z rokov 2012-2014 bolo do stboru zaradenych 91,22% slovenskych pérodov
(n=149 526). U pacientok zo zistenou diagndzou AIP (n=58) boli sledované nasledovné udaje: vek
pacientky, pocet tehotnosti, vedenie porodu, &as diagnézy, hibka invazie a pritomnost jednotlivych
rizikovych faktorov. Data boli spracované do tabuliek a grafov pomocou pocitacového programu
Microsoft Excel 2016. Zo Statistickych metdd bol pouZity chi-kvadratovy test.

Vysledky

Diagndza abnormalne invazivnej placenty sa vyskytla spolu u 0,04% pdrodov (n=58), z toho u 0,04%
pripadov v roku 2012 (n, = 22), u 0,04% pripadov v roku 2013 (n, = 22) a u 0,03 pripadov v roku 2014
(n.=14).

Median veku pacientky v ¢ase diagndzy AIP bol 30 rokov, modus 33 rokov. Celkovo bolo 15,52%
pacientok (n=9) prvorodiciek a 84,48% pacientok (n=49) viacroditiek. Median aj modus poctu
tehotnosti bol 2. Pérody boli vedené v 67,24 % pripadoch (n=39) cisarskym rezom, v 29,31%
pripadoch (n=17) vagindlne a v 3,45% pripadoch (n=2) spsob vedenia nebol uvedeny.

Prenatalne bolo zistenych 29,3% (n=17) pripadov AIP, ztoho 22,41% (n=13) ultrasonograficky a
6,89% (n=4) pomocou magnetickej rezonancie. Pocas porodu bolo diagnostikovanych 62,06% (n=36)
pripadov AIP. U 6,89% (n=4) pacientok bol ¢as diagnostiky neuvedeny (tabulka 1).

Podla miery invazie (tabulka 2) bolo v stibore zachytenych 65,52% placenta accreta (n=38). V 22,41%
pripadoch (n=13) sa jednalo o placentu incretu a v 12,07% pripadoch (n=7) o placentu percretu.

Tabulka 1: Zachyt abnormalne invazivnej placenty na Slovensku v rokoch 2012-2014 podla c¢asu
diagnostiky (USG — ultrasonografia, MR — magnetickd rezonancia)

AIP podla ¢asu diagnostiky

- PERIPARTALNE NEUVEDENE

2012 n=4(18,18%) n=0 (0%) n=16(72,72%)  n=2(9,09%) n=22 (100%)
2013 Nn=6 (27,27%) n=12(54,54%)  n=2(9,09%) n=22(100%)
2014 n=3 (21,43%) n=8 (57,14%) n=0 (0%) n=14 (100%)
SPOLU  [n=13(22,41% n=36 (62,06%) n=4(6,89%) n=58 (100%)
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Tabulka 2: Vyskyt abnormalne invazivnej placenty na Slovensku v rokoch 2012-2014 podla miery
invazivity

AIP podla miery invazivity

" | acoreta | increta | percreta | sPOLU

2012  n=14(63,63%) n=4(18,18%) n=4(18,18%) n=22 (100%)
2013 n=16(72,72%) n=4(18,18%) n=2 (9,09%) n=22 (100%)
2014  n=8(57,14%) n=5(3571%) n=1(714%)  n=14(100%)
SPOLU n=38(65,52%) n=13(22,41%) n=7(12,07%) n=58 (100%)

2013

2012

Increta 18%

increta 35%

increta 18%

Z jednotlivych rizikovych faktorov (tabulka 3) sa u 63,79% (n=39) pacientok vyskytol cisarsky rez
v anamnéze, pricom u 48,72% samostatne (n=28) a u 15,52% (n=9) v kombindcii s inStrumentdalnou
reviziou dutiny maternice. U 28,86% pacientok (n=15) sa vyskytla v anamnéze inStrumentalna revizia
maternice. Operacné vykony sa celkovo vyskytli u 89,65% pripadov (n=52). Placenta praevia bola
zaroven diagnostikovana u 32,76% (n=19) pacientok. Opera¢ny vykon na maternici aj placenta
praevia su signifikantnym rizikovym faktorom pre AIP (p<0,00001) testované na hladine vyznamnosti
a=0,05. Ziaden rizikovy faktor bol uvedeny u 6,89% pacientok (n=4).

Tabulka 3: Vyskyt jednotlivych rizikovych faktorov abnormaélne invazivnej placenty na Slovensku
v rokoch 2012-2014. (SC — Sectio Caesarea, IRU — inStrumentalna revizia dutiny uteru, RF — rizikovy
faktor)

58 % vyskytu rizikového faktora v stibore
48
5 48,72%
32,76%
2z 28,86%
15,52%
14 6,89%
: — st
Sectio Caesarea Instrumentalna SCHRU spolu Placenta Preavia Ziaden RF

revizia uteru

w2012 m2013 = 2014
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Diskusia

Vyskyt abnormalne invazivnej placenty na Slovensku aj vo svete narastd. Vdaka Slovak Obstetric
Survey System sme boli schopni spracovat takmer vsetky pripady abnormalne invazivnej placenty na
Slovensku za obdobie 2012-2014. Vysledky z rokov 2015 a 2016 su v Stadiu spracovavania.

Vysledky nasho suboru su v porovnani s literatirou priblizne rovnaké, avsak najdeme aj drobné
rozdiely. Abnormdlne invazivna placenta postihuje aj v nasom subore aj vo svete celkovo 0,04%
tehotenstiev. Z toho sa vyskytuje najcastejsie u druho- a viacrodiCiek po 30 roku Zivota. Vacsina
tychto tehotenstiev je ukon&end cisarskym rezom. Podla hibky invazie sa viak v porovnani
s literatirou menej Casto vyskytla placenta accreta (65% oproti popisovanym 75%) a Castejsie
placenta increta (22% v naSom subore a 17% v literature) a percreta (12% v naSom subore a 5-7%
v literature).

V literature popisované rizikové faktory sa vo vysokej miere vyskytli aj u pacientok v nasom subore.
Operacny vykon na maternici signifikantne prispieva k porusenej placentdcii. Riziko sa zvysuje pri
sucastnom vyskyte viacerych rizikovych faktorov. Nasim cielom by malo byt uvézené indikovanie
operacnych vykonov na maternici. Niektoré rizikové faktory uvadzané v literature (napr. gravidita po
in vitro fertilizacii, fajéenie) neboli dotaznikom hodnotené, preto sa ktejto koreldcii nemozno
vyjadrit. Otaznych je aj 6,89% pacientok (n=4) so Ziadnym rizikovym faktorom. Nevieme, ¢i islo o
administrativnu chybu (nezaskrtnutie detailnych otdzok) alebo tieto pacientky naozaj nemali Ziaden
rizikovy faktor pre AIP.

Oproti zahraniciu zaostdvame vo v¢asnej (prenatalnej) diagnostike AIP. Napriek vysokej senzitivite a
$pecificite USG a MR je v nasich podmienkach nizka zachytnost AIP prenatélne. VacSina pripadov AIP
je diagnostikovana peripartalne. Prenatalna diagnostika zachytila len 29% pacientok s abnormalne
invazivnou placentou. Neskord diagnostika vedie k zvySenému riziku krvacavych komplikacii. KedZze
definitivnu diagnézu urci len histologické vysetrenie, prenatdlna diagnostika ma postavenie
vyslovenia suspicie na AIP. Vtom nam mézZe byt napomocnd hodnotiaca tabulka rizika AIP, ktoru
vypracovala Svetova spoloénost pre ultrazvuk v gynekoldgii a porodnictve (ISUOG) (10). Nasim cielom
by malo byt redukovanie komplikécii spédsobenych peripartdlnou diagnostikou. Skord diagnostika
ndm umoZfiuje napldnovat vcastné ukoncéenie tehotenstva s multidisciplindrnym pristupom
(gynekoldg, onkogynekoldg, anestezioldg, intervencény radioldg, chirurg, urolég, neonatoldg).
Tehotné s diagndézou ¢ vysokym rizikom AIP by mali byt sledované pracoviskom, ktoré je schopné
zabezpelit adekvatnu a komplexnu starostlivost.
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Uvod

Etiopatogenéza Crohnovej choroby (CD) a ulceréznej kolitidy (UC) napriek intenzivnemu vyskumu
nie je doposial' znama. Nedavne Studie poukazuju na rozdielny cytokinovy profil CD a UC rovnako aj
rézne zastupenie imunitnych buniek.

cytokinov rovnako aj chemokinov a ich receptorov.

Material a metodika

Realizovali sme prierezovu s$tudiu. Subor pacientov tvorilo 87 konzekutivnych pacientov (47 CD a
40UC) s nespecifickymi zdpalovymi ochoreniami ¢reva, sledovanych v IBD centre V. Internej kliniky
LFUK a UNB. U kazdého pacienta sme realizovali kolonoskopické vysetrenie, odobrali sme bioptické
vzorky zo zdapalenej anezapalenej sliznice Casti creva-sigma, u pacientov s CD aj zoblasti
terminalného ilea. Z biotpickych vzoriek bola RNA izolovand pomocou R-Nazy Mini KiT(QIAGEN).
Reverzna transkripcia bola realizovana metodéu RT-PCR Kvantita stanovenej mRNA bola vyjadrena
rozdielom PCR cyklov v porovnani s ,, house-keepingovym génom” GADPH. Porovnali sme expresiu
mRNA cytokinov v zapalenej a nezapalenej sliznici IBD pacienrov.

Vysledky

U pacientov s Crohnovou chorobou sme zaznamenali zvy$enu expresiu chemokinov CCR1(p=0,005)
alL-8 (p<0,001) v zapdlenej sliznici termindlneho ilea aznizenl expresiu ligandu CCL5. TieZ
u pacientov s Crohnovou chorobou sme nezaznamenali rozdiel v expresii cytokinov medzi zapélenou
a nezapalenou sliznicou sigmy. Vy$Siu expresiu IL-8(p=0,04), I1L-23 (p= 0,019) TLR2 (p=0,002), CCR1
(p=0,007), CCR2 (0,037) , CCR5 (p! 0,001), CD206 (p=0,011) TNF! (p=0,002) a IL-6 (p=0,006) sme
zaznamenali v zapalenej sliznici sigmy u pacientov s Ulceréznou kolitidou v porovani s expresiou
v nezapalenej sigme.
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Vysledky expresie cytokinov zapdlenej a nezapdlenej sliznice u pacientov s Crohnovou chorobou

sigma, termindlne ileum

Tabulka € 1: Rozdiel expresie cytokinov u pacientov s CD (sigma)

rozdiel  Standardna rozdiel  Standardna

(z-Nz)  odchjlka P (ZNZ)  odchylka
IL8 1,049 2,363 0,152 |CCR1 0679 2,546 0,375
IL12 -0,1053 1,417 0,802 |[CCR2 0476 2,521 0,527
IL23 0,359 1,962 0,539 |CCR5 0,221 1,596 0,64
TLR2 1,039 2,405 0,162 |[CCR9  -0,1395 1,701 0,782
TLR4  -0,138 1,453 0,747 |17 0,476 1,352 0,248
TLRS 0,018 1,227 0,96 IL10 0,072 2,078 0,906
CD207 -0,623 1,477 0172 |cp2 0,005 1,269 0,99
Foxp3 0,3 1,837 0,583 |TNF 0341 1,71 0,504
ccls  -0,104 1,011 0,727 |6 0,335 2,723 0,678

rozdiel : vysledna hodnota rozdielu v medzi expresiou mRNA cytokinov v zapalenej a nezapalenej
¢revnej sliznici IBD pacientov

Tabulka 2: Rozdiel expresie cytokinov u pacientov s CD (termindlne ileum)

roxdiel Standardna o — Standardna
odchylka odchylka

IL8 3,207 2,515 <0.001 CCR1 1,478 1,862 0,005
IL12 -1,046 3,208 0,198 CCR2 0,32 2,59 0,617
IL23A 0,796 2,937 0,28 CCR5  -0,021 1,691 0,96

TLR2 0,636 2,047 0,218 CCR9 0,064 2,674 0,922
TLR4 -0,435 2,373 0,461 IL17A -0,803 3,658 0,379
TLRS -0,481 2,089 0,356 IL10 0,688 2,421 0,259
CD207 -1,068 2,236 0,066 CD206 0,303 1,649 0,459
Foxp3 0,692 1,817 0,136 | TNF 0,0428 2,258 0,445
ccls -1,32 2,095 0,02 IL6 1,427 4,052 0,166

rozdiel : vysledna hodnota rozdielu v medzi expresiou mRNA cytokinov v zapalenej a nezapalenej
¢revnej sliznici IBD pacientov
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Vysledky expresie cytokinov u pacientov s ulceréznou kolitidou v zapalenej a nezapdlenej sliznici

sigma

Tabulka 3: Rozdiel v exresii cytokinov u pacientov s UC (sigma)

rozdiel Standardnd , rozdiel Standardnd
odchylka odchylka

I8 4611 4,471 0,004 |CCR1 2,124 2,198 0,007
IL12 0,305 1,464 0,486 CCR2 1,299 1,9 0,037
IL23A 2,124 2,668 0,019 |CCRS 1,579 1,006 0,001
TLR2 2,687 2,38 0,002 CCR9 -0,51 1,204 0,17

TLRA  -0,286 1,644 0,558 |IL17A 0,31 1,831 0,569
TIRS 023 0,691 0273 |iL10 1,864 2,017 0,008
CD207 -0,511 1,589 0,289 CD206 0,833 0,95 0,011
Foxp3 2,373 1,708 0,001 TNFa 1,843 1,529 0,002
ccls -0221 0,862 0,393 |6 2,688 2,748 0,006

rozdiel : vysledna hodnota rozdielu v medzi expresiou mRNA cytokinov v zapalenej a nezapalenej
¢revnej sliznici IBD pacientov

Diskusia

IL-8, chemoatraktant pre neutrofily, je ddleZity cytokin v inicidcii zapalu a tvorbe ulceracii. Jeho
zvySena expresia bola zaznamenana v zapalenej sliznici IBD pacietov, predovsetkym v bioptickych
vzorkach ulcerdznej sliznice (1, 2, 3).

Expresia chemokinovych receptorov CCR1, -2, -5, -6 suvisi s nahromadenim antigén prezentujucich
buniek ( makrofagy,dendritické bunky) v zapalenej sliznici IBD pacientov (4, 5).

Nadmerna expresia TLR2 (Toll like receptor, TLR) zrejme suvisi s nadmernou tvorbou TNF[I (6, 7),
podobne ako v nami dosiahnutych vysledkach.

U pacientov s CD v bioptickych vzorkach v oblasti sigmy sme nezaznamenali rozdiel v expresii
cytokinov medzi zapalenou a nezapdlenou sliznicou. Podobné vysledky zaznamenali aj v studii
expresii prozdpalovych cytokinov v mukéze IBD pacientov, pravdepodobne to suvisi s mikroskopicky
prebiehajucim zdpalom v makroskopicky nezapalenej sliznici (8).
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Uvod

Univerzalny skrining sluchu novorodencov je prvym krokom kidentifikicii pordch sluchu u deti.
V Slovenskej republike je povinny od 1. mdja 2006. Je riadeny Odbornym usmernenim pre véasnu
diagnostiku poruchy sluchu u novorodencov a deti (¢. 53) uverejnenym vo Vestniku MZ SR v roku
2006 (ro¢nik 54, Ciastka 24-27).

Incidencia vrodenych porich sluchu na Slovensku je 3-4/1000 fyziologickych novorodencov.
U novorodencov s uréitymi rizikovymi faktormi (porucha sluchu vrodine, ochorenia matky
v gravidite, uzivanie ototoxickych liekov, nizky gestaény vek, nizka pérodna hmotnost, asfyxia,
infekcia novorodenca, p6érodna trauma hlavy, dlhodobd ventilacia, tazka hyperbilirubinémia, rozne
syndrémy) je vyskyt poruchy sluchu az hluchoty v porovnani s celkovou populdciou novorodencov
VysSsi.

Véasnd diagnostika a rehabilitacia vrodenych poruch sluchu je zaloZzend na formule 1 — 3 - 6
mesiacov: zistenie poruchy sluchu, stanovenie stupfia poruchy sluchu do tretieho mesiaca,
definitivna diagndza s prvou intervenciou do 6 mesiacov veku. Povinnostou lekdra (neonatoldga,
otorinolaryngoldga), ktory identifikuje dieta s poruchou sluchu je oznamit (daje o dietati do
Centrélneho registra portch sluchu.

Material a metodika

Retrospektivne sme analyzovali sibor 3 096 novorodencov narodenych v Nemocnici sv. Cyrila a
Metoda UNB v roku 2016, ktori mali vysetreny sluch pomocou objektivnej audiologickej vysetrovacej
metddy — meranim otoakustickych emisii (OAE) v ramci novorodeneckého skriningu sluchu pred
prepustenim z novorodeneckého oddelenia.

Sledovali sme deti, ktoré nepresli novorodeneckym skriningom (nepritomné OAE, aj jednostranne) az
do stanovenia diagndzy podla odporucanej formuly 1 — 3 — 6 (mesiacov). Analyzovali sme vyskyt
rizikovych faktorov ako pricinu poruchy sluchu.

Vysledky

V roku 2016 novorodeneckym skriningom nepreslo 250 deti narodenych v Nemocnici sv. Cyrila a
Metoda UNB, ¢o predstavuje 8,0 % zo vSetkych narodenych deti vtejto nemocnici. Ztychto
novorodencov 56,3 % malo rizikové faktory z hladiska poruchy sluchu. 95,2 % deti, ktoré nepresli
novorodeneckym skriningom malo opakovane urobené vysetrenie OAE do jedného mesiaca.
Z opakovane vy3etrenych deti sme poruchu sluchu predpokladali u 24,3 % deti. Dal$imi objektivnymi
vySetreniami pre urcenie poruchy sluchu BERA (Brainstem Evoked Response Audiometry) alebo ASSR
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(Auditory Steady State Response) bola diagnostikovana trvala porucha sluchu u 21 deti. Jednostranna
porucha sluchu: fahka — 6 deti, stredne tazka — 1 dieta, tazka — 1 dieta. Obojstranna porucha sluchu:
lahka — 2 deti, stredne tazka — 5 deti, tazkd — 6 deti. V diagnostickom procese je este 17 deti. U 20
deti dalSie vySetrenia preukdzali normalny sluch. Analyza vyskytu rizikovych faktorov nie je ukoncend
vzhladom na predbezné vysledky.

Diskusia

Zavainé vrodené alebo pre- a perinatdlne ziskané poruchy sluchu vedd  koneskoreniu
psychomotorického vyvoja postihnutého dietata. Skrining sluchu je pre nepocujice dieta $ancou na
lepsie, rychlejsie a GplnejSie odstranenie problémov, ktoré mu prinasa porucha sluchu.

Na zédklade literarnych udajov z tisic narodenych deti sa jedno narodi hluché a priblizne 3 sa narodia
s mensou poruchou sluchu (1). V nasom subore skrinovanych deti doposial zaznamenavame horsie
vysledky ako udavaju literarne zdroje.

Podstatne zdvaZnejsia situdcia nastava pri faloSne negativnych nalezoch, t.j. u deti s poruchou sluchu,
ktoré splnili skriningové kritéria pri prvom vysetreni a tym sa vylucili z dalSieho sledovania. Poruchu
sluchu utychto deti s falosne negativnymi nalezmi pri skriningu sluchu mézu odhalit iba pouceni
a pozorni rodicia, pripadne pediater.

Véasnou diagnostikou a rehabilitaciou poruchy sluchu sme schopni sluchovo postihnutym detom
vyrazne zlepsit reCové schopnosti.

Zoznam poutZitej literatury
1. Jakubikova J, eds. Detska audioldgia, Bratislava, SAP. 2006, 1-196
2. Kabdtova Z, eds. Audioldgia, Praha, Grada. 2012, 1-362
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Uvod

Crohnova choroba (CD) ako aj orofacidlna granulomatéza (OFG) predstavuju chronické, zédpalové
a autoimunitné ochorenia pretrvavajuce cely Zivot. Crohnova choroba méze postihnit ktorukolvek
Cast gastrointestinalneho traktu, od Ustnej dutiny az po konecnik, pricom postihuje vietky jeho vrstvy
(1). Medzi hlavné symptémy Crohnovej choroby patri abdominalna bolest, hnacka, krvacanie ¢i strata
hmotnosti (2). Naproti tomu, OFG predstavuje chronicky granulomatdzny zapal Ust a tvare. OFG je
charakteristickd opuchom pier, Ust a ich okoli, ulceraciami a pritomnostou granulémov v sliznici Ust
(3, 4). Toto ochorenie je v mnohych pripadoch asociované s roznymi inymi systémovymi ochoreniami
ako napr. s CD (5), sarkoiddzou (6) alebo Melkersson-Rosethalovym syndromom (7). Zistilo sa, Zze CD
a OFG su si v mnohom podobné a mnoho pacientov s Crohnovou chorobou méva zapalom postihnuté
aj Usta (3). Poskodenie, ktoré je pritomné v Ustach pacientov s CD sa nenachddza vidy v rovnakej
oblasti ako u pacientov s OFG av$ak vyznacuje sa rovnakou histoldgiou (8). Etioldgia oboch ochoreni
nie je znama, avSak podstatni Ulohu zohrdava imunitnd odpoved podnecujica zapal asnim
asociovany oxidacny stres (9-11). Oxidacny stres predstavuje nerovnovahu medzi tvorbou volnych
radikalov a aktivitou antioxidaénych mechanizmov (12). Diagnostika CD ako aj OFG predstavuje
dlhotrvajuci proces, ktorému v mnohych pripadoch predchadza zhorsenie stavu pacienta. V pripade
CD sa jedna oinvazivne kolonoskopické vysetrenie Creva, pripadne enteroskopia pocas ktorej
dochadza k odoberaniu vzorky na histologické vysetrenie (13-15). Urcenie diagndzy pre OFG
predchdadza vylucenie inych, vyssie spominanych ochoreni asociovanych s OFG. Pacienti Standardne
podstupuju ultrasonografické vySetrenie a biopsiu postihnutej oblasti (16). Nové biomarkery danych
ochoreni st nevyhnutné pre véasné urCenie diagndzy apre monitorovanie progresie daného
ochorenia. Viacero studii sa zaoberalo analyzou zapalovych parametrov a markerox oxidacného
stresu u pacientov s CD. Said et al. pozoroval zvy3ené koncentracie , IL — 1B, TNF - a a IgA v slinach
tychto pacientov v porovnani s kontrolnymi jedincami (17). Ina Stddia pozorovala narast koncentracie
tychto markerov iba v slinach pacientov pocas relapsu, a nie u pacientov v remisii (18). Nielsen et al.
pozoroval zvysenu koncentraciu IL — 6 v sline CD pacientov v porovnani s kontrolnou skupinou (19).
Jedina Studia, ktord sa zaoberala markermi v slinach pacientov s OFG a pacientov s OFG spolu s CD
bola publikovana skupinou Savage et al. (20). Tato Studia poukdzala na zvySenu koncentraciu
salivarneho imunoglobulinu A u pacientov s OFG a OFG spolu s CD. Avsak toto zvySenie nebolo
pozorované u CD pacientov. V ramci analyzy markerov oxida¢ného stresu Rezaie et al. pozorovali
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vyssiu koncentraciu oxidu dusi¢natého, markerov peroxidacie lipidov a zarover znizenu hladinu
celkovej antioxidacnej kapacity, albuminu a kyseliny mocovej v slinach pacientov s CD v porovnani so
zdravymi jedincami (21). Doposial neexistuju Studie, ktoré by sa zaoberali markermi oxida¢ného
stresu v slinach pacientov s OFG, pripadne pacientov s OFG spolu s CD. Preto cielom tejto Stludie bola
analyza markerov oxidacného stresu, antioxidacného statusu avybranych zapalovych markerov
oxidac¢ného stresu v slinach pacientov s OFG, CD a OFG spolu s CD aich porovnanie so zdravymi
kontrolami.

Material a metodika

Pacienti (n=93) boli rozdeleni do skupin na zaklade im prislichajucej diagndzy a zdravé kontroly.
Nestimulovand celkovd slina bola odoberana pocas 10 minit od pacientov s orofacialnou
granulomatézou (OFG), pacientov sCrohnovou chorobou (CD), pacientov s orofacidlnou
granulomatézou spolu s Crohnovou chorobou (OFG+CD) a zdravych kontrol (CTRL). Exkliznym
kritériom bola pritomnost iného systémového ochorenia alebo ordlneho ochorenia (napr.
periodontitida) a akutneho ochorenia (napr. chripka, nachladnutie, infekcie urogenitdlneho traktu
ainé). PocCas odoberania vzoriek sa vSetci pacienti nachadzali v remisii. V3etci participanti boli
poZiadani, aby nekonzumovali Ziadne jedlo a ndpoje minimélne 30 minut pred samotnym odberom.

Vo vsetkych ziskanych vzorkach bol zaznamenany tzv. ,salivary flow” ¢iZze objem salivacie za dany Cas.
Vo vsetkych vzorkach bola stanovend koncentracia proteinov s pouzitim komeréne dostupného kitu
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Zaroven boli vo vsetkych vzorkdch analyzované
zapalové markery prostrednictvom ELISA metdd, a to: imunoglobulin A (IgA; Dako Agilent Pathology
Solutions, Sant Clara, CA, USA), laktoferin (LF, Abcam, Cambridge, UK) a myeloperoxiddzu (MPO,
DuoSet ELISA kit, R&D Systems, Minneapolis, USA). Pritomnost spominanych proteinov vo vzorkach
bola potvrdena aj western blot analyzou. Nasledne, boli analyzované markery oxidacného stresu —
oxidacia proteinov (AOPP — advanced oxidation protein products), peroxidécia lipidov (TBARS —
thiobarbituric acid reactive substances), antioxidacny status — celkova antioxidacna kapacita (TAC —
total antioxidant capacity), latky redukujice Zelezity kation (FRAP — ferric reducing antioxidant
power) a karbonylovy stres reprezentovany markerom - koncové produkty pokrocilej glykacie (AGEs
—advanced glycation end products).

Vysledky boli spracované prostrednictvom Statistického softvéru GraphPad Prism 7.0. Vsetky data
boli porovnavané pouzitim one — way ANOVA a Tukey post hoc testu. Za Statisticky vyznamny
vysledok bola povaZzovana hodnota P = 0,05. Vysledky su prezentované ako priemer + Standardna
odchylka.

Vysledky

0,009). Ziadne signifikantné rozdiely neboli pozorované medzi OFG a OFG+CD v porovnani s CTRL
skupinou (P = 0,60 and P = 0,34). Koncentracia proteinov v sline bola signifikantne nizsia u CTRL
v porovnani s OFG (P = 0,009) a OFG+CD (P = 0,008) skupinou. Detailne st vysledky prezentované v
tabulke ¢.1.
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Koncentracia IgA (Obr. 1 A) bola signifikantne vysSia u vSetkych experimentélnych skupin v porovnani
s CTRL skupinou (OFR, P =0,03; CD, P = 0,01 and OFG+CD, P = 0,01). Meranie koncentracie LF (Obr. 1
B) v slinach ukazalo signifikantny rozdiel medzi CTRL a OFG+CD skupinou kde vyssie hodnoty boli
pozorované u OFG+Cd skupiny (P = 0,009). Signifikantny rozdiel bol pozorovany aj medzi CD
a OFG+CD skupinami (P = 0,05). Analyza MPO (Obr. 1 C) vo vzorkach slin neukazala Ziadne rozdiely
medzi skupinami (P = 0,68). Prostrednictvom western blot metddy boli Uspesne detekované vsetky
cielové proteiny vo velkosti, akd bola uvedena vyrobcom protilatok. Molekulova velkost pre IgA (Obr
1 A’) predstavovala 60 kDa, pre LF (Obr 1 B’) 70 kDa a pre MPO (Obr 1 C’) 60 kDa ako bolo uvedené
podla vyrobcu protilatok.
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Obr. 1: Obrazok ukazujuci analyzu zédpalovych markerov A) IgA, B) LF, C) MPO ELISA metddou a ich
detekciu prostrednictvom western blotu A’) IgA, B') LF a C') MPO; M — marker molekulovej velkosti,
IgA — imunoglobulin A, LF — laktoferin, MPO — myeloperoxidaza, CTRL — kontrolni jedinci, OFG —
orofacialna granulomatéza, CD - Crohnova choroba, OFG+CD - pacienti s orofacidlnou
granulomatézou spolu s Crohnovou chorobou; * predstavuje P < 0,05 a ** predstavuje P < 0,01;
vysledky su uvedené ako priemer +
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Tab. 1: Porovnanie objemu salivacie a proteinovej koncentracie v slindch pacientov a kontrolnych
jedincov; CTRL — kontrolni jedinci, OFG — orofacidlna granulomatéza, CD — Crohnova choroba,
OFG+CD — pacienti s orofacidlnou granulomatézou spolu s Crohnovou chorobou; vysledky siuvedené

ako priemer +

objem salivacie 0,58 +0,24 0,47+0,29 0,33+0.20 0,41+0,37
(ml / min) P =0,60 P =0,009 P=0,34
koncentracia proteinov 1,28+0,27 1,94+0,91 1,74+0,58 2,07+0,96
(mg / ml) P = 0,009 P=0,11 P =0,008
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Obr. 2: Grafy zobrazujuce analyzu markerov oxida¢ného stresu A) AOPP, B) TBARS, C) TAC, D) FRAP

a karbonylového stresu E) AGEs.

AOPP — marker oxiddacie proteinov, TBARS — marker peroxidacie lipidov, TAC — celkovd antioxidac¢na
kapacita, FRAP — marker antioxidaéného statusu, CTRL — kontrolni jedinci, OFG — orofacidlna
granulomatéza, CD — Crohnova choroba, OFG+CD — pacienti s orofacidlnou granulomatézou spolu
s Crohnovou chorobou; * predstavuje P < 0,05; ** predstavuje P < 0,01 a *** predstavuje P < 0,001;

vysledky su uvedené ako priemer +
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Meranie markerov oxidacie proteinov AOPP (Obr. 2 A) ukazalo signifikantne vy$sie hodnoty u OFG
aCD skupin v porovnani s CTRL skupinou (P = 0,02 a P = 0,02). Analyza peroxidacie lipidov
prostrednictvom TBARS (Obr. 2 B) nepreukazala Ziadne signifikantné rozdiely medzi skupinami (P =
0,65). Antioxidacny status reprezentovany TAC (Obr. 2 C) neodhalil Ziadne signifikantné rozdiely
medzi pozorovanymi skupinami (P = 0,42). Naproti tomu analyza FRAP (Obr. 2 D) ukazala
signifikantne zniZzenu koncentraciu v slinach vsetkych experimentalnych skupin v porovnani s CTRL
skupinou (OFG, P = 0,005; CD, P = 0,03 and PFG+CD, P = 0,04). Meranie markeru karbonylového
stresu AGEs odhalilo signifikantne vyssie koncentracie v slinach pacientov s CD a OFG+CD v porovnani
s CTRL skupinou (P < 0,001 a P=0,01)

Diskusia

Doposial bola publikovana iba jedina studia zaoberajuca sa slinami u pacientov s OFG a OFG+ CD (20).
V tejto Studii sa zaoberali rovnako analyzou IgA pricom bola ndjdena zvysena koncentracia tohoto
markeru v slinach pacientov s OFG ako aj OFG+CD. V nasej studii sme pozorovali zvySenu hladinu IgA
rovnako aj upacientov sCD. Pravdepodobne aj slinné Zlazy su zapojené do patogenézy
gastrointestinalnych ochoreni nakolko bola najdena aj vyssia koncentracia proteinov v sline tychto
pacientov ¢o naznacuje zapal pritomny v samotnych Zlazach. Napriek tomu, Ze pacienti s CD nemali
signifikantne vyssiu koncentraciu proteinov pozorovali sme trend v porovnani s kontrolnou skupinou.
OFG sa vramci analyz doposial nevenovala velka pozornost a publikované 3tudie boli prioritne
zamerané na terapiu danych pacientov avramci ,case report studies” na ich diagnostiku vo
vSeobecnosti (7, 16). Vysledky ziskané z tychto studii poukazuju aj na potencionalne rozdiely medzi
OFG a CD ochorenim. Tento rozdiel mbézeme pozorovat napr. v pripade LF, kde vyssie hodnoty
pozorujeme u pacientov s OFG a OFG+CD, ¢o mdZe jasne naznaCovat pritomnost prakticky
permanentného zapalu okrem sliznice Ust aj v slinnych Zlazach u pacientov s OFG patoldgiou. Naproti
tomu analyza markeru karbonylového stresu AGEs poukazala na prioritné zainteresovanie CD. Rezaie
et al. pozoroval zvy$enu koncentraciu peroxidacie lipidov aznizenu koncentraciu markeru TAC,
albuminu ako aj kyseliny mocovej v sline pacientov s CD oproti zdravym kontrolam (21). V nasej studii
marker TBARS ako zdastupca perixodacie lipidov a TAC ako marker antioxidacného statusu ostali
nezmenené a nebol pozorovany Ziaden rozdiel medzi analyzovanymi skupinami.

Stadie zamerané na analyzu markerov oxidaéného stresu a antioxidaéného statusu sa v ramci analyzy
plazmy navzajom odliSuju. Tlzin et al. nepozoroval Ziadne rozdiely v koncentracii malondialdehydu,
markera peroxidacie lipidov medzi CD pacientmi a zdravymi kontrolami (22). Naproti tomu Maor et
al. pozorovali zvySene koncentrdcie TBARS merané vSak pocas relapsu pacientov ako aj
antioxida¢ného statusu analyzovaného prostrednictvom f3 - karoténu (23).

Tato studia poukazuje na velky potencial sliny ako diagnostickej tekutiny. V buducnosti by bolo
vhodné rozsirit spektrum analyzovanych markerov napr. o zapalové cytokiny. Vysledky nasich analyz
potvrdili pritomnost zépalu v slinach spominanych pacientov no napriek tomu analyzy sprevadzala
zvySenad variabilita. V budlcnosti su potrebné Studie, ktoré by sa zaoberali zdrojom tejto variability
¢oho vysledkom by boli presnejsie analyzy.
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Introduction

Upright posture is complicated task for human body and is defined as assessment of vertical vector
of human body in gravitational force. It involves neural (somatosensoric), vestibular and visual input
and multiple level integration by central nervous system — which engages cortical structures, basal
ganglia, cerebellum and brainstem. During human ageing, most body structures undergo involution,
that results in lower effectiveness and dynamics of musculoskeletal system, lower sensitivity of
sensory systems with higher thresholds and impaired resolution [1]. Significant age-related changes
also occur in central nervous system [2].

There is increasing proportion of elderly people in our population. Dysequilibrium of upright posture
is very common in senior patients, even more frequent in patients with cognitive impairment [1-4].
Vertigo is one of the most frequent symptoms among senior patients (>65 year), frequently resulting
in instability of posture and gait. The instability of stance may often results in falls and serious
injuries [3]. More than 30% of elderly have a history of fall at least one a year. The uncertainty of
upright stance has also physical but also psychological consequences — restriction of walks and fear
of falls often often results in dependence to other persons and lower quality of life.

Seniors with cognitive impairment form a group with severe posture impairment. Falls occur with
double frequency in demented seniors when compared to age matched seniors without cognitive
impairment. Study involving 2000 demented seniors reports weekly occuring falls in 10% of studied
group [5]. At least one fall a year is reported in 70-80% of demented seniors [6].

The purpose of present experiment was to investigate whether and how the visual scene movements
affect undisturbed upright stance control in healthy elderly and demented patients with instability.
Visual scene movements induce visual illusion of self-movement (vection) and subjects have to
correctly evaluate the contents of visual information [7]. We supposed that elderly patients with
cognitive impairment have decreased ability to adapt to illusion movements. There is also high
probability, that processes of re-weighing sensory inputs in elderly patients with cognitive
impairment are seriously impaired.
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Materials and methods

Six healthy elderly subjects (3 males, 3 females; mean age 76 years, SD=10,2) and twelve elderly
patients (6 males, 6 females; mean age 78 years, SD=3,8) with Alzheimer or vascular dementia took
part in experiments. Centre of pressure (CoP) displacements were recorded using force platform.
Participants stood quietly on the platform at a distance of 50 cm from the wide-screen visual scene
display. The quite stance in duration of 50 seconds was perturbed by constant linear or rotational
visual scene motion (duration 20 seconds). Visual scene motion induced body leaning either
forward-backwards or right-left in relation to direction of visual scene motion. Detailed explanation
of method and measurement analysis is also available [7].

REAR PROJECTION SCREEN

Fig. 1

Evaluated parameters

Postural responses to the designed stimuli were measured in groups of healthy elderly subjects and
demented elderly patients. Each participant undergone a measurement protocol, that consists of
presentation of four scenes in two perpendicular axes (antero-posterior axis - forward and backward
direction, medio-lateral axis - left and right direction).

Each measurement scene was presented five times, with randomly changed direction of movement
to suppress subject adaptation to the scene. A single measurement starts with 10 sec prestimulus
period (static scene), continued with 20 sec stimulation (moving scene) and 20 sec post-stimulation
period (static scene). Samples of presented scenes are shown in Fig. 2 (a — medio-lateral direction, b
— antero-posterior direction).



Fig. 2b

The stabilographic records were divided in 10 second periods. For every time period, mean position
of center of pressure (CoP), mean sway amplitude and sway velocity were calculated. All mentioned
parameters were calculated for visual scene rotation in medio-lateral direction (x-axis) and for
visual scene motion ,from“ or ,to” person (y- axis). Individual responses and parameters extracted
from responses were averaged. Baseline of each measured stabilogram was corrected by subtraction
the time-averaged value computed from pre-stimulus period [5].

Results

Constant visual scene motion induced so called ON effect - forward body leaning. The opposite OFF
effect was observed at the stop of visual scene motion. Rotational visual scene induced similar but
less pronounced ON and OFF effect in medio-lateral direction. The maximal CoP displacement in
anterio-posterior and medio-lateral direction was computed. The visual scene motion induced larger
CoP displacements in patients, however these were not significant. Significant difference was
detected for velocity index of body sway, which was increased in demented patients when compared
to healthy elderly (see Tab 1a,b,c). Also, the postural responses to visual scene perturbation were
less variable in patients with dementia than in control group.
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Line integrals of both groups in each measured direction (LI) are summarized above in Fig. 3.

Comparison of line integrals between groups is in tab. 1a. Group-averaged velocities in medio-lateral
direction (x axis) and antero-posterior direction (axis y) were significantly different (tab. 1b,c).
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Tab. 1a Significance of the difference (P value, t-test) for LI, according to directions and time slots
(slot = 10 seconds)

Scene\time 1 2 3 4 5

forward 0.125 0.163 0.050 0.026 0.035
backward 0.181 0.100 0.192 0.205 0.015
right 0.122 0.098 0.136 0.026 0.065
left 0.142 0.346 0.173 0.034 0.055

Tab. 1b Significance of the difference (P value, t-test) for Ix, according to directions and time slots
(slot = 10 seconds)

Scene\time 1 2 3 4 5

forward 0.119 0.086 0.050 0.028 0.034
backward 0.348 0.142 0.180 0.229 0.015
right 0.177 0.077 0.166 0.064 0.082
left 0.398 0.549 0.296 0.073 0.054

Tab. 1c Significance of the difference (P value, t-test) for ly, according to directions and time slots
(slot = 10 seconds)

Scene\time 1 2 3 4 5
forward 0.133 0.208 0.063 0.030 0.041
backward 0.147 0.116 0.201 0.196 0.022
right 0.124 0.145 0.159 0.018 0.065
left 0.102 0.293 0.123 0.030 0.071
Discussion

Our findings suggest that elderly patients with cognitive impairment show increased sensitivity to
visual scene perturbation. The direction of CoP displacement was the same in both group.
Displacement amplitude was non-significant larger in patients. Nevertheless, sway velocity line
integral were significantly increased in patients compared to controls. Line integral reflects
(represents the whole path of CoP displacement) the effort of subject to keep upright posture. It
means that patients needed larger effort to stabilize posture during illusion visual scene movements
when compared to control group. This suggest that patients were more affected by movements in
visual field. It is possible that the processes of re-weighting sensory inputs in patients with cognitive
impairment are altered. In varying environment the meaning of visual information can be ambiguous
therefore it requires correct processing of sensory information. Altered sensory processing in
patients can lead to the instability in certain situations.
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Uvod

Uvolfiovanie DNA z buniek do mimobunkového priestoru je fyziologicky jav. Tato DNA je bud
jadrového (ncDNA) alebo mitochondridlneho (mtDNA) pévodu a po vstupe do mimobunkového
priestoru sa nazyva extraceluldrna DNA (ecDNA) [1]. Predoslé studie zistili, Ze koncentracie ecDNA
v cirkulacii su vysSie pocas patofyziologickych stavov v porovnani so zdravymi jedincami [2, 3].
Ankylozujlca spondylitida (AS) a psoriatricka artritida (PA) su autoimunitné choroby, ktoré patria do
skupiny artritid. SU charakteristické tvorbou antinuklearnych a anti-dsDNA protildtok [4]. Zapal pri
tychto chorobdch vedie k zvysenému uvolfiovaniu DNA do mimobunkového priestoru, ¢o navodzuje
tvorbu dalsich protilatok a podporuje tvorbu prozapalovych cytokinov. Biologicka lie¢ba zamerand na
kluCové prozapalové cytokiny velmi efektivne zmierriuje priznaky chronickych zédpalovych chordb, ako
uz bolo popisané napr. pri reumatoidnej artritide, ktora patri tiez do skupiny artritid [5]. Cielom tejto
stadie bolo analyzovat dynamiku extraceluldrnej DNA v plazme pri biologickej protizapalovej anti-
tumor nekrotizujuci faktor (anti-TNF) lieCbe u pacientov s AS a PA.

Material a metodika

Pacientom s AS (n=10) a s PA (n=7) bola odobrata krv pred lietbou a nasledne 3 a 6 mesiacov po
nasadeni biologickej anti-TNF lieby. Krv bola odobratd do skiimaviek obsahujtcich EDTA. Nasledne
bola centrifugovana na 2000 x g 10 min pre ziskanie plazmy a skladovana na -20°C aZ kym nebola
analyzovana. Vsetky charakteristiky pacientov si uvedené v Tabulke 1.

Izolacia DNA

Pred izoldciou bola kazda vzorka plazmy centrifugovana pri 16000 x g 10 min pri teplote 4°C pre
ziskanie plazmy bez apoptotickych teliesok [6]. Z 200ul kazdej vzorky bola izolovand DNA pomocou
QlAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen, Hilden, Nemecko) podla protokolu od vyrobcu.

Meranie celkovej ecDNA
Qubit Fluorometer a Qubit dsDNA BR Assay Kit (Invitrogen, LA, California, USA) bol pouZity na
meranie celkovej extracelularnej DNA izolovanej z plazmy podla protokolu od vyrobcu.



242 |

Kvantifikacia extraceluldrnej ncDNA a mtDNA

Kvantifika¢nd PCR bola pouZitd pre stanovenie mnoZzstva ncDNA a mtDNA v plazme. Reakcia prebehla
na pristroji Mastercycler realplex 4 (Eppendorf, Hamburg, Nemecko) pouZijuc QuantiFast SYBRGreen
PCR Kit (Qiagen, Hilden, Nemecko) podla nasledovného programu: 1 cyklus 5 min 95 °C, 40 cyklov 95
°C 10 s pre denaturdciu, 30 s 60 °C pre anelaciu a 72 °C 30 s pre extenziu [7].

Meranie DN4&zovej aktivity

DN&zova aktivita bola vo vzorkach plazmy merana jednoduchou radidlnou enzymovou difiznou
(SPRED) metddou pouzitim 1% agarézového gélu obsahujiceho DNA v koncentracii 5mg/ml. Gél
obsahoval roztoky TRIS-HCI, CaCl, a MgCl,, aby sa vytvorili vhodné podmienky pre aktivitu enzymu.
Z kazdej vzorky boli 3ul plazmy napipetované do pripraveného gélu anasledne podas noci
inkubované na 37°C v tme. Enzym DNazy | bol riedeny pre vytvorenie kalibracnej krivky. Priemery
kruhov boli merané ImageJ softvérom a konvertované na jednotky aktivity DNazy.

Statisticka analyza
Vsetky déata boli spracované a vyhodnocované pomocou softvéru GraphPad Prism 6.0 (La Jolla,
California, USA).

Vysledky

Do tejto Studie bolo zahrnutych 10 pacientov s AS a 7 pacientov s PA. Tito pacienti boli pozorovani
pred liecbou a nasledne 3 a 6 mesiacov po nasadeni biologickej liecby. Charakteristiky pacientov su
uvedené v Tabulke 1.

Tabulka 1: Charakteristika pacientov

Ankylozujuca spondylitida

Psoriatricka artritida

Pohlavie, Zena/muz 5/5 3/4

Vek (roky) 44 58

Roky od prejavenia

symptomov 12,75 19,14 (artritida)

Roky od diagnézy 3,5 26,29 (psoriaza), 14 (artritida)
HLA-B 27 pozitivni 10 7

BMI 28,57 29,58

TNF blokator

7 (adalimumab), 3(golimumab) 7 (adalimumab)

DMARDs 10 (metotrexat), 2 (sulfasalazin) 7 (metotrexat), 2 (sulfasalazin)

HLA-B 27 — ludsky leukocytovy antigén B 27, BMI — index telesnej hmotnosti, TNF — tumor
nekrotizujici faktor, DMARDs — chorobu modifikujice abtireumatické lieky

Pri merani celkovej ecDNA v plazme pacientov neboli pozorované Ziadne zmeny pred liecbou ani po
nasadeni biologickej anti-TNF lieCby ani u pacientov s AS ani u pacientov s PA (p=n.s.). Kvantifikacia
ncDNA ako aj mtDNA nepotvrdila ani u jednej z chordb vplyv liecby na mnozZstva tychto dvoch typov
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ecDNA v plazme pacientov (p=n.s. voboch pripadoch). Taktiez meranie aktivity DNazy neukazalo
zmeny aktivity tohto enzymu vzhladom na lie¢bu u pacientov s AS ani u pacientov s PA (p=n.s.).

Naopak klinické data C-reaktivny protein (CRP) a rychlost sedimentécie erytrocytov (ESR) ukazuju, ze
stav pacientov sa zlepsil aj pri AS (p<0,05 v oboch pripadoch) (Obr. 1A, 1B) po nasadeni biologickej
lieCby. Pri PA sa hondoty CRP nezmenili (p=n.s.) (Obr. 2A) nakolko boli zZ na zaciatku nizke, no ESR
hodnoty signifikantne klesli (p<0,05) (Obr. 2B) po nasadeni biologickej liecby.

Pacientom s AS bol predlozeny dotaznik BASDAI (Bath Ankylosing Spondylitis Disease Activity Index),
ktory vypoveda o stave pacienta a efektivite terapie. Skdre BASDAI signifikantne kleslo po nasadeni
biologickej u vSetkych pacientov (Obr. 1C, p<0,01). Pacientom s AS bol taktiez predloZeny dotaznik
BASFI (Bath Ankylosing Spondylitis Functional Index), ktory popisuje stupen funkénej limitacie
pacientov. BASFI index taktiez poklesol u vSetkych pacienov po nasdeni biologickej liecby (Obr. 1D,
p<0,01).

Pacientom s PA bol predloZeny dotaznik DAS 28 (Diseases Activity Score 28), ktory zodpoveda aktivite
artritidy. Cislo 28 zodpovedd 28 kibom, na ktoré sa dotaznik vztahuje. U pacientom s PA signifikantne
pokleslo toto skére po nasadeni biologickej liecby (Obr. 2C, p<0,001).
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Obr. 1: Klinické data pacientov s ankylozujicou spondylitidou. Hodnoty C-reaktivneho proteinu (CRP)
(A) a rychlost sedimentdcie erytrocytov (ESR) (B) klesli po nasadeni biologickej lie¢by (p<0,05 v oboch
pripadoch). Podfa dotaznikov BASDAI (C) a BASFI (D) sa stav pacientov vyrazne zlepsil (p<0,01 v oboch
pripadoch).

(BASDAI — Bath ankolysing spodylitis disesease aktivity index, BASFI - Bath ankolysing spodylitis
functional index)
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Obr. 2: Klinické data pacientov s psoriatrickou artritidou. Hodnoty C-reaktivneho proteinu (CRP) (A)
sa nezmenili (p=n.s.). Hodnoty rychlosti sedimentacie erytrocytov (ESR) klesli po nasadeni biologickej
lieby (p<0,05) (B). Podla dotazniku DAS 28 sa stav pacientov vyrazne zlepsil (p<0,001) (C).

(DAS 28 — disease aktivity score)

Diskusia

Doposial bolo publikovanych viacero odbornych ¢lankov, ktoré popisovali vplyv anti-TNF biologickej
lie¢by na roézne autoimunitné ochorenia a rozoberali r6zne Ucinky ako aj efektivitu liecby [8]. Pri AS sa
doposial’ preukdzal pozitivny vplyv tejto liecby na ¢revny zédpal [9], u pacientoch s reumatoidnou
artritidou lie¢ba zlepsila stav kibov natolko, 7e mohli znovu pracovat manuélne [10] alebo pri
ulcerdznej kolitide anti-TNF liecba zlepsila stav, no nie dlhodobo [11]. Choroby sledované v tejto
studii, AS a PA, patria do skupiny artritid. Neddvno sa potvrdili vplyv biologickej liecby na pokles
ecDNA v plazme u pacientov s reumatoidnou artritidou, ¢o sucasne korelovalo so zlepsenim stavu
pacientov z hladiska CRP a ESR ako aj s hladiska aktivity choroby ohodnotenej pomocou DAS 28
dynamiku celkovej ecDNA ako aj na ncDNA a mtDNA u 10 pacientov s AS a u 7 pacientov s PA. Ani u
jednej z danych chordb sa nepreukazal vplyv biologickej liecby na koncentracie ecDNA. Koncentracia
celkovej ecDNA ako aj kvantifikacia ncDNA a mtDNA bola konstantnd vo vsetkych troch odberoch
napriek tomu, Ze CRP, ESR ako aj jednotlivé dotazniky poukazuji na vyrazné zlepSenie stavu
pacientov. Napriek podrobnym datam o kaZzdom pacientovi je nevyhodou nasej Studie maly pocet
pozorovanych pacientov a ich velka variabilita. Napriek tomu, Ze biologicka liecba bola rovnaka u
vietkych pacientov, nemézeme vylucit vplyv predoslych liekov na pozorované parametre predtym
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ako sa pozorovani jedinci stali pacientmi I. Internej kliniky. Do budicna planujeme rozsirit kohortu a

sprisnit exkldzne kritéria za i¢elom zniZenia variability pozorovanej skupiny.
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