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1. Deregulacia mTOR drahy cez Rab1A a jeho expresia v nddoroch kolorekta

Karin Petrovicova
(vSeobecné lekarstvo, 6. ro¢nik)

Spoluautori: MUDr. Pavol Janega, PhD. 123
Skolitel: MUDr. Kristina Miku$ Kuracinova, PhD. 12

1 Ustav patologickej anatémie LF UK a UNB, Bratislava, 2 Medirex Group Academy, n.o., Nitra,
3 Ustav normalnej a patologickej fyzioldgie, Slovenska akadémia vied, Bratislava

Uvod

Aktivitu serin/treoninovej kindzy mTOR ovplyviiuji rdézne podnety z prostredia. Jeho
dereguldcia Casto vedie k malignej transformdcii buniek, preto je mTOR aj terapeuticky ciel
niektorych lieciv. MTOR je v cicav€ich bunkdch priamy ciel rapamycinu, ktory pésobi na bunku
antiproliferativne (1). U cicavcov vytvara mTOR dva komplexy s rozdielnou Strukturou,
funkciou a citlivostou na rapamycin (2). Signalna dréha sprostredkovand mTOR1 komplexom
sa podiela cez aktivaciu p70S6K na zvySenej syntéze proteinov a pyrimidinovych baz.
Downstream efektory mTORC1 ako su ATF4, SREBP, HIF1a, PGCla a TFEB sa podiela na
zvySenej aktivacii glykolyzy, syntéze lipidov, tvorbe lyzozémov, mitochondrii a inhibicii
autofagie (3). Hlavna funkcia, ktora reguluje mTORC2 cez PKC je reorganizacia cytoskeletu
(2). Vysledkom dereguldcie mTOR drahy je maligna transformacia bunky pomocou procesov
ako zmena metabolizmu, inhibicia autofagie a reorganizacia cytoskeletu (1).

Rab proteiny si malé GTP viaZuce proteiny a patria do spolo¢nej nadrodiny s proteinmi Ras.
Ich mutdcia ovplyviiuje rézne mechanizmy v bunke a podporuje karcinogenézu viacerych
druhov néadorov (4). Do rodiny Rab patri priblizne 70 proteinov. SU naviazané na povrchu
membran bunkovych organel a jednotlivé typy Rab reguluju Specificky typ vnutrobunkového
membranového transportu (5). Rabl a Rab2 si umiestnené na endoplazmatickom retikule
a reguluju transport vezikul a ich obsahu do Golgiho apardtu. Medzi iné minoritné funkcie
Rabl patri reguldcia bunkovej proliferdcie cez notch signalizaciu, regulacia autofagie a
migracie bunky. Jeho zvysena expresia je asociovana s ochoreniami ako kardiomyopatia,
Parkinsonova choroba a perzistencia intracelularnej infekcie Legionella pneumophila (6).

Viaceré studie popisuju onkogénny potencial Rab1A cestou mTOR drahy pri réznych typoch
karcindmov traviaceho traktu. Aj ked presnd uUlohu RablA v malignej transformacii
nepozname, jeho zvySend expresia je negativny prognosticky faktor v5 aviac ro¢nom
preZivani pacientov. So stUpajlicou vyskou expresie Rab1A, stipa expresia efektorov mTOR
drahy, aj samotného mTOR. Medzi tieto efektory patri EGFR, AKT, S6K. Z toho vyplyva, Ze
Rab1A ovplyviiuje aktivitu mTORC1 prave cez tieto efektory (7). Hlavny regulator, ktory podla
aktudlneho mnoiZstva substratov zabezpecuje optimalne mnoistvo Zivin pre bunku je
mTORC1. Pre tuto signalnu drahu a naslednu syntézu proteinov je vezikuldrny transportny
systém medzi endoplazmatickym retikulom a Golgiho aparatom dolezZity. Tento systém
zabezpecuje aj prenos signalov o mnozstve Zivin do jadra. Knockdown RablA v bunkdach

Karin Petrovic¢ova, Pavol Janega, Kristina Miku$ Kuracinova (2023) Deregulacia signalnych drah mTOR cez Rab1A
a jeho expresia v nadoroch kolorekta.. Zbornik vedeckych préc. 60. fakultna konferencia Studentskej vedeckej
odbornej ¢innosti a XVII. vedecka konferencia doktorandov LF UK. Univerzita Komenského v Bratislave
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embryonalnej oblicky, kolorektdlneho karcindmu a hepatoceluldrneho karcindmu zoslabuje
schopnost aktivovat mTORC1 (6).

Zo vsetkych novo-diagnostikovanych typov tumorov tvori karcindm hrubého creva a rekta
ro¢ne priblizne 10%. Jeho vyskyt je vysoky hlavne vo vyspelych krajinach, pricom klesajuci
trend v niektorych krajindch mdZeme pozorovat vdaka zmene Zivotne Stylu a skriningovej
kolonoskopii (8). Ciefom tejto prace je pomocou metddy imunohistochémie dokazat zvysenu
expresiu Rab1A v cytoplazme buniek kolorektdlnych tumorov. Na potlacenie mTOR drahy sa
v liecbe kolorektalnych tumorov pouZivaji mTOR inhibitory. Molekula mTOR je ale schopna
rychlo vyvinuit mechanizmy rezistencie, aby sa vodéi tejto lie¢be ubranila a bunky sa dalej rychlo
delili. Aby sme zlepsili G¢inok inhibitorov mTOR a potladili vznik rezistencie je potrebné aby
sme sa zamerali na inhibiciu dalSich alternativhych ciest jeho aktivacie (9). Ak takato
rezistencia na inhibitory mTOR vznikne pri lietbe CRC, tak vieme v liecbe pokratovat
kombinaciou inhibitorov efektorov mTOR drahy ako napriklad inhibitorom VEGF alebo anti-
EGFR (10). Pri vzniku rezistencie na mTOR inhibitory, by mohli byt teoreticky ako dalsie
inhibitory efektorov mTOR drahy pouzivané inhibitory RablA. Nasim cielom bolo zistit ¢i
existuje vyznamnd zavislost medzi vyskou expresie RablA a gradingom tumoru, jeho
velkostou, pritomnostou metastaz do lymfatickych uzlin, vekom a pohlavim pacientov. Ak by
sa zavislost potvrdila, tieto Udaje by mohli byt ndpomocné v uréeni progndzy pacientov
s nadorovym ochorenim kolorekta.

Material a metédy

Pracovali sme s 29 bioptickymi vzorkami, ktoré boli ziskané v rokoch 2020 — 2021 z Fakultnej
nemocnice Trnava a Ustavu patologickej anatémie LF UK a UNB. 26 bioptickych vzoriek boli
nadory z kolorekta — prevazne adenokarcindmy. 3 bioptické vzorky boli z tenkého creva —
adenokarcindmy a neuroendokrinné tumory. VSetky vzorky boli fixované v 4% roztoku
formaldehydu, zaliate do parafinovych blockov a narezané na 5 um rezy. Kazda vzorka bola
zafarbend hematoxilinom a eozinom. Imunohistochemickym farbenim sme sa pokusali
dokazat vo vzorkach pritomnost Rab1lA a mTOR. Vysledkom nasej préce bolo 28 vzoriek vo
farbeni hematoxilin eozin, 28 vzoriek s vizualizovanym Rab1A a9 vzoriek s vizualizovanym
mTOR pomocou imunohistochémie.

Pri imunohistochemickom vySetreni boli vzorky spracované podla Standardného
imunohistochemického protokolu. Pri farbeni Rab1A sme primarne protilatky v riedeni 1:100
inkubovali 1 hodinu. Pri farbeni mTOR sme pouZili primérne protilatky v riedeni 1:50, ktoré
sme inkubovali 24 hodin. Na vizualizaciu sme poutZili systém DAB. Tkanivd sme vyhodnocovali
v mikroskope Motic a obrazky boli zhotovené pomocou Canon Power Shot S50. V kazdej z 29
vzoriek po imunohistochemickom farbeni RablA sme urcovali expresiu RablA, ktora
korelovala sintenzitou zafarbenia cytoplazmy buniek. Ako druhy parameter pri tychto
vzorkach sme uréovali, kolko buniek vo vzorke vykazovalo expresiu RalA. Nasledne sme
hodnotu intenzity vynasobili percentudlnym poctom zafarbenych buniek atym sme zistili
hodnotu Rab1A skére pre jednotlivé vzorky. Vo velkom pocte vzoriek boli pritomné aj zdravé
epitelové bunky. V tychto vzorkach sme videli, Ze zdravé bunky oproti nddorovym nemaju
takmer Ziadnu, alebo len velmi malu expresiu Rab1A. Z celého suboru tkanivovych vzoriek sme
vybrali 9, v ktorych sme pomocou imunohistochémie vizualizovali mTOR. Overenie pravdivosti
nasich hypotéz, o zavislosti medzi vyskou expresie Rab1A a klinicko-patologickymi znakmi sme
zistovali vypoctom X2-testu a hodnoty p. Vypoéty sme realizovali pomocou programu Excel.
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Vysledky

Nasa praca bola zamerana hlavne na vyskyt Rab1A v kolorektalnych karcindmoch. V 22 z 25
vzoriek sa nam podarilo dokazat, Ze expresia Rab1A je v nadorovych bunkdch oproti okolitym
zdravym bunkdm zvysena.

Po vypocitani hodnoty Rab1A skdre, sme hladali koreldciu medzi tymto skére, teda vyskou
expresie Rab1A a réznymi klinicko-patologickymi vlastnostami. Nasa hlavna hypotéza bola, ze
so stupajucim gradingom bude stipat aj expresia RablA. Okrem zdvislosti medzi
diferencovanostou nadoru a Rab1A expresiou, sme skiimali aj zavislost od pohlavia, veku,
velkosti primarneho nadoru a metastaz do lymfatickych uzlin. Vek pacientov sme rozdelili
podla medidnu na vek <69 rokov a = 69 rokov. Zavislost medzi stddiom ochorenia a expresiou
Rab1A sme objektivne zistovat nemohli, pretoze nemam informacie o pritomnosti vzdialenych
metastaz. Podla vypoctu hodnoty medianu expresie Rab1lA sme rozdelili vzorky do dvoch
skupin. Skupina s nizkou expresiou ma hodnotu RablA skére <100 a skupina s vysokou
expresiou Rab1A dosahuje hodnotu 2100. Medzi jednotlivymi klinicko-patologickymi znakmi
a RablA expresiou sme zistovali Statisticky vyznamnu zavislost pomocou vypoétu, pri¢om
plati, Ze o = 0,05. Ak by sa zévislost medzi spominanymi premennymi potvrdila, vysledkom by
bolo, e p < 0,05 a hodnota X? > X? kritickd hodnota. V naSom pripade sa ale zavislost medzi
Ziadnym klinicko-patologickym znakom a Rab1A expresiou nepotvrdila.

Po dokazani pritomnosti expresie Rab1A, sme zo vzoriek vybrali 7 adenokarcindmov kolorekta,
1 NET kolorekta a 1 adenokarcindm tenkého éreva, v ktorych sme zistovali pritomnost mTOR.
Na vypocet zistovania zavislosti medzi gradingom, expresiou Rab1A a expresiou mTOR sme
pouzili len 8 vzoriek z kolorekta. Na hodnotenie zavislosti sme poufZili rovnakd metddu ako pri
RablA. Skutoénost, Ze vbunkach sRablA pozitivitou sme dokazali aj pozitivitu mTOR
naznacuje, Ze Rab1A ovplyviiuje upstream a downstream efektory mTOR drahy, ¢o vedie
v koneénom désledku ku zvy3enej aktivacii tejto drahy atym sa v bunke spustaju procesy
podporujuce karcinogenézu. Pri zistovani zdvislosti medzi vyskou expresie RablA a mTOR
a medzi gradingom nadorov a mTOR sa nam ani jednu z tychto zavislosti nepodarilo dokazat.

= Pozitivne vzorky na expresiu Rab1A = Negativne vzorky na Expresiu Rab1A
Graf 1. Pocet pozitivnych a negativnych vzoriek z kolorekta na expresiu Rab1A
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Tabulka 1. Zavislost medzi klinicko-patologickymi znakmi a vyskou Rab1A expresie

Rab1A expresia
X2
. - . , ”. z 2 g . -
Klinicko-patologicky znak  Nizka Vysoka X kriticka hodnota
hodnota

3 (30%) 8 (53%)
G2 6 (60%) 6 (40%) 7,275 9,488 0,429

1(10%) 1(7%)

6 (60%) 8 (53%)

9,307 15,507 0,649
4 (40%) 7 (47%)
5 (50%) 7 (47%)
13,381 15,507 0,397

269 5 (50%) 8 (53%)

0 (0%) 1(7%)
T2 2 (20%) 2 (13%)
T3 3 (30%) 9 (60%) 42,819 46,194 0,446
T4a 2 (20%) 3 (20%)

3 (30%) 0 (0%)

7 (70%) 8 (53%)
Nla 0 (0%) 0 (0%)
N1b 2 (20%) 4(27%) 24,042 46,194 0,978
Nic 0 (0%) 1(7%)
N2a 1(10%) 2 (13%)

Diskusia

Informécie z GLOBOCAN 2020 dokazuju, Ze na Slovensku mal v roku 2020 kolorektalny
karcindm najvyssiu incidenciu zo vietkych malignit. AZ 4821 pacientov bez rozdielu pohlavia
a veku malo novo-diagnostikovany nador kolorekta. Pri zistovani vysky expresie Rab1A v GIT
tumoroch sa zistilo, Ze v nadorovych bunkach je signifikantne zvySena expresia, v porovnani
v okolitym, zdravim tkanivom. Medzi skimanymi nadormi bol aj CRC. Potvrdend bola aj
Statisticky vyznamna zavislost medzi vyskou expresie a progndzou pacientov. Cim vyssia
expresia RablA bola u pacienta dokdzand, tym nizsie je jeho 5 — ro¢né preZivanie. Po
knockdowne Rab1A doslo k inhibicii in vitro proliferdcie karcinému zaltddka (7). Podla zisteni
z inej $tudie bola dokazand zavislost medzi vyskou expresie Rab1A a klinicko-patologickymi
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znakmi a to velkostou, hibkou invazie tumoru a zlou progndzou (11). Hlfadanie zavislosti medzi
Rab1A expresiou a klinicko-patologickymi znakmi v CRC viedlo k zisteniu, Ze existuje Statisticky
vyznamna zavislost medzi vySkou expresie a TNM S§tadiom, mnoZstvom metastaz do
lymfatickych uzlin a pritomnostou peritonedlnych metastdz. Vtomto pripade bolo
spracovanych 100 vzoriek a primérne protilatky Rab1A sa inkubovali 90 minut (12). Vysledky
v dalsich podobnych studiach sa zhoduju a dokazuju, Ze existuje vyznamna zavislost medzi
vyskou expresie Rab1A a réznymi klinicko-patologickymi znakmi. Pocty spracovanych vzoriek
v §tudiach presahovali 130 a dizka inkubacie Rab1A protilatok trvala dlhdie ako 2 hodiny (13—
15).

Tabulka 2. Zavislost medzi vyskou expresie mTOR, Rab1A a gradingom nadorov
intenzita mTOR expresie

X2 kriticka -
1 2 3 a8 hodnota Eodnota

Grading:
G1 3 (60%) 1 (50%)
G2 2 (40%) 5,800 9,488 0,509
G3 1 (50%) 1(100%)
Rab1A expresia:
()} 1 (20%)
30 1 (50%)

5,400 12,592 0,741
100 2 (40%)
200 2 (40%) 1(50%)  1(100%)

V pripade nasho spracovania a vyhodnotenia vzoriek sa ndm podarilo ¢iastoéne splnit ciel tym,
Ze sme dokazali zvysenu expresiu Rab1A aj mTOR v bunkach kolorektalnych tumorov oproti
okolitému zdravému tkanivu. Okrem toho sme dokazali, Ze zvySena expresia RablA je aj
v nadoroch tenkého creva. Vysledky nasho spracovania vzoriek ale nedokazuju Statisticky
vyznamnu zavislost medzi vy$kou expresie Rab1A a klinicko-patologickymi znakmi ani zavislost
medzi vySkou expresie Rab1A a mTOR. Prinosom tejto prace je porovnanie ndsho pracovného
postupu s ostatnymi Studiami, kde sme zistili pravdepodobné priciny nasho neuspechu. Tieto
informéacie mozu byt vyuzité pri dalsom pokuse dokazat vysku expresie Rab1A v solidnych
tumoroch. Medzi pravdepodobné priciny nezistenia koreldcie s klinicko-patologickymi znakmi
je maly pocet bioptickych vzoriek, ktoré sme vyhodnocovali (28 vzoriek), jednotlivé vzorky
neboli rovhomerne zastupené v jednotlivych stuprioch gradingu, ktory bol hlavnym objektom
nasho zaujmu. V pripade viaéSieho poctu vzoriek by bolo mozné porovnat expresiu RablA
v adenokarcinédmoch a NEToch samostatne. Na lepsiu vizualizaciu Rab1A a mTOR odporicame
2vazit poufitie nizdieho riedenia apredizenia doby inkubécie. Automatizicia procesu
imunohistochemického farbenia by bola tiez prinosom, nevyhodou je vSak potreba vyssieho
mnozZstva primarnej protilatky Rab1A.
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Obrazok 3. Adenokarcindm tenkého c¢reva, G3, Rab1A skére 200 z 200
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Uvod

Pritomnost pandémie spdsobenej virusom SARS-CoV-2 zvyraznila naliehavid potrebu
spolahlivej a rychlej metdédy na skrining virusovych patogénov v populacii. Wastewater-based
Epidemiology (WBE) sa ako moZnost takéhoto skriningu objavila uz v za¢iatkoch pandémie [1],
vzhladom na to Ze v minulosti posluZila pri v€asnej detekcii a mitigacii outbreakov inych
infekénych ochoreni [2,3] Predstavuje pristup komplementarny k sledovaniu klinickych
pripadov. Zachytava komplexny obraz vyskytu v oblasti, z ktorej pochddza odpadové voda,
vratane asymptomatickych pripadov, ktoré mohli klinickému testovaniu uniknut. Tato
skutoénost je zalozend na pozorovani, Ze virusové Castice sa do stolice pacienta vyluéuju uz na
zaciatku infekcie a to pocas klinického priebehu tazsich, miernych aj asymptomatickych
infekcii. [4] Aktudlny potencidl WBE je najma v modelovani epidemiologickej situacie pre
lepSie pochopenie penetracie virusu SARS-CoV-2 do ohrozenych komunit [1]
a v matematickom modelovani novych outbreakov, ktoré v odpadovej vode koreluju
s narastom klinicky testovanych pripadov, ukazujicim sa o dva tyZzdne neskér, respektive
s narastom poétu Umrti 04 tyidne neskdr [5]. Prave preto sa na Ustave molekuldrnej
biomediciny LF UK zacali metédy WBE v spolupraci s Oddelenim environmentalneho
inZinierstva STU aplikovat uz od I|. viny pandémie. UZ vlete 2020 sa medzi prvymi
experimentami sku3alo detegovat virus zvody po prani postelnej bielizne pacientov
z Covidového oddelenia Nemocnice Kramdre.

Neskdr sa zatalo s adaptaciou metédy na odpadové vody s ciefom sledovania priebehu vin
pandémie prebiehajucich v Bratislave. Za tymto ucelom boli zbierané vzorky z dvoch CistiCiek
odpadovych véd ato vo Vrakuni aPetrZalke, Bratislava. Zlievané vzorky sa odoberali
v Casovom odstupe kazdy tyzden, alebo kazdy druhy tyzden a nasledne izolovali. Okrem
sledovania situdcie v Bratislave boli zahrnuté napriklad aj vzorky z velkych letnych festivalov.
Pocas tohto obdobia sa pouzivala kombinacia metdd izolacie RNA a qRT-PCR, ktorad pre
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detekciu patogénu v odpadovej vode momentalne predstavuje zlaty Standard. Avsak tieto
metddy sa ukazuju casovo a materialovo prilis naro¢né pre poufZitie v pasivnom testovani.

Z tohto dévodu aplikovat metddu RT-LAMP (Loop-mediated isothermal amplification), ktora
si nevyZaduje tepelny cyklovaéd, je rychlejSia a ma porovnatelnu citlivost pri klinickych
vzorkdch. [6., 7.]. Je to metdda so znacnou Specifitou aj senzitivitou, porovnatelnou s gRT-PCR
[6.] Cielom tejto prace bolo zistit, ¢i je mozné RT-LAMP pouzit priamo na vzorky odpadovej
vody s vynechanim kroku izolacie RNA, vzhladom na ciel Oddelenia environmentalneho
inZinierstva, vytvorit biosenzor na detekciu SARS-CoV-2. Takyto biosenzor by sa dal vyuzit
napriklad v potrubi oddeleni nemocnic, kde by mohol velmi skoro zachytit narast patogénu,
na zaklade ¢oho by sa zacalo okamzite konat abolo by moiné predist tak S3ireniu
asymptomatickymi osobami. Podobne by sa biosenzor mohol aplikovat aj do inych spolo¢nych
priestorov, napriklad $kol, fabrik, alebo aj priamo do Cisti¢iek odpadovych vod, kde by na
zéklade jeho detekcie bolo mozné prijat potrebné opatrenia. Momentalne uz existuje $tudia
aplikujuca metédu RT-LAMP v snahe vytvorit elektrochemicky biosenzor vyuZitelny pre WBE
[8.] no tato metdda si viak ponechava krok izolacie RNA.

Material a metody

Priprava vzoriek:

a. pandemické vzorky odpadovej vody boli po prijati (flase ré6zneho objemu, vZidy viac ako
50ml) pasterizované zahriatim na 60 °C po dobu 90min pre inaktivaciu virusu, nasledne az do
izolacie skladované pri teplote -40 °C;

b. umelo infikované vzorky boli najskdr inaktivované sp6sobom ako pandemické a nasledne
boli pripravené pridanim uréeného objemu izolovanej RNA so zndmym poctom képii zo vzorky
inaktivovaného virusu SARS-CoV-2 21.1.2021 (Virologicky ustav SAV) do objemu 45 ml z danej
pozorovanej vody, s naslednym vortexovanim, cez noc ponechané na homogenizaciu, pri
teplote max 4°C. [1]

Izoldcia RNA:

Vzorky o objeme 45ml odpadovej vody boli pouZité na izolaciu podla protokolu od KWR Water
Research Institute. Strucne, vzorky boli centrifugované 30min, 12 000g, 4°C, bez brzdenia;
precipitované so 4g PEG 8000 (Sigma-Aldrich, Missouri, United States) a 0.9g NaCl (Sigma-
Aldrich, Missouri, United States) a nasledne centrifugované 99min, 12 000g, 4°C, bez brzdenia.
Nasledne prebehla samotna izolacia podla protokolu od vyrobcu pomocou RNAZol®RT (Sigma-
Aldrich, Missouri, United States) s vyslednou eluaciou do 40 pl [1]

gRT-PCR:

Boli pouzité primery US CDC SARS-CoV-2: N1 (fw- GACCCCAAAATCAGC-GAAAT, rev-
TCTGGTTACTGCCAGTTGAATCTG), N3 (fw-GGGAGCCTTGAATACACCAAAA, rev-TGTAGCAC-
GATTGCAGCATTG) vreakénom mixe QuantiTect® SYBR® Green PCR Kit (Qiagen, Hilden,
Germany), struéne: Master Mix- 5ul, 0.5ul FW/RV primerov pre N1 alebo N3, 0.1 ul RT Mix,
1.4 pl Hy0, 2.5 pl templat. Namiesané vzorky boli pustené na One-step real-time RT-PCR na
cykléry  Eppendorf realplex4Mastercycler epgradient S (Eppendorf, Hamburg,
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Nemecko), s programom 50°C, 30 min pre reverznu transkripciu; 95°C, 15 min pre

denaturaciu, 40 cyklov amplifikacie [7].

Tab.1: gqRT-PCR vysledky I. a lI., riedenie umelo infikovanej predpandemickej vody:

Pocet
Typ a | Riedeni | lzola¢na Potet kopii k6pif
Vzorka obejm e Metéda CtNt N1/reakcia CEN3 N3/reakc
ia
Prepandemic ww
11 .p KWR/ 15.29 6861060 15.37 6490958
Infik. 100ul 45 ml Rnazol
Prepandemic WW
-2 'p KWR/ 17.7 1290948 17.13 1916443
Infik. 50 pl 45 ml Rnazol
Prepandemic WwW
3 P KWR/ 17.52 | 1462495 |19.92 |277091
Infik. 25 pl 45 ml Rnazol
Prepandemic wWw
14 P ' KWR/ 31.21 | 111
Infik. 10 pl 45 ml Rnazol
Prepandemic WWwW
> P KWR/ 28.06 | 982 31.28 | 105
Infik. 1 pl 45 ml Rnazol
II. | Prepandemic. | WW X KWR/
1. | Neinfik. 45 ml Rnazol
Prepandemic. | WW
- .p . 1071 KWR/ 29.82 290 29.46 372
2. | Infik. ried. 45 ml Rnazol
Prepandemic. | WW
I Par 10n | KWK/ 3272 |38 3452 |11
3. | Infik. ried. 45 ml Rnazol
Prepandemic. | WW
- Par 1003 | KWR/ 3347 |24 3369 |19
4. | Infik. ried. 45 ml Rnazol
Prepandemic. | WW
- par 100 | KWR/ 36.57 |2
5. | Infik. ried. 45 ml Rnazol
Prepandemic. | WW
I ,p ) 1075 KWR/ 37.95 |1
6. | Infik. ried. 45 ml Rnazol
i Stock Qiagen
Pozitivna .
P Virus X Rneasy 15.81 | 4784710 15.10 7826848
kontrola S
21.1.21 Minikit

*Ct — cycle treshold- v gRT-PCR je definovany ako pocet cyklov, ktoré prebehli pokym
fluorescenény signal z prouktu reakcie zacal byt detekovatelny. Hodnota Ct je inverzne
proporcna voc¢i mnozstvu targetu nukleovej kyseliny vo vzorke, teda ¢im nizsie Ct tym vyssie
mnoZstvo vo vzorke. PouZité bolo nastavenie na celkovo 40 cyklov amplifikacie.
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Obr.1 Vysledky Il. RT-LAMP, porovnanie RNA/ odpadova voda: izolovand RNA, 1. prepandemic.
vzorka neinfik., 2. prepandemic. vzorka infik. 4.75 mil képii virusu dil. 10 1, 3. prepandemic.
vzorka infik. ried. 10 2, 4. prepandemic. vzorka infik. ried. 10 A3, 5. prepandemic. vzorka infik.

ried. 10 A4, 6. prepandemic. vzorka infik. ried. 10 A5, N. ultracista voda, P. zasobny SARS-CoV-
2

Obr.2 Vysledky Il. RT-LAMP, porovnanie RNA/ odpadovéd voda: odpadovd voda, 1.
prepandemic. vzorka neinfik., 2. prepandemic. vzorka infik 4.75 mil képii virusu dil. 10 1, 3.
prepandemic. vzorka infik. ried. 10 72, 4. prepandemic. vzorka infik. ried. 10 ~3, 5.
prepandemic. vzorka infik. ried. 10 74, 6. prepandemic. vzorka infik. ried. 10 A5, N. ultradista
voda, P. zasobny SARS-CoV-2
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RT-LAMP:

Pouzité boli primery obsiahnuté v Primer mixe (Gén N-A, ORFlab, N (a), N (B), N, N, ORF1lab,
N15, S gén S17, ORFlab (0117), Nsp3 (1-61), Nsp3 (2-24), ORFlab (4), S gén (S123), ORFlab
(As1), (Asle)) pripravené do 10 x primer mix (FIP/BIP-16uM; F3/B3—2uM;LF/LB—4uM), [7]
v reakénom mixe pre kolorimetricku reakciu v celkovom objeme 20l
(WarmStart®Colorimetric LAMP 2x Master Mix DNA and RNA —10ul (New England Biolabs, Ips-
wich, MA, USA) ; Primer mix—2ul; HO-5ul; RNA templat— 3ul. RT-LAMP) pripravenom v PCR
boxe UVC/T-AR (Biosan, Riga, Lotyssko). Vzorky boli potom inkubované v termoboxe
Eppendorf ThermoMixer (Eppendorf, Hamburg, Nemecko) pri teplote 65°C po dobu 40 min.
Vysledna reakcia bola po inkubaénej dobe pozorovana zmenou sfarbenia oproti pozitivnej
(ZIto sfarbenej) a negativnej (ruzovo sfarbenej) kontrole.

*NanoDrop spektrofotometria na zistenie koncentracie RNA {ng/ul}, 260/280, 260/230 Cistoty
RNA a mieru kontamindacie po izolacii Rnazol/Tri Reagent

Vysledky
I. Umelo infikovana odpadova voda inaktivovanym virusom SARS-CoV-2

Vysledky qRT-PCR (Tab.1) pre umelo infikované vzorky 1.1-1.5 preukazali pozitivitu. Pri metdde
RT-LAMP boli vzorky: 100 ul (RNA pozitivna, WW pozitivna), 50 ul (RNA pozitivna, WW
pozitivna), 25 ul (RNA pozitivna, WW pozitivna) 10 ul (RNA pozitivna, WW nejasnd, oranzova),
1 pl (RNA pozitivna, WW negativna).

Il. Umelo infikovand odpadova voda inaktivovanym virusom SARS-CoV-2 // riedenia

V predchadzajicej &asti bolo zistené, Ze priddvanie virusu do kazdej reakcie zvlast
nezabezpecluje dostatocne nizke pocty kopii na zistenie hranice senzitivity. Namiesto
predchddzajuceho postupu bola umelo infikovana len prva vzorka, dalej bolo pouZité
desiatkové riedenie. Vysledky gqRT-PCR (Tab.1) II.1-1l.6 preukazali pozitivitu. Ukazka reakcie
RT-LAMP pre vysledky z izolovanej RNA je na Obr.1, pre vysledky priamo z vody, na Obr.2.

Diskusia

Pri porovnani s gRT-PCR by metdéda RT-LAMP mala byt vo vSeobecnosti menej citlivd ale
Casovo a materidlne efektivnejsia pre klinické vzorky[6.]. Pri odpadovej vode je dokazana
zhoda pozitivnych vzoriek na RT-LAMP voci qRT-PCR 93% [9.] Pri predchadzajucom
monitoringu odpadovej vody v Bratislave sa vyuZivala kombinacia izolacie RNA a gqRT-PCR,
avsak pri pri optimalizovani metédy multi-gene targeting gRT-PCR pre odpadové vody sa
vyskytovali komplikdcie s obsahom pravdepodobne zna¢ného mnozstva inhibitorov ktoré sa
nachadzaju v odpadovej vode a teda aj v nehomogénnosti vysledkov. Sledovanie koncentrécie
sa aj napriek predpokladom [6.] neukdzalo ako Uplne smerodajnd metdda. Napriklad Ct
hodnota sledovanych vzoriek sa stabilne pohybovala v hraniciach 39-35, nie Uplne korelujic
s pribudajucim mnozstvom klinickych pripadov v populacii. Okrem toho sa zna¢né mnozstvo
virusu znehodnocuje samotnou izolaciou z velkého objemu (45ml odpadovej vody), ¢o je
pozorovatelné aj v Tab.1

Prave preto je zaujimava aplikacia RT-LAMP metddy na vzorky bez predchadzajucej izolacie,
¢o znacne urychluje cely proces detekcie patogénu. Podla Studie z Australie [10.] je celkovo
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¢as potrebny na tuto metdédu po prijati rannej vzorky, do 1 hodiny pri pouZiti priamo
odpadovej vody bez izolacie nukleovej kyseliny. V porovnani s asom potrebnym na izolaciu
RNA ktora pri momentalne pouZivanom protokole trva 5-6 hodin.

Klicové bolo potvrdenie hypotézy, Ze napriek povahe odpadovej vody, ktord je velmi
réznoroda a nedaju sa Uplne predpokladat jej vlastnosti je jej pH relativne stabilné a podobné
pH vody z vodovodu, ¢o je mozné sledovat v I. ¢asti experimentu a nasledne aj v dal3ich, kedy
Ziadna zo vzoriek nereagovala vreakcnej zmesi pred inkubaciou. Vdaka tomu je moiné
aplikovat metdédu RT-LAMP, vzhladom k tomu, Ze je tato metdda velmi citlivd na zmeny pH
a nizsie pH odpadovej vody by mohlo vyvolat falo$ne pozitivnu, resp. pred¢asnu reakciu este
pred inkubaciou reakénej zmesi, tak ako sa ukdazalo problematické pri klinickych vzorkach slin,
pri ktorych sa podobne ako v nasom pripade obchdadza krok izolacie. [7]

Je pozorovatelné ze metddu RT-LAMP je vyuZitelnd s nizSou citlivostou aj na vzorky odpadove;j
vody bez predchadzajucej izolacie RNA, pricom tato citlivost je len desatnasobne nizsia pre
neizolované vzorky ako pre vzorky izolované. Obr.1 a Obr.2. Rozdiely v hranici senzitivity sa
nachadzaju v Il. Easti medzi riedenim 107? a 1073, pri¢om posledna pozitivna izolovand RNA
bola riedend na 10 3 a pre neizolovanu odpadovu vodu to bolo riedenie 10 A2. Do Uvahy vsak
treba brat aj spolahlivost pozitivneho vysledku, ktora konéi na 100 képiach virusu [11.].NiZsia
citlivost by sa mohla zdat ako suboptimalny aspekt metddy, avsak na rozdiel od klinickych
vzoriek jednotlivych pacientov pri odpadovej vode ide o poolované pozitivne vzorky viacerych
nakazenych os6b, ktoré by z epidemiologického hladiska mohli predstavovat hrozbu vzniku
nového outbreaku. Cize v tomto pripade nemusi ist ani tak o optimalizaciu senzitivity na ¢o
epidemiologicky kritickej hranice poukazujicej na mozny vznik nového ohniska a o spravne
umiestnenie takéhoto biosenzoru, napriklad prave do potrubi v Nemocnici, kadial preteka
nizsi objem vody a zachyt virusovych castic je preto pravdepodobnejsi.

Zaverom mozno povedat, Zze v sucasnych podmienkach mozno RT-LAMP povazovat za
alternativnu metddu vyuzitelnd pre WBE odpadovych vod, avsak jej citlivost ma svoje limity,
na ktorych treba do buddcnosti este popracovat.
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3. Pathological findings of kidney tissue in deceased COVID-19 patients.

Vanessa Seibert
(general medicine, 5th year)

Supervisor: prof. MUDr. Pavel Babal, CSc.
Institute of Pathological Anatomy, Faculty of Medicine Comenius University, Bratislava

Introduction:

Since the pandemic state was declared in March 2020 by WHO, millions of people worldwide
became infected by SARS-CoV-2 virus (1). This novel coronavirus inducing COVID-19 disease
primarily targeting the lungs is also known to involve multiple organs and tissues. As many
people don’t survive the infection, this disease became one of the leading causes of death in
several countries, especially in the U.S. (2). Numerous studies revealed that underlying health
conditions and comorbidities are significant risk factors regarding the course of the infection.
There is a six-time higher rate of hospitalization of patients suffering from underlying health
conditions compared to the patients without comorbidities (3). The kidney involvement in
COVID-19 has been frequently reported. Previous studies revealed COVID-19-associated acute
kidney insufficiency (AKI) (4). Post-mortem findings commonly revealed epithelial necrosis
and acute tubular injury (5,6). The main focus in the presented research is to evaluate
morphological changes of renal tissue in COVID-19 patients in relation to clinical data.

Methods:

Renal tissue samples from 42 patients suffering from COVID-19, who died between April 2020
and February 2021 in Slovakia have been evaluated by light microscopy. The diagnosis of SARS-
CoV-2 infection was confirmed by nucleic acid testing of nasopharyngeal secretion as a PCR
test or as an antigen test based on immunochromatography. The kidney tissue was sampled
during autopsy after fixation in 4 % formaldehyde processed into paraffin, sliced and
histological slides were stained with hematoxylin and eosin. Histomorphological findings of
glomerulosclerosis, glomerular capillary thrombosis, thrombosis of large vessels, canalicular
epithelium necrosis and interstitial inflammatory infiltrate, were assessed semiquantitatively
in the following grades: negative; <10%; 11-50%; 51-100%. Evaluation of the presence and
intensity of large vessels arteriosclerosis, arteriolosclerosis and mesangial thickening was from
light, moderate to prominent. Further, clinical data from the patient were collected including
hospitalization period, death-autopsy time interval, Creatinine blood levels and eGFR by using
CKD-EPI equation. Also, pre-diagnosed comorbidities such as arterial hypertension, Diabetes
mellitus, obesity and acute or chronic renal insufficiency have been assessed. All data and
results were collected and further investigated by analysis of variance.
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Results:

Overall, 42 samples from SARS-CoV-2 infected patients were investigated and included 22
females and 20 males with an average age of 74,4 years (range: 32-95 years). The average
hospitalization period amounts approx. 9 days and the interval between the time of death and
subsequent autopsy is 31,2 hours in average. Regarding the comorbidities, 73,8% of all
patients were diagnosed with arterial hypertension, 33,3% with Diabetes mellitus (DM) and
30,9% with obesity. Acute renal insufficiency was reported in one third of cases (33%) and
chronic renal insufficiency in 30,9%.

In all samples arteriosclerosis of large vessels was present and in six of these cases the feature
was evaluated as severe. Common findings from histological examination were
arteriolosclerosis in 80,9% of cases, followed by glomerulosclerosis (76,2%) and mesangial
thickening (71,4%). The arteriolosclerosis was evaluated from light to prominent and is
described of medium severity degree in seven cases (Fig. 1).

- ¥ Y A s < ulll \ a "
Figure 1. Kidney of a patient with hypertension and diabetes mellitus, who died of COVID-19.
Thickened arterioles show signs of arteriolosclerosis (arrow), mesangium of glomerulus
(arrowhead) is thickened, high portion of glomeruli was fibrotized (*), focal lymphocytic
interstitial infiltrate (#), some epithelial cells of proximal canaliculi were alive with visible
nuclei (open arrow, right), most of the canaliculi were necrotic (open arrow, left). Hematoxylin
and eosin, 200x.
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Moderate glomerulosclerosis, (11 - 50%) of the tissue sample was found in four cases and
serious (>51% of glomeruli) glomerulosclerosis was in two patients. The mesangial thickness
was of moderate intensity in five cases.

The morphological changes which can be linked to clinical data are summarized in Table 1.
Some of the morphological findings represent expected manifestations of the underlying
clinical conditions. All of the pathological morphological changes corresponded to situations

worsening the clinical condition of COVID-19.

Morphological changes Associated clinical data p value

canalicular necrosis of epithelium death-autopsy interval p<0,01

arteriosclerosis of large vessels max. Creatinine levels p<0,01

interstitial inflammatory infiltrate max. Creatinine levels p<0,05

glomerulosclerosis Acute renal insufficiency p<0,05

glomerulosclerosis Chronic renal insufficiency p<0,05

interstitial inflammatory infiltrate Diabetes mellitus p<0,01

mesangial thickness Diabetes mellitus p<0,05

arteriolosclerosis Diabetes mellitus p<0,05

canalicular necrosis of epithelium Obesity p<0,05

Arteriolosclerosis Arterial hypertension p=0,083
canalicular necrosis of epithelium Diabetes mellitus p=0,063
arteriosclerosis of large vessels Diabetes mellitus p=0,057
glomerulosclerosis max. CKD-EPI p=0,1

Tablel.: Morphological changes associated with some of the clinical data and their significance

Discussion:

Post-mortem studies represent an unreplaceable source of knowledge about the impact of
SARS-CoV-2 virus infection. Most of the studies focus on lung tissue changes, however, other
tissues and organs may be significantly damaged and can contribute to the negative outcome
of the disease. The present post-mortem study is based on these histopathologic findings from
42 autopsies of patients, who died due to COVID-19. The autopsy results focus on changes
within the renal tissue, that are correlated with clinical data and comorbidities. Therefore, this
study may provide important information for future research in the field of clinical pathology
dealing with COVID-19 infection and kidney damage.

One of the prominent findings are the strong connections between the canalicular epithelium
necrosis and the death-autopsy interval. This strong correlation can only partly be explained
by autolysis. As autolysis is exhibiting similar histologic features as ATN, it is difficult to
differentiate between them. This is also supported by the study by Santoriello et al. with the
post-mortem interval of 21,8h in average and their main finding, that ATl was obscured by
post-mortal autolysis (7). Similar picture of acute tubular injury revealed the study from China
in 2020 (8). The death-autopsy interval was one to six hours and therefore no association
between death-autopsy interval and acute tubular necrosis can be drawn. Another
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retrospective analysis revealed tubular damage as the main finding with the post-mortem
interval of less than 24 hours (9). It is evident, that autolysis is participating at the tubular
damage histological picture but the underlying disease is the principal cause of the change.

Su et al. (5) further pointed out mesangial expanding, arteriosclerosis of medium-sized blood
vessels and focal segmental glomerulosclerosis. Other findings refer to glomerular and
peritubular occlusion by erythrocytes without platelets or thrombi. As the mean age with 69
is very close to that of our study and 11 of the 26 investigated patients were diagnosed with
DM, arterial hypertension or both (8), similar results to those found in our study can be
explained.

The max. creatinine level in our study revealed to be related to interstitial inflammatory
infiltrate as well as to arteriosclerosis of large vessels. In a study from Slovenia, there was
confirmed the association between serum creatinine levels and the degree of coronary
arteriosclerosis. The study discovered that elevated serum creatinine could be also associated
with renal artery stenosis (10). Their conclusion, that creatinine could be a marker of
nephrovasculopathy featuring structural tissue changes, support our findings.

Further, we found out that patients diagnosed with Diabetes mellitus commonly show
interstitial inflammatory infiltrate as well as arteriosclerosis and mesangial thickening. This is
supported by findings from previous studies, in which the majority of glomeruli showed
structural changes in cases having comorbidities such as diabetes and long-standing
hypertension (6). The relation to the inflammatory infiltrate, which was found in diabetic
patients, cannot be emphasised by other studies.

Our study pointed out, that the association between obesity and canalicular necrosis of the
epithelium cannot be underlined by previous studies. They showed that obesity is one of the
major causes of the development of chronic kidney disease, referring to glomerulopathy and
nephrolithiasis (11). Since obesity represents an important factor for development of
cardiovascular diseases and is closely related to diabetes mellitus (12), our finding of
correlation of obesity with the morphological picture of acute renal failure with canalicular
epithelium necrosis, is not surprising.

The reported results should be interpreted considering following limitations. The number of
investigated cases which amounts 42 is small and there is also a lack of a control group. Since
the group of patients was hospitalized in several different centres, the clinical data may
represent COVID-19 patients in general.

More extended research is still necessary for characterizing and understanding
pathophysiology of COVID-19, especially regarding the impact on kidneys.
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Uvod

Chronicka obstipacia predstavuje jednu z najcastejSie sa vyskytujucich gastrointestindlnych
poruch, pricom nemalé percento pripadov ma charakter chronického stavu s terapeuticky
maélo ovplyvnitelnym priebehom. Tazké formy obstipacie predstavuju stavy s velkou
chorobnostou az invalidizaciou pacienta a si bremenom zdravotnej starostlivosti. Vzhladom
na narusenie fyzickej a emocionalnej pohody pacienta, ku ktorym pri tazkej obstipdcii
dochadza a milidny eur, ktoré sa vynakladaju na diagnostiku a liecbu, pri ¢asto neuspokojivej
odpovedi, je nevyhnutné poznat presné patofyziologické mechanizmy a aspekty, tvoriace
zaklad poruchy pre raciondlny terapeuticky pristup k pacientovi. V sicasnosti tieto ale nie su
uplne a presne objasnené.

Metodika

Analyzovali sme a mikroskopicky sme hodnotili 12 bioptickych vzoriek hrubého ¢reva od
pacientov s chronickou obstipaciou oproti 4 kontrolnym bioptickym vzorkam hrubého ¢reva
od pacientov po resekcii rektosigmy pre neobturujici zhubny nador. Hlavhym ciefom bolo
posudenie morfologickych zmien enterického nervového systému a intersticidlnych
Cajalovych buniek (ICC), ktoré sme hodnotili pomocou imunohistochémie.

Gangliové bunky v submukdznom plexe sme identifikovali vo farbeni na calretinin. Stanovili
sme priemerny pocet gangliovych buniek v submukdze v reze tkaniva (Obr.1).

Pomocou farbenia S100 sme identifikovali nervové vldkna v submukdze a hodnotili ich hribku
pomocou mikroskopického mikrometra. Za hypertrofické sme povaZzovali nervové vldkna
hruabky > 0,05 mm.

Farbenie CD117 sme pouzili na identifikaciu Cajalovych intersticidlnych buniek. Zamerali sme
sa na hodnotenie ICC v myenterickom plexe. Hodnotili sme % obalenia ganglii myenterického
plexu Cajalovymi intersticialnymi bunkami a priemernd hodnotu % obalenia ganglii v reze
tkaniva (Obr. 2).
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Obr. 1. Gangliové bunky v submukdze hrubého ¢reva vo farbeni protilatkou proti calretininu
(hneda farba). Gangliové bunky vykazuju jadrovu aj cytoplazmovu expresiu calretininu, 100x
a 400x.

Obr. 2. Intersticidlne Cajalové bunky v myenterickom plexe znazornené farbenim
imunohistochemickym farbenim CD117 (hnedd farba). Percento obalenia ganglii
myenterického plexu intersticidlnymi Cajalovymi bunkami — 80% (a) a 30% (b), 200x
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Vysledky

U pacientov s chronickou obstipaciou sme v submukdze zistili jednak pokles v pocte
gangliovych buniek hrubého creva, ktory bol vSak oproti kontrolnej skupine nesignifikantny.
Vo vzorkach pacientov s chronickou obstipaciou (v5 z12 pripadov) sme na rozdiel od
kontrolnych vzoriek zachytili pritomnost hypertrofickych nervovych vlakien. Pri hodnoteni
intersticialnych Cajalovych buniek vykazovali vzorky pacientov s chronickou obstipaciou
signifikantne nizsie percento obalenia myenterickych ganglii Cajalovymi bunkami v porovnani
s kontrolnymi vzorkami (Graf 1).

Priemerné % obalenia myenterickych ganglii Cajalovymi bunkami
* %k

[ Kontrola
3 Pacienti

p<0,01

%

Graf 1. Priemerné percento obalenia myenterickych ganglii intersticialnymi Cajalovymi
bunkami v reze tkaniva. Kontrolné vzorky vykazuju vyssie percento obalenia myenterickych
ganglii intersticidlnymi Cajalovymi bunkami v porovnani so vzorkami chronickej obstipacie.
Rozdiel je Statisticky signifikantny (p<0,01).

Diskusia

Hromadia sa dokazy, Ze abnormality enterického nervového systému a kvantitativne zmeny
Cajalovych buniek, predstavuju dve entity, ktoré pravdepodobne zohrdvaju ustrednu ulohu
v rozvoji poruch motility éreva. Pri objasfiovani funkcie Cajalovych buniek vo vztahu k fyzioldgii
gastrointerstindlnej motility, sa ukazalo, Ze pri redukovanom pocte Cajalovych buniek
dochddza k zhorseniu aktivity pacemakera a strata enterickych gangliovych aj gliovych buniek
zniZuje nervové podnety pre efektorové bunky — bunky hladkého svalstva, ktoré nie su
schopné poskytovat G¢innu a koordinovand silu pre vykonavanie fyziologickej funkcie kolénu
— mieSanie a vyluCovanie intralumindineho obsahu. Dochadza k poruseniu homeostazy
gastrointestindlnej motility a rozvoju tazkej obstipacie.

Za jednu z poprednych pric¢in chronickej obstipacie sa povaZuje dysfunkcia enterického
nervového systému creva o ¢om svedcCia aj vysledky viacerych Studii, ktoré zaznamenali
kvalitativne a kvantitativne zmeny v enterickom nervovom systéme u pacientov s chronickou
obstipaciou (1, 2). Jednym z hlavnych cielov nasej prace bolo hodnotenie denzity gangliovych
buniek v submukdéznom plexe, pricom sme zistili, Ze priemerny pocet gangliovych buniek v
submukadze kontrolnych vzoriek v porovnani so vzorkami chronickej obstipacie bol vyssi, ale
rozdiel nebol signifikantny. MoZno ale predpokladat, Ze aj nesignifikantny pokles neurénovych
prvkov pravdepodobne moéZe ovplyviiovat motorickd aktivitu hrubého ¢reva — znizenim
enterickej neurotransmisie
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U pediatrickych pacientov s Hirschsprungovou chorobou ale aj u dospelych pacientov s
megakoldonom patri medzi zakladné morfologické zmeny nalez hypertrofickych nervovych
vlakien v submukdze (3). V nasej praci sme zistili pritomnost hypertrofickych nervovych
vlakien u Casti pacientov s chronickou obstipéciou, pricom kontrolna skupina tieto zmeny
nevykazovala. Uvedeny nalez podporuje fakt, Ze neagangliondrne poruchy enterického
nervového systému pravdepodobne taktieZ prispievaju k rozvoju porich motility kolénu a k
patofyzioldgii chronickej obstipacie.

Kontrole normalnej funkcie gastrointestindlneho traktu a crevnej motility sa okrem ENS
pritomné v celom ludskom éreve a predstavuju tzv. érevny pacemaker, pre ich schopnost
generovat aktivitu pomalych vin a taktie? sa predpoklada ich funkcia sprostredkovatela pri
neuronalnej kontrole ¢reva prenosom inhibi¢nych a excitacnych signdlov z ENS (2). Znizenie
poctu ICC v stene hrubého creva u pacientov s chronickou obstipaciou preukazali pouZitim
réznych metdd analyzy viaceré studie (2, 4), vratane nasej prace v ktorej sme zaznamenali
signifikantne nizsie % obalenia gangliovych buniek myenterického plexu Cajalovymi bunkami
u pacientov s chronickou obstipaciou v porovnani s kontrolou.

Zéavery viacerych Studii poukazuju na sucasné zmeny v ENS a Cajalovych buniek pri stavoch
spojenych s poruchou ¢revnej motility. Nase nalezy taktieZ podporuju tuto pravdepodobnu
multifaktorialnost patofyzioldgie porich motorickej aktivity hrubého ¢reva a pravdepodobne
ich mozno davat do pri¢innej suvislosti s chronickou obstipaciou.
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Introduction

It is well accepted in the biology of aging that insulin-like growth factor 1 (IGF-1) and insulin
signaling relate to longevity in an evolutionarily conserved manner [1,2]. Reduced IGF-1 and
insulin signaling significantly extends longevity in all model systems in which it has been tested
including yeast (Saccharomyces cerevisiae), worms (Caenorhabditis elegans), flies (Drosophila
melanogaster), and mice (Mus musculus) (reviewed in [3]). Downregulation of growth
hormone (GH), acting upstream of IGF-I, extends lifespan in mammalian models (review in
[4]). While GH is secreted from the pituitary, IGF-1 as well as its auxiliary hormones, proteins,
and receptors are synthesized in the liver and together these components form the pituitary-
somatotropic axis [1,4-6].

To this end, many mutations that affect the somatotropic axis have been extensively explored
in mice to understand the functional relationships between GH, IGF-I, and lifespan (reviewed
in [1,4,7]). Among the described long-lived GH mutants, the Ames dwarf (AD) and Snell dwarf
(SD) mice have received the most attention because they were natural mutations that were
discovered early on with delineation of the causative loss of function mutation and the direct
effects on health span and lifespan ([8]; summarized in [9,10]). AD and SD mice are born
normal size but then show retarded growth from 10 days of age which is clearly recognizable
even well before weaning. Additionally, AD and SD mice show stunted growth.

In humans, there is no consistent evidence for longevity extension in individuals with
mutations related to GH signaling [4]. Rather, studies in humans with various hereditary
dwarfing syndromes (including the mutations causal for AD and SD phenotypes) produced
conflicting findings with examples of reduced, unaltered, or possibly extended longevity,
summarized in [4]. Notably in humans, mutations affecting the phenotype are also seen in
compound heterozygous individuals, not only in homozygous individuals as in AD [4].

In this study, we aimed to investigate the potential roles of thermogenesis and adipose tissue
adaptations in delayed aging of Ames and Snell dwarf mice.

Following hypotheses were made:
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Homozygous Snell harvest mice have a lower body temperature than their heterozygous
siblings.

Brown adipose tissue is more functional in homozygous Snell harvest mice than in the
heterozygous siblings.

Different histological composition of the brown adipose tissue can be observed between the
two groups of mice.

Methods
Tissue sampling, preparation and analysis

Atemperature-sensitive transponder the size of a grain of rice (IPTT-300, BMDS, Seaford, USA)
was implanted in homozygous and heterozygous Snell harvest mice by means of subcutaneous
injection in order to record the subcutaneous body temperature of the individuals daily during
the week and to identify animals. For implantation, the mice were briefly removed from the
cage, restrained between the shoulders, and the transponder was carefully implanted with a
cannula into the subcutaneous tissue overlying the animal's lumbar vertebrae. The
transponder was located dorsally but not in the interscapular area in order not to affect the
results due to local heat production in the BAT. Body temperature measurements were taken
every weekday between 8:00 a.m. and 11:00 a.m. at the same time of day for a period of
about 4-10 weeks. After the ten weeks, the animals were sacrificed by cervical dislocation and
extensive tissue removal of all internal organs, skeletal muscle, WAT, BAT, and subcutaneous
fat was performed.

Histology:

For this work, fixation, sectioning and staining with hematoxylin and eosin (H&E) of the BAT
tissues was performed at the Institute of Pathology at the University of Veterinary Medicine
in Vienna

RNA isolation, RT-PCR and gene expression analysis

Cellular RNA was isolated using the PeqGOLD total RNA isolation kit (Peglab, Erlangen,
Germany) and quantified (Prokesch et al., 2016b) using Nanodrop (Peglab, Erlangen,
Germany). RNA was extracted from tissue using TRIzol reagent (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) according to manufacturer's protocols (Prokesch et al., 2016a). Likewise,
for reverse transcription, the cDNA was prepared using cDNA synthesis kit H Plus (Peqlab,
Erlangen, Germany) and diluted to 1 ng/ul (Prokesch et al., 2016b). mRNA expression was
assessed by RT-PCR using the StepOne Plus Detector system and SYBR Green PCR master mix
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). For mouse experiments, 36b4 (Rplp0) was used
as a reference gene (Prokesch et al., 2016b).

Western Blot

Furthermore to determine the functionality of brown adipose tissue western blot and capillary
western Blotting has been performed.

Teresa G. Valencak , Tanja Spenlingwimmer , Ricarda Nimphy , Isabel Reinisch , Jessica M. Hoffman, Andreas
Prokesch (2023) Challenging a "Cushy" Life: Potential Roles of Thermogenesis and Adipose Tissue Adaptations in
Delayed Aging of Ames and Snell Dwarf Mice. Zbornik vedeckych préac. 60. fakultna konferencia Studentskej
vedeckej odbornej ¢innosti a XVII. vedecka konferencia doktorandov LF UK. Univerzita Komenského v Bratislave



41

Statistical analysis

All statistical analysis and chart preparation was performed using SPSS Statistics 25 software
(SPSS Inc. Chicago, IL, USA). Unless otherwise stated, results are presented as the mean + SD
of at least three biological replicates. Statistical significance was defined as *p<0.05: **p<0.01,
***p<0.001, ¥****p<0.001. The relative gene expression is given as a "fold change" (Wodicka
et al., 1997).

Results
Adipose Tissue—Communalities, Differences, and Function

Along with alterations in their metabolism, genetically dwarf mice were found to have
functionally altered adipose tissues (reviewed in [6]). Generally, three types of adipose tissue
are found in mammals: white, brown, and beige. White adipose tissue (WAT) is considered
the body’s energy storage for times of energy scarcity while brown adipose tissue (BAT) is a
unique, major energy consuming, heat producing organ. This highly thermogenic BAT, found
commonly in small sized mammals and juveniles of larger-bodied mammals including humans,
is very important for physiology in general [42,43] and metabolic homeostasis in particular
[44]. It not only maintains endothermy but also is crucial for many physiological processes
relating to decreased metabolic rate i.e., hypometabolism, daily torpor, and the longest and
deepest torpor lasting up to several months (i.e., hibernation; reviewed in [45]). Lastly, beige
or brite adipose is originally derived from WAT precursors but has properties more similar to
BAT [46,47].

Expandability of Subcutaneous WAT in AD Mice: Is There a Beneficial Role for Overall

Energy Metabolism?
Interestingly, there seem to be peculiarities in WAT localization in homozygous long-lived AD

mice compared to normal sized, heterozygous controls. The potential differences in WAT
depots compared to other laboratory mice became most visible when AD were exposed to a
high fat diet

containing 60% fat [57]. Diet-induced obesity in AD seemingly did not lead to expected
metabolic derangements which clearly developed in littermate controls, despite significant
increases in the amount of their subcutaneous and visceral depots [57]. Instead, “obese” AD
mice remained insulin sensitive and showed normal levels of adiponectin [57]. The adipokine
adiponectin, acts as an important anti-inflammatory factor and usually correlates positively
with the retention of insulin

sensitivity [58]. By manipulating the fatty acid composition in the diet, we observed that AD
mice readily increased body mass by 23% (compared to 16.7% in the controls) [11]. While the
origin of fat was either saturated, n-3 or n-6 fatty acids, we observed no differences in body
weight gain relating to fatty acid origin [11]. Otherwise, AD showed no signs of adverse health
effects after 6 weeks on isocaloric high fat diets differing only to fatty acid origin [11].
Interestingly, we measured a significant increase in subcutaneous body temperature in AD
mice (0.45 °C) following the exposure of fatty acid-enriched diets (saturated, n-3 and n-6
enriched) which was not present in controls [11]. More specifically we observed that the AD
mice on the fatty acid-enriched diets had increased subcutaneous fat mass as compared to
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controls (similar to what was observed in [11]). This surplus subcutaneous WAT clearly
improved body insulation as mice became more active in their behavior [11]. As discussed
above, genetically dwarf mice such as AD and SD are challenged in their thermoregulation due
to their lower body temperature and their disadvantageous surface area to volume ratio.
Hence, an increase in volume of the subcutaneous WAT layer may be particularly
advantageous for their overall energy budget. Being able to save on thermoregulatory energy
costs, genetically dwarf mice may be able to allocate energy into other avenues such as a
decreased time spent in torpor or increased foraging and general activity.

We thus hypothesize here that GH-deficient, genetically dwarf mice, such as AD and SD, have
a metabolic advantage when kept on high-fat diets through the storing of triglycerides (TGs)
preferentially in subcutaneous depots as opposed to evoking depots around the visceral
organs like many common laboratory mouse models. This is important as visceral WAT is
primarily associated with metabolic complications such as insulin resistance, increased
inflammation and even cancer, which have detrimental effects on tissue health and
metabolism [61,62].

Non-Shivering Thermogenesis in GH-Deficient AD and SD Mice

Undoubtedly, the capability of both AD and SD mice to conserve euthermia via non-shivering
thermogenesis (i.e., the capacity of an endothermic mammal to uncouple respiration from
ATP production in BAT mitochondria and thereby producing heat) is key to their survival. In
particular, the vulnerability for thermoregulation in AD and SD mice may arise from their
larger body surface to body mass ratio, suggesting that they are subjected to a higher thermal
loss through their skin [1]. Indeed, increased weight of BAT was observed in AD mice although
it showed reduced cell size and size of lipid droplets. Not surprisingly, the key enzyme
triggering uncoupled respiration and consequent heat production in BAT mitochondria,
uncoupled protein 1 (Ucp1), was found to be largely upregulated in AD mice [66,67]. Similarly,
the gene expression of two transcriptional regulators in the iBAT, PPARy, and PPARy
coactivator 1a (PGCla), were significantly increased in the AD mice [66]. Altogether, contrary
to their lower body temperature, AD mice show increased thermogenic marker expression in
iBAT and a direct mechanistical link with their endocrine disruptions has not yet been
investigated. As can be seen from Figure 4, iBAT was visually recognizable and confirmed by
the classical histological appearance of small multi-locular adipocytes. Notably, Figure 4
represents a first, pilot comparison of WAT and BAT from homozygous SD and controls while
future research will have to quantify the thermogenic capacity of SD by norepinephrine
induction.
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Figure 1. HE staining of interscapular BAT (iBAT) (A,C) and visceral WAT (B,D) of a homozygous
SD and a heterozygous control respectively. Pictures by T.G. Valencak and K. Brugger.

When comparing UCP1 protein levels between iBAT from SD mice and C57BI/6J mice (Figure
2) to assess functionality of iBAT in SD mice, we detected similar levels upon normalization to
loading control (Figure 2, right panel). Furthermore, we could not detect any significant
differences in Ucpl expression between SD and heterozygous controls (Figure 2). Therefore,
we can confirm the histological picture (Figure 1) that SD mice possess iBAT but Ucp1 protein
is not a faithful determinant of thermogenic activity of iBAT [69]. Equally, the impact of the
genetic background (C57BI/6) on BAT histology requires testing before robust comparisons
with AD from a heterogenous outbred background can be done. Hence, further studies should
be undertaken to clarify why (i) SD mice survive better in warm ambient temperatures, (ii) SD
mice use torpor to reduce and manage their energy expenditure, and (iii) the Pit1 mutation
does not equally affect non-shivering thermogenesis on SD mice, as the Prop1 mutation does
in AD mice.
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Figure 2. Capillary western blot (ProteinSimple, Bio-Techne) results BAT protein lysates from
male (m) or female (f) SD mice and heterozygous controls, showing Ucpl protein (ab 10983,
Abeam, Cambridge, UK) and Gapdh as loading control. BAT samples from standard C57BI/6J
mice are shown for comparison. Right panel shows quantification of electropherogram peaks
(AUC) according to blot in the left panel.

Discussion

Here, we reviewed the existing literature on AD and SD mice by focusing on the understudied
role of subcutaneous WAT. Subcutaneous WAT effectively conserves body heat in these small
animal models in which maximal heat dissipation and loss through their body surface with co-
existent lower body temperature exists. We also elaborated on specific husbandry
requirements in genetically dwarf mice and initiated first evaluations of BAT function in SD
mice. Overall, we suggest that future experimental studies in SD mice should involve diets
enriched in n-3 or n-6 PUFAs with a special focus on remodeling of, and altered functions in,
subcutaneous WAT and iBAT. Thus, it is conceivable that the SD model strives to increase its
food and energy intake on the enriched diets to establish an insulating subcutaneous WAT
layer, enabling them to reduce the total time spent in energy-saving torpor and rather stay
euthermic, active, and foraging. We consider the relationships between the somatotropic axis,
adipose tissue function, and body temperature as eminently important to better understand
the “vigor of survival” in the long-lived AD and SD mice [35].
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6. Porovnanie vysSetrovacich metéd pouzivanych v ramci celoplosného
skriningu sluchu novorodencov — je dudlny skrining efektivnejsi?
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1 Detska otorinolaryngologicka klinika LF UK a NUDCH

Uvod
Vyskyt poruchy sluchu senzorineurdlneho typu sa vyskytuje priblizne u 0,1-0,4% u
novorodencov. Uplna hluchota postihuje jedno z 1000 deti. U rizikovych novorodencov je

Castejsia, okolo 2-5% (1-3). Od 1.maja roku 2006 je v Slovenskej republike zavedeny povinny
celoplosny skrining sluchu novorodencov, ktory je viacstupriovy (2). Jeho cielom je

¢o najrychlejsie a najefektivnejsie identifikovat a rehabilitovat deti s poruchou sluchu. (1, 4).
Je to doleZité pre vyvoja reci, psychosocidlnych zruénosti a neskér z hladiska Skolského
prospechu dietata (5). Prvé skriningové vystrenie sa robi v prvych dfioch Zivota novorodenca
(48-72 hodin po narodeni) na pérodnici/neonatoldgii pomocou tranzientnych otoakustickych
emisii (TEOAE - Transient Evoked Otoacoustic Emissions). Otoakustické emisie su zvuky, ktoré
vznikaju pri aktivnych kontrakcidch vonkajsich vldskovych buniek Cortiho orgdnu. TEOAE
vznikaju ako odpoved na kratky Cisty tdn alebo Sum. Vysledok je pozitivny, pokial funkcia
kochley, stredného a vnutorného ucha je neporusend (1). Ak je negativny, dalSim krokom je
opakované meranie TEOAE na certifikovanom otorinolaryngologickom pracovisku po jednom
mesiaci. Pri opakovanom negativnom vysledku nasleduje vysetrenie kmeriovych evokovanych
sluchovych potencialov (BERA - Brainstem Evoked Response Audiometry) do 6-tich mesiacov
Zivota. Na skriningové uUcely sa pouZiva najCastejSie automatickd BERA (aABR - Automatic
Auditory Brainstem Responses) (1,2). Na potvrdenie diagndzy je potrebné podstupit dalSie
vySetrenie v podobe (ASSR - Auditory Steady-State Response). Je to vysetrenie ustalenych
evokovanych potencidlov, pomocou ktorého je mozné frekvenéne Specificky stanovit prah
sluchu v rozsahu 500 aZ 4 000 Hz. Pripadne je mozZné aj vySetrenie (VRA - Visually Reinforced
Audiometry), ktora je subjektivna metdda audiometrie vyuZivajica vizualne podnety. Je
uréena predovsetkym pre malé deti od 6 mesiacov do dvoch rokov (7). Metdda aABR je drahsia
a metodicky ndrocnejSia, ale je zatazend mensim poctom falo$ne pozitivnych vysledkov
(1,3,7,9). Za poslednych 20 rokov v odbornej literature pribudli Stadie, ktoré porovnavaju
vypovednost a cenu jednotlivych vySetrovacich metdd alebo ich kombinacii. Otazkou v3ak
zostava, ¢i by mal by sa malo vySetrenie aABR pouzivat spolu s TEOAE v prvom kroku skriningu?
Cielom tejto Studie je porovnanie presnosti pouZivanej metddy (TEOAE) vykonanej na
neonatoldgii a na Specializovanom pracovisku, ako aj porovnanie vysledkov réznych
vysetrovacich metdd pouZivanych v novorodeneckom skriningu, medzi ktoré patri aj dudlne
vySetrenie ako prvy mozny krok skriningového procesu s TEOAE aj aABR.
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Material a metédy

Ucastnici tejto studie boli novorodenci (322 pacienti), ktori boli odoslani na Kliniku detskej
otorinolaryngolégie LFUK a NUDCH v Bratislave potom, ako nemali vybavné TEOAE na
neonatoldgii od januara 2019 do decembra 2020. Bol vykonany reskrining TEOAE a zaroven
podstUpili aj aABR test (rovnaké nastavenie, rovnaka meracia jednotka) v jednom sedeni.
Pacienti s diagnostikovanym patologickym vysledkom boli dalej testovani metédami VRA vo
volnom poli a/alebo ASSR na ziskanie definitivnej diagndzy. KedZe ide o retrospektivnu
kontrolu a analyzu zdravotnej dokumentacie pacientov a je su¢astou Standardnej analyzy
Gdajov nasej kliniky, nebol potrebny sthlas Etickej komisie NUDCH. Pouzity protokol je v
sulade s platnou legislativou (MZ SR 25940-7/2005-0ZS).

Prvy skrining sluchu bol uskuto¢neny v pérodnici a dalsie vySetrenia do 3 mesiacov po pérode
(s prihliadnutim na obmedzenia, ktoré boli spésobené pandémiou COVID-19) v tichej
miestnosti s Uroviiou okolitého hluku mensou ako 45 dB SPL. Skrining sa uskutocnil, ked dieta
spalo alebo bolo pokojné. Pacienti narodeni mimo nemocni¢ného prostredia a pacienti, ktori
neabsolvovali vietky potrebné kroky skriningu boli z nasej studie vyluceni. KedZe vysledky
ziskané z testov VRA a ASSR su kvalitativne, pouZili sme kvantitativne meranie, pritom za
normalne vysledky sme povaZzovali sumarne prahy sluchu 0-25 SPL dB SPL a patologické
sumarne prahy pri 25-110 dB SPL (binarny model). Pre vySetrenia TEOAE a aABR bolo pouZité
zariadenie NEUROsoft AUDIO-SMART. Pacienti, ktori zlyhali pri 35 dB, ale prekrocili hranicu 60
dB, boli odoslani na vysetrenie VRA, zatial ¢o pacienti, ktori zlyhali v oboch prahovych
hodnotach, boli odoslani na vySetrenie ASSR. Test VRA sa uskutocnil vo volnom poli, zatial ¢o
ASSR sa uskutocnil s pacientom v prirodzenom alebo chlér-hydratom / propofolom
navodenom spanku. Na test VRA bolo pouZité zariadenie od Auritec (AT700) a pre ASSR bol
pouZity systém Gsi AUDERA. 2.3.

Statistické analyzy sa uskutoénili pomocou SPSS 20.0(IBM spol.). Deskriptivna analyza sa
pouZila na zobrazenie zdkladnych trendov v demografickych premennych a vysledkov
skriningu. Na urcenie vyznamnosti rozdielov medzi skriningovymi technoldgiami bol pouZzity
chi-kvadratovy test. Hodnota p < 0,05 sa povaZzovalo za vyznamny rozdiel.

Vysledky

V ramci Studie sme analyzovali vysledky jednotlivych vySetrovacich metéd a porovnavali sme
ich medzi sebou. Mali sme 322 pacientov s nevybavnymi TEOAE v p6rodnici (TEOAE 1). VSetky
deti absolvovali druhy skrining pomocou TEOAE a AABR na Klinike detskej otorinolaryngoldgie
LFUK a NUDCH (TEOAE2). Celkove 143 pacientov (44,41%) z 322 mali nevybavné TEOAE
potvrdené aj druhym skriningom. V ¢ase druhého merania 179 deti (55,59%) malo vybavné
otoakustické emisie. Zo 143 deti s nevybavnymi TEOAE, 57 (39,9%) nevyhovelo pri aABR.
Podla vysledkov merania aABR 86/143 deti (60,1%) malo normalny sluch. Z celkového poctu
pacientov 58/322 (18%) nevyhovelo pri aABR. Nasledne sme analyzovali rozdiely medzi
vysledkami merania TEOAE 2 a definitivnou diagnézou poruchy sluchu podla vysetrenia VRA
alebo ASSR. Zo 143 pacientov s nevybavnymi TEOAE 2, 39 (27,3%) pacientov malo nasledne
definitivne stanovenu diagndzu poruchy sluchu. Z celkového podtu pacientov s nevybavnymi
TEOAE 1 (322) je to 12,1% pacientov. Podla vysledkov Statistickej analyzy medzi vysledkami
aABR a definitivnou diagnézou poruchy sluchu z 58 pacientov, ktori nevyhoveli na aABR, 39
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pacientov (67,2%) malo aj definitivnu diagndzu poruchy sluchu. VSetky tie vysledky su
Statisticky vyznamné (p=0,000).

Z 322 pacientov 131 (40,7%) malo Zenské pohlavie, 191 (59,3%) muZské. Pohlavie nema
Statisticky vyznamny suvis s vysledkami. Priemerny vek pri stanoveni definitivnej diagndzy
bolo 10,1 mesiacov.

TEOAE 2 aABR

N % N %
Nepresli PRvym | 143/322 44,41 58/322 18
skriningom TEOAE1l (z
celkového poctu)
Definitivna diagndza | 39/143 27,3 39/58 67,2
poruchy sluchu
Falosne pozitivne | 104/143 72,7 19/58 32,8
vysledky

Tabulka 1 Vysledky merani

Diskusia

Podla nasich vysledkov 143 (44,41%) z 322 pacientov mali nevybavné TEOAE potvrdené
druhym skriningom TEOAE metddou. Podla Udajov z roka 2016 z centralneho registra deti s
poruchou sluchu Slovenska priblizne 40% deti s podozrenim na poruchu sluchu na zaklade
nevybavnych TEOAE z porodnice sa naslednymi vySetreniami na certifikovanom ORL
pracovisku, vylucilo (4). Nase vysledky su velmi podobné. Faktory, ktoré ovplyviiuju vysledky
TEOAE su enviromentalne alebo st danostami pacienta. Medzi faktory prostredia patri hluk
vo vysetrovacej miestnosti a chyby pri merani. Musime brat do Uvahy, Ze prvé vySetrenie
TEOAE nevykonavaju audiologické sestry alebo lekari. TieZ nepozndme vek pristroja a stav
kalibrovania. Vieme sice, Ze na neonatologickych klinikdch je beinou praxou, Ze pri
nepriaznivom prvom vysledku testu ho zopakuju a aZz v pripade opakovaného neulspechu
odoslu pacienta na dalSie vysetrenie. Vysledok otoakustickych emisii ovplyviiuju v prvych 24
az 48 hodinach ovplyvriuju faktory, ktoré suvisia s funkciou vonkajsieho ucha (napr. kolaps
vonkajsieho zvukovodu) alebo stredného ucha (napr. pritomnost amniotickej tekutiny v
stredousnej dutine), preto je odporucané, aby test TEOAE sa vykonal 48 az 72 hodin po
narodeni (8,14). Pocet deti dodiagnostikovanych so sensorineuralnou poruchou sluchu (SNPS)
bol 39 z celkovych 322, t.j. (12,1%). Podla studie Benita-Orejasa (7) z pacientov vysetrenych
TEOAE metddou s potrebou dalieho diagnostikovania sluchu, malo SNPS 5,2% (250/13),
podla studie Shanga (9) 118/6 (5,08%) a podla studie Shenga (3) 133/10 (7,51%). Tie vysledky
nevypovedaji o tom istom, ako percenta Uspechu pri zistovani poruchy sluchu

Henrieta Hajduova, Irina Goljerova, Dimitrios Paouris (2023) Porovnanie vysetrovacich metdd pouZzivanych v
ramci celoplo$ného skriningu sluchu novorodencov — je dualny skrining efektivnejsi? Zbornik vedeckych préc. 60.
fakultna konferencia Studentskej vedeckej odbornej ¢innosti a XVII. vedecka konferencia doktorandov LF UK.
Univerzita Komenského v Bratislave



53

(senzitivita/$pecificita), ktoré pri nasej $tudii nie je mozné stanovit, nakolko nie je znamy
celkovy pocet vySetrovanych pacientov. Vo vseobecnosti, podla studie Lemonsa et al. (5) pri
skriningu sluchu pomocou TEOAE priblizne 15% vysetrenych deti neprejde skriningom. Podla
Studie Helgeho et al. (6) 82/1584 deti (5,18%) nepreslo skriningom pomocou TEOAE. Ina $tudia
(7) ukazuje, Ze pri vysetreni pomocou TEOAE 10,2% deti neprejde skriningom. Podla Lina (12)
miera nevybavnych TEOAE bola 6,4%. Na porovnanie definitivne diagnostikovni SNPS malo
podla Shanga 0,57% z vysetrenych (6/1053).

Podla nasich vysledkov nepreslo pri prvom skriningu (TEOAE 1) 322 pacientov. Ten pocet by
skrining (TEOAE plus aABR) v neonatoldgii. Podobné vysledky maju pri pouzivani dudineho
skriningu aj Shang (9) 118/38 = 32,20%, Yousefi (13) 18/6= 33,33% a Lin (12) 1055/333=
31,56%. Percentudlne sa jedna o redukciu 82%, pricom tiez Lin (12) a Shang (9) udavaju
redukciu 94 a 67,8 %. VySetrenie aABR ma vyhodu nizSej miery neulspechu pri skriningu
sluchovej neuropatie v porovnani s OAE, ma vyssie poziadavky na testovacie prostredie, dizku
testovania a vyycvik testujiceho personalu (3). Na druhej strane testovanie pomocou aABR u
dojciat, ktoré nepresli pri skriningu TEOAE, moze ucinne znizit pocet odporucani na dalsie
vy$etrenia bez navy$enia miery chybnej diagndzy. Studia Lin et al. (12) ukazala, 7e miera
odporucani na dalSie vySetrenie sa mohla vyrazne zniZit z 5,8 % na 1,8 %, ked' sa vysetrenie
aABR pouZilo na doplnenie vysetrenia TEOAE namiesto pouZitia TEOAE samostatne. Aj ked’
takyto skriningovy protokol je drahsi a jeho implementacia trva dlhsie ako samotny skrining
TEOAE, vyhody prevaZuju nad nakladmi (9). Musime vziat do Uvahy nehmotné naklady na
opatovny skrining sluchu novorodencov v pripade zlyhania TEOAE v pérodnici vratane
poplatkov za dopravu, ekonomickud stratu rodi¢a v dosledku vypadku zo zamestnania pocas
sledovania a tiez dlhsiu dobu neistoty rodiCov. Pri porovnavani vysledkov merani medzi
definitivnou diagndzou a aABR zistili sme Ze len 39 z 58 pacientov mali SNPS. (67,2%). Podla
Studie Shenga et al. (3) miera Uspechu je nizsia [10/98(10,20%)] ako aj v $tudii od Benita-
Orejasa (7) kde sa ukazuju vysledky: 6/81 (7,4%). Podla studie Chiriboga et al. (11) percentovo
Uspech aABR metddy je na 24,39% (20/82). Pricina falo$ne pozitivnyh vysledkov podla Benita-
Orejasa (7) mézu byt prechodné prevodové straty sluchu ako napriklad bilateralny serézny
zapal stredného ucha, ktoré Ciastocne ovplyvriuje aABR vysetrenie. Lim a kol. (12) kontrolovali
vypovednost vySetrenia aABR v porovnani s vySetrenim BERA. Vypovednost aABR bola 30,4%
(45/158). Tento vysledok bol podmieneny moZnou serdznou otitidou, ktord sa pozdejSie
stratila rovnako ako aj nezrelost vo vyvoji sluchovych drah. V tejto $tudii Lim pouzil otoskopiu
a tympanometriu 226 Hz na diagnostiku pripadov OMS, pricom odporuca, Ze idedlnym by bolo
pouZitie 1000 Hz tympanometrie. Nasi pacienti boli vySetrovani otoskopiou bez
tympanometrie pred vySetrenim pomocou TEOAE alebo aABR vysetrenia. Niektoré pripady
OMS sa nedaju stanovit pomocou otoskopie. Pocas protipandemickych opatreni proti COVID
19 mnohi pacienti prisli na vySetrenie aZ vo veku 6+ mesiacov, ¢im sa diagnostika posunula az
do veku okolo 10 mesiacov. Toto mézZe vysvetlit preo bolo vysetrenie aABR na zaciatku
falo$ne pozitivne, nakolko okolo jedného roka veku st sluchové drahy dostatocne vyvinuté. Z
toho istého dévodu sa v USA vysetrenie ASSR nepouziva, potvrdenie SNHL potom, ako dieta
nepreslo pri vysetreni aABR, ale uprednostriuji behavioralne testy. Dal$i faktor moze byt
nespolupraca dietata, ktord v kombinacii s platlom pocas vysetrenia moze viest k falosne
pozitivnym vysledkom. Na zaver by sme mohli konstantovat, Ze z nasich vysledkov vyplyva, ze
percento falosne pozitivnych vysledkov je vyrazne vysSie v pripade merania pomocou len
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TEOAE, bud'na neonatoldgii alebo na ORL pracovisku v porovnani s meranim pomocou TEOAE
spolu s vySetrenim aABR.
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Ustav patologickej anatémie LF UK a UN Bratislava

Uvod

Fetdlne Umrtia hlavne vtermine alebo tesne pred stanovenym terminom porodu su
najCastejSou nepriaznivou komplikdciou gravidity ahlavnym faktorom ovplyviiujicim
perinatalnu Umrtnost. V roku 2015 bolo celosvetovo zaznamenanych 2,6 miliéna umrti plodov
s vyskytom viac nez 7178 umrti denne (1, 2).

Primarnym cielom postmortalnej investigacie prenatalneho umrtia plodu je urcenie priciny
a mechanizmu, ktorym ktakémuto Umrtiu doSlo s cielom ulahéit poradenstvo rodi¢om,
manazment buducich gravidit a tiez nasledujucich intervencii. V poslednych desatroc¢iach sa
uskutocnilo vela pokusov klasifikovat pri¢inu smrti mftvonarodenych plodov, avsak napriek
existencii viac ako 30 klasifikacnych systémov a vykonom pitiev v Specializovanych centrach
zostava ich vyznamna Cast nevysvetlena a definovana ako Umrtie z nezndmej priciny. Miera
nevysvetlenych pricin variruje vzhladom k pouzitiu konkrétneho klasifikatného systému
a predstavuje 15-60% celkovych umrti plodov (3, 10).

Znizenie miery nevysvetlenych prenatalnych dmrti méze byt prospesné, ale iba za takych
podmienok, kedy je objasnenie priciny definitivne podloZené dékazmi a teda v praxi mozno
povedat, Ze je dand urfena kauzalita spravna. Treba vSak podotknut, Ze vyznam jednotlivych
faktorov Umrtia plodu moze byt v praxi velmi tazké s istotou posudit (2).

Napriek vysokej miere neobjasnenych Umrti a taktiez vysokej miere nerozpoznanych
rizikovych faktorov mozno v niektorych pripadoch identifikovat faktory, ktoré pravdepodobne
vplyvali na ukoncenie Zivota plodu. Medzi typické rizika, ktoré boli identifikované ako
nepriaznivo vplyvajuce z hladiska miery imrtnosti plodov patri najma nuliparita, pocetnejsia
multiparita, zvySeny body mass index (BMI) matky, pozitivha anamnéza predpdrodného
vaginalneho krvacania, fajéenie, diabetes mellitus matky avyssi vek matky, pricom
signifikantne najvyssie riziko predstavuje vek matky v gravidite > 40 rokov (1, 5-9).

Globalne sa za najcastejSiu priCinu prenatalnych Umrti povaZuju abnormality placenty,
pupocnika a obalov, ktoré st druhymi v poradi hned po neobjasnenych umrtiach. V prieskume
priblizne 40 studii popisujucich patologické nalezy placenty v asocidcii s prenatdlnym dmrtim
bol tento nalez pravdepodobnou pri¢inou Umrtia v 11-65% pripadov, pricom najcastejSou
pri¢inou znich bola abrupcia placenty. V asociacii s prenatdlnymi Umrtiami vsak bolo
identifikovanych mnoZzstvo dalSich moznych pricin (3).

Sprava NVSS (National Vital Statistics System) posudzujlica data 41 788 fetalnych umrti v USA
z obdobi 3 rokov v rozpati 2015-2017 popisuje ako najéastejSie opat neobjasnené umrtia
(28,7% pripadov) nasledované pric¢inami, ako si abnormality placenty a pupocnika (v 26,5%
pripadov) a maternalne komplikacie (13,9% pripadov) (4).
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Ciefom préce bolo na zéklade spracovania databazy UDZS, ktoré obsahuji zaznamy pitevnych
protokolov umrti plodov rézneho gestacného veku, potratov a zaznamy o mftvonarodenych
na Slovensku v obdobi minulého roka poskytnut prehlad najastejSich pri€in prenatalnych
umrti v tomto obdobi.

Material a metody
V praci sme cerpali Gdaje pitevnych protokolov z databazy UDZS. Boli spracované tdaje
pitevnych protokolov fetalnych umrti, potratov a mitvonarodenych plodov na Slovensku za
obdobie rokov 2018-2021. Z tychto Gdajov boli pouZité protokoly zaznamenanych fetalnych
umrti a potratov v obdobi roka 2021, ndsledne Statisticky spracované podla prvotnej
a bezprostrednej priCiny prenatdlneho Umrtia azaradené formou udelenia kodu
Medzindrodnej klasifikacie choréb (MKCH-10). V spracovani boli pouZité uvedené parametre
datum Umrtia a vykonania pitvy, zakladna a bezprostredna pricina Umrtia s pridelenym
kédovym oznacenim podla MKCH-10. Analyza zaznamov prebiehala v tabulkovom procesore
Microsoft Excel.

Kazdy zaznam databazy obsahoval : ¢islo konkrétneho protokolu, pohlavie a vek plodu, datum,
Cas aj miesto Umrtia (vratane kédu zdravotnickeho zariadenia), datum a ¢as vykonu pitvy,
udaje prehliadajuceho lekdra dalej sprievodné diagndzy, pripadne katamnézu a Udaje
o zékladnej, pridruzenej chorobe a ostatnom pitevnom ndleze. Vsetky Udaje boli spracované
individualne, na zaklade vybranych parametrov a do Statistického prehladu formou
tabulkového vystupu. Z databdzy boli selektované zdznamy obsahujice pitevné protokoly
pripadov v obdobi rokov 2018-2020 a pripady mftvonarodenych plodov z obdobia 2018-2021.
Vo vystupe boli nasledne Statisticky spracované priciny fetalnych Uumrti zodpovedajuicich
obdobiu roka 2021 s pridelenym kédom MKCH-10. Dal$im vystupom bolo spracovanie miery
potratov a indikacii medicinskych potratov na Slovensku v obdobi roka 2021.

Vysledky

Z celkového obsahu databazy UDZS pozostéavajlcej z 1258 zaznamov pitevnych protokolov za
obdobie rokov 2018 az 2021 sme na zaklade vyssie spomenutych metdd ziskali celkovo 341
zaznamov z obdobia roku 2021 a néasledne 305 zdznamov pojednavajucich o fetdlnom Umrti
alebo potrate po predoslom vyselektovani mitvonarodenych plodov. PouZité zaznamy
fetdlnych umrti a potratov v celkovom pocte 305 protokolov sme Statisticky spracovali do
nasledovnych vysledkov:

Z vysledkov nasej prace sa ako najcastejsie priciny fetdlneho Umrtia javia poruchy placenty,
ktoré spolu zastupuju pocet 35 pripadov (28,93%). Su nasledované druhou najcastejSou
pricinou — intrauterinnou asfyxiou plodu (27 pripadov, ¢o predstavuje 22,31%)
a intrauterinnou hypoxiou (13 pripadov, teda 10,74%). Medzi dalsie priciny identifikované ako
Casté sa zaradili aj poruchy plodovych obalov po¢tom 12 pripadov (9,92%) a poruchy
pupocdnika zastupené vyskytom 12 pripadov (9,92%).

Ako menej Casté priCiny sa v nasom vyskume ukdzali vrodené vyvojové chyby zastupené
celkovym poc¢tom 4 pripady (3,31%), materndlne infekcie v pocte 1 pripad (0,83%) a rovnako
tak infekcie plodu (1 pripad = 0,83%). Rovnaku frekvenciu vyskytu ako u predoslych dvoch
pric¢in sme zaznamenali aj u zakladnych chordb ako je oligohydramnion a aspiracia plodovej
vody. Z uvedenych hodnét taktiez vyplyva, Ze pocet neobjasnenych pricin fetalnych dumrti
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z celkového poctu 121 pripadov zastdva 14 pripadov nejasnej pric¢iny umrtia, to znamena
11,57%.

Tabulka 1 : Najcastejsie priciny fetalnych dmrti na Slovensku v roku 2021

NAJCASTEJSIE PRICINY FETALYCH UMRTI

Pri¢ina fetalneho umrtia Kod MKCH-10 Pocet pripadov (n)
(zakladna choroba)
Abrupcia placenty 045.9 28
Intrauterinna asfyxia P20.9 27
Nespecifikovana pri¢ina P95 14
Intrauterinna hypoxia P20.9 13
Chorioamnionitida P02.7 8
Insuficiencia placenty 045 4
Predc¢asna ruptira plodovych obalov = 0O42.9 4
Nadmerné dizka pupoénika P02.6 3
Obviazanie tela pupoénikom P02.6 3
Infarkt placenty 043.8 2
Pravé uzly pupocnika P02.5 2
Funizitida Q41.1 1
Malformacia uponu pupocnika P02.6 1
Tromboza ciev pupoénika P02.6 1
Strangulacia pupo¢nika P02.6 1
Ischemické zmeny placenty P20.9 1
Celkovy pocet fetalnych amrti 121
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Priciny fetalnych imrti na Slovensku (2021)

u Poruchy placenty

M Intrauterinnd asfyxia

M Intrauterinnd hypoxia
Poruchy plodovych obalov

m Poruchy pupoénika

M Ostatné

W Neobjasnené

Graf 1 : Priciny fetalnych dmrti na Slovensku (2021)

Velkd skupinu z nasich zdznamov tvorili potraty, ktoré sme rozdelili na 3 zakladné kategorie, a
to : medicinske (indukované) potraty, spontdnne potraty a potraty neudaného typu. Z tychto
kategérii sme sa suUstredili na jednotlivé priciny medicinskych potratov (teda potratov
z lekarskej indikacie) a tieto Udaje nasledne spracovali.

Tabulka 2 : Miera potratov na Slovensku v roku 2021

Typ potratu Pocet pripadov (n) Prevalencia (%)
Medicinske (indukované) 94 51,09
Spontanne 81 44,02

Neudané 9 4,89

Celkovy pocet 184

Na zaklade nasej analyzy miery vyskytu potratov na Slovensku za obdobie roka 2021, podla
databazy UDZS predstavuju najéastejsie zastipenie medicinske potraty (vratane zadrzanych
potratov tzv. missed abortion) v pocte 94 pripadov (51,09%) nasledované spontannymi
potratmi — poctom 81 pripadov (44,02%) z celkového poctu 184 pripadov.

Z tychto Udajov dalej vyplyva, Ze mieru neudanych potratov predstavuje 9 pripadov (4,89%).
Spracovali sme tak aj indikacie naj¢astejsich — medicinskych potratov so zameranim na celkovy
vyskyt vrodenych vyvojovych malformécii.
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Tabulka 3 : Vyskyt vrodenych malformacii u medicinskych potratov v roku 2021

Medicinske (indukované) potraty ‘

Indikacia MKCH-10 Pocet pripadov (n)  Vyjadrenév %
Downov syndrém Q90.9 17 18,09
Edwardsov syndrom Q91.3 9 9,57
Turnerov syndrém Q96.9 2 2,13
Nooanov syndrém Q87.1 1 1,06
Allan-Herndon-Dudleyho syndrém Qo4 1 1,06
Patauov syndrém Q91.7 1 1,06
Cri-du-chat syndrém Q93.4 1 1,06
Karyotyp 69XXX Q99.8 2 2,13
Trizémia 17. chromozému Q99.8 1 1,06
Ostatné vrodené vyvojové 22 23,40

malformdcie
Medicinske potraty celkovo 94

Z celkového poctu vykonanych medicinskych potratov v roku 2021 podla nasich vysledkov
zastavali medzi indikaciami vrodené vyvojové malformécie, celkovo pocet 57 indikacii
(60,64%). Z poctu 57 pripadov vrodenych vyvojovych malformacii dominovali chromozomalne
aberacie v zastupeni poctom 35 pripadov, ¢o v percentualnom prepocte predstavuje (61,4%).
Medzi chromozomalnymi aberdciami maju veduce postavenie Downov syndrém (trizémia 21.
chromozédmu) v celkovom pocte 17 pripadov (18,09%) a Edwardsov syndrém (trizomia 18.
chromozému) poctom 9 pripadov (9,57%) na celkovy pocet 94 vykonanych medicinskych
potratov.

PREVALENCIA VVCH U MEDICINSKYCH POTRATOV
V ROKU 2021

Downov syndrém
30%

Ostatné VVCh

39%
Edwardsov
Ostatné syndrém
chromozomdlne 16%
abericie Turnerov syndrém
9% 3%

Graf 2 : Prevalencia VVCh u medicinskych potratov v roku 2021
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Diskusia

Z vysledkov nasho spracovania umrti plodov vyplyva, Ze ako najéastejsie priciny plodovych
umrti boli identifikované poruchy placenty (28,93%). Podla zahrani¢nych prameriov byva
najcastejsie pric¢ina prenatalneho Umrtia neobjasnena a poruchy placenty zastdvaju druhu
poziciu, to znamena najcastejsiu uréenu pricinu Umrtia. V nasich vysledkoch sa neobjasnené
umrtia sice objavuju Casto (11,57%), ale v celkovom prehlade zastavaju poziciu az za
poruchami placenty (28,93%) a intrauterinnou asfyxiou ( 22,31%).

Pri¢iny prenatdlnych Umrti mdzu zostavat neobjasnené nasledkom absencie jednotného
klasifikacného systému, réznych pristupov k investigacii Umrtia na pracoviskach, poskodenim
atiez uroviiou zrelosti plodu, ale aj existenciou velkého mnoZstva vzajomne pdOsobiacich
faktorov a ochoreni v etioldgii prenatalnej Umrtnosti, ¢o vyrazne stazuje podmienky
objasfovania bezprostrednej a prvotnej pri¢iny Umrtia. Tymito dévodmi by bolo mozné taktiez
vysvetlit rozdiel v zastupeni neobjasnenych Umrti medzi zahraniénymi pramefimi a nasimi
vysledkami.

Z vysledkov nasho spracovania zaznamov UDZS o potratoch je rozdiel medzi vykonanymi
medicinskymi potratmi (51,09%) a spontannymi potratmi (44,02%) proporény. Toto relativne
rovnomerné zastupenie potvrdzuje aj porovnanie nasich vysledkov s poslednym prehladom
o miere potratov v roku 2020 na Slovensku sprostredkovanym NCZI. Prehlad NCZI cerpal
z Udajov viac ako 13 400 potratov na Uzemi celého Slovenska v priebehu roka 2020.

Prevalencia miery potratov v
jednotlivych ¢asovych obdobiach
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46,00%
44,00%
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Spontanne potraty Medicinske potraty
ENCZI 48,80% 45,90%
@ Nase vysledky (UDZS) 44,02% 51,09%

BNCZI mNase vysledky (UDZS)

Graf 3 : Prevalencia miery potratov v jednotlivych ¢asovych obdobiach

Z hladiska casového vyvoja miery potratov sme spracovali aj vysledky Statistického vystupu
NCZI za rok 2019. Vroku 2019 podla prehladu NCZI mieru spontannych potratov
predstavovala prevalencia 46,9% a medicinske potraty boli zastipené v miere 47,4%.
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VYVOJ MIERY SPONTANNYCH
POTRATOV 2019-2021
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Graf 5 : Vyvoj miery medicinskych potratov 2019-2021

Na zaklade nasich vysledkov v porovnani s doterajsimi Statistickymi vystupmi NCZI moZno
z hladiska odhadu buduceho vyvoja miery potratov na Slovensku predpovedat stdpajuci trend
vyvoja medicinskych potratov a naopak klesajtci trend vo vyvoji spontannych potratov.

Nase vysledky poukazuju na nizsi podiel neobjasnenych prenatalnych umrti v porovnani so
zahrani¢nymi zdrojmi, ale tento podiel variruje v zavislosti od pouZitého klasifikacného
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systému a metdd investigacie prenatdlneho Umrtia v jednotlivych krajindch. Podla nasich
vysledkov sme dalej ako najéastejSiu prvotnu pricinu veducu k umrtiu plodu zistili poruchy
placenty (28,93%) zktorych signifikantne najcastejSiu pri¢inu tvorila abrupcia placenty
(23,14%). Dalsie ¢asté priciny zaznamenané pri pitve vnasich vysledkoch tvorili najma
intrauterinna asfyxia, intrauterinna hypoxia a poruchy pupocnika a plodovych obalov. Tieto
vysledky potvrdzuju aj dostupné zahrani¢né pramene, kde najcastejsie pri¢iny umrti taktiez
zastupuju poruchy placenty a medzi Castymi pricinami umrti sa umiestiiuju aj poruchy
pupocénika a plodovych obalov.

Nase vysledky voblasti vyskytu spontdnnych a medicinskych potratov poukazuji na
zrovnatelnU prevalenciu medzi oboma typmi potratov. Ktakémuto zdveru dospelo aj
preskimanie a Statisticky vystup miery potratov na Slovensku vroku 2020 vykonané
prostrednictvom NCZI.
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Uvod

Dysplaziou kréka maternice oznacujeme atypické zmeny v jednotlivych vrstvach dlazdicového
epitelu exocervixu. Dysplazia, oznadovand aj ako SIL (skvamdzna intraepitelovd lézia)
progreduje v zavislosti od vysky prerastania atypickych buniek do jednotlivych vrstiev
epitelového krytu od lahkej (low grade), cez tazkd (high grade) aZz po karciném. Ako hlavny
etilogicky faktor podielajuci sa na jej vzniku patri infekcia HPV. Dysplastické zmeny kréka
maternice aich progresia do karcindmu patria medzi choroby, ktoré sa pravidelnou
preventivnou prehliadkou daju odhalit, v¢as liecit réznymi metddami a napokon vylie¢it (1).
Infekcie HPV su najbeZnejSie sexudlne prenosné virusové infekcie a riziko infekcie sa zvysuje s
poctom sexualnych partnerov. Su preto jednym z déleZitych ukazovatelov rizika ochorenia, o
ktory by sa okrem pacientky mal zaujimat aj vysetrujici lekar. Napriek dostupnej prevencii,
novym poznatkom a dnes uz mnohym bezne dostupnym metdédam, vdaka ktorym by malo
byt mozné postupne zniZovat vyskyt karcindmu kréka maternice sa toto nedeje. Jednym z
vaznych problémov je chybajlca dostatocnd edukacia v sexualnej vychove. NevyuZivané su aj
dostupné su vakciny proti virusom HPV, ktoré su najcastejSie zodpovedné za vznik dysplazie
kréka maternice, ¢im by sa dalo predchadzat chorobe.

PredloZena praca je sufastou projektu HPV Screen a Biomedires2 zameranych na vyskum
nadorovych zmien maternice. Cielom realizovanej prierezovej studie bolo charakterizovat
vyskyt HPV infekcie cervixu maternice v populdcii Slovenskej republiky.

Material a metédy

Zakladom suboru bolo 507 Zien, ktoré boli poucené, suhlasili so zaradenim do Studie a
podpisali informovany suhlas. Pacientky v spolupraci s oSetrujucim lekarom vyplnili dotaznik
zamerany na zakladné anamnestické udaje a bol im odobraty ster z kréka maternice s cielom
vySetrenia infekcie HPV. Cielom prace bolo hladat korelaciu medzi anamnestickymi
ukazovatelmi ako je vek, ukoncené vzdelanie, rodinny stav, poCet sexualnych
partnerov, pocet porodov, potratov a umelych preruseni tehotenstva (UPT), G¢ast na
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preventivhych (gynekologickych) prehliadkach a ockovanie proti HPV s poslednym
cytologickym nalezom a vysetrenim aktudlnej pritomnosti infekcie HPV.

Vysledky boli spracované Statisticky, udaje o pacientoch su vyjadrené vo forme priemeru
a Standardnej chybe priemeru (SEM) pre kontinudlne premenné a ako frekvencia vyskytu
(percento) pre kategorické premenné. Test Shapiro-Wilk sme poufZili na overenie normalnej
distribucie analyzovanych dat. Vysledky boli Statisticky nasledne analyzované pomocou
nepdrového t-testu v pripade normalnej distribdcie dat a kontinualnych premennych, 2 bol
pouZity na porovnanie kategorickych dat. Vysledky boli povaZované za Statisticky signifikantné
pri p<0,05.

Vysledky
Celkovo sme v rdmci hodnotenia prierezovej studie zistili pritomnost pozitivity HPV u 82 Zien
z 507 dobrovolni¢ok zapojenych do Studie (16,2 %).
Zistili sme, Ze pozitivita HPV koreluje s
a. Niz8im vekom Zeny, s najvyssim vyskytom vo vekovej skupine 26-30 rokov
b. Vzdelanim na drovni zdkladnej skoly

c. Niz8im poctom porodov (tento nalez ale koreluje aj s vekom pacientky a nie je preto
nezavisly)

d. Rodinnym stavom slobodna (tento nalez taktieZ koreluje aj s vekom pacientky a nie je
preto nezavisly)

V hodnotenej skupine sme nepreukazali vztah k
a. Ockovaniu

b. Poctu sexudlnych partnerov
c. Pravidelnosti gynekologickych prehliadok

d. Poctu potratov

HPV+ Pocet
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Graf 1: Vekové rozlozenie HPV + Zien
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Graf 2: Pritomnost infekcie HPV signifikantne zdvisela od veku pacientky a od vzdelania
pacientky
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Graf 3: Pritomnost infekcie HPV nezévisela od poctu sexualnych partnerov a poctu potratov
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Diskusia

V nasom subore sme pozorovali pritomnost pozitivity HPV u 16,2 % Zien. Tato pozitivita
korelovala s nizsSim vekom Zeny, vzdelanim na urovni zdkladnej Skoly, rodinnym stavom
slobodna a nizSim poc¢tom porodov. Ukazuje sa, Ze vzdelanie ma signifikantny vplyv na vyskyt
HPV. U pacientiek s vysokoskolskym a stredoskolskym vzdelanim bol nizsi vyskyt HPV
v porovnani s pacientkami so zakladnym vzdelanim. Ukazuje sa, Ze edukacia pacientiek
vyrazne znizuje vyskyt HPV. KedZe vyskyt infekcie HPV je najvyssi vo vekovej skupine 26-30
rokov, predpokladame, Ze vplyv vzdelania je nezavisly.

Na zaklade dvoch multicentrickych studii zahrriujucich takmer 20000 Zien bolo poukdzané, ze
nadmerny vyskyt rakoviny kréka maternice je pozorovany prave uZien snizkym
socioekonomickym postavenim. Nase vysledky sa zhoduju s touto studiou (2).

Vyskyt HPV sme zistili u signifikantne nizsej vekovej kategdrii. Uvedené skutocnosti podporuju
fakt Ze HPV infekcia sa ziskava prevazne vadolescencii resp. vmladSom veku asu
porovnatelné s vysledkami inych studii vyskytu genitalnej HPV infekcie u Zien. Celosvetové
rozdiely v prevalencii HPV naprie¢ vekom do znacnej miery odrazaju rozdiely v sexualnom
spravani v réznych geografickych oblastiach (3).

Je zaujimavé, Ze sme v nasom sUbore nepozorovali vztah medzi infekciou HPV a po¢tom
sexualnych partnerov. Prave vyssi pocet sexudlnych partnerov zvysuje riziko infekcie HPV a
podiela sa na vzniku komplikdcii. Viaceré Studie poukdzali na vyznam vyskytu a prenosu
infekcie HPV u pacientok s vy$sim poctom sexudlnych partnerov (4). Rozdiely mézu byt
sposobené hodnotenim kauzality aich ndsledkami v réznych Studiach. V nasej studii sme
nemali dostatocny nalez pacientok s pozitivnym cytologickym alebo histologickym vysledkom,
kde by sme pripadnu koreldciu vzhfadom na kauzalitu mohli oéakavat.

Nepozorovali sme ani stvis medzi poétom potratov a pritomnostou infekcie HPV, naopak vacsi
pocet poérodov koreloval s nizsim vyskytom pozitivity HPV. Avsak podla Basonidis et al. stale
nie je jasné, Ciinfekcia HPV je spojena so zvySenym rizikom potratov, pretoze dostupné studie
priniesli protichodné zistenia. Ich zavery si obmedzené malou velkostou vzorky
a metodickymi obmedzeniami (5). Vztah pozitivity HPV k po¢tu pérodov pravdepodobne
nebude priamy aj vzhladom na stvis s vekom pacientiek. Studia z roku 2013 zahrfiujuca 281
Zien z nemocnic v Meride a v Mexiku tiez nezistila sivislost HPV cervikélnej infekcie s po¢tom
porodov (6). Podobne ako vpripade po6rodov, ani vpripade rodinného stavu
nepredpokladame priamu stvislost a skor ide o vztah ked' v mladSsom veku, kde je infekcia HPV
CastejSia su Zeny CastejSie slobodné. Nasa analyza ukazala, Ze pozitivita HPV sa najvyssej miere
vyskytuje u slobodnych Zien na rozdiel od vydatych. U slobodnych Zien je ale vacsia
pravdepodobnost, Ze nemaju len 1 sexualneho partnera, na rozdiel od vydatych, ktoré maju
staleho partnera a preto tento nalez méze podporovat Sirenie sa HPV infekcie.
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Uvod

Aspirdcia cudzieho telesa (CZT) patri medzi Zivot ohrozujlce stavy spojené s ranym detstvom,
najma u batoliat [1, 3, 4]. Nespravna diagnostika, s nasledkom ponechania CZT v dychacich
cestach, vedie k ich porucham - chronickému piskaniu, rekurentnym pneumaoniam, az néhlej,
Zivot ohrozujucej obstrukcii dychacich ciest [2, 4, 5]. K aspiraciam dochadza u deti relativne
CastejSie oproti dospelym, najma z dévodu zvedavosti vo¢i malym predmetom, ktoré batolata
skimaju Ustami, neschopnosti zut a prehitat jedlo, nevyvinutého zadného zuboradia, a
nezrelych nervovosvalovych mechanizmov dychacich ciest [4, 6]. Spravna diagostika CZT je pre
detského otorinolaryngoldoga vidy vyzva, nakolko musi zvaZovat kombindaciu znakov a
symptomov pred indikaciou bronchoskopie u detského pacienta, ktord je vyznamnou
modalitou v diagnostike a terapii aspiracie cudzieho telesa. Cielom préce bolo zhodnotit
prediktivnu hodnotu faktorov: anamnéza, auskultacny nalez a RTG nalez pltc v ramci indikacie
bronchoskopie u detského pacienta. Okrem toho sme vyhodnotili vybrané (daje o
aspirovanych cudzich telesach a technike vykonu - typ pouZitého bronchoskopu, vyskyt
organického CZT vodi anorganickému, taktiez aj vplyv pneuménie pri indikacii pacienta na
bronchoskopické vySetrenie.

Material a metody

V nasej retrospektivnej studii sme pracovali s anamnestickymi Udajmi 117 detskych pacientov
DORLK LF UK a NUDCH, s priemernym vekom 35 mesiacov. Na zaradenie do $tidie musel
pacient podla tdajov z registra Medea (nemocni¢ny systém NUDCH) podstupit radiologické
vySetrenie a bronchoskopicky operaény vykon. Pacienti s nekompletnymi datami (chybajtce
RTG) boli zo studie vyradeni. Medzi vyhodnocované Udaje patria: vek, pohlavie, ¢as od
aspiracie po finadlne odstranenie, pritomnost aspiratného momentu (kasel, dusenie sa +/-
zvracanie), cyandza, dyspnoe, horucka, pritomnost/nepritomnost priznakov pri prijme,
auskultatny ndlez, RTG nalez, pritomnost/nepritomnost CZT a jeho typ (organické/
anorganické), typ bronchoskopu pouZzity pri odstraneni CZT, lokalizacia CZT (laryngotrachea,
favy alebo pravy bronchus), pritomnost pneumdnie u pacienta ked nebolo pritomné CZT.
Pacienti, ktorych Udaje boli pouzité v tejto Studii podstupili bronchoskopiu indikovanu kvéli
suspektnej aspiracii cudzieho telesa v rokoch 2017 a7 2021. Ziadna Gmrtnost pacienta nebola
evidovana, pacienti nemali Ziadne komplikacie po vykone. Povolenie na analyzu dat bolo
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ziskané od Etickej komisie Narodného Ustavu detskych chordb. Statistickd analyza sa
uskutoc¢nila pomocou SPSS 20.0 (IBM). Deskriptivna analyza bola pouZitd na zobrazenie
zakladnych trendov v demografickych premennych, ako aj vysledkov analyzy. Na urcéenie
vyznamnosti réznych Gdajov bol pouZity chi-kvadratovy test. Hodnota p<0,05 sa povaZovala
za vyznamny rozdiel.

Vysledky

Z dat zozbieranych na zhotovenie prace boli vytvorené dve analyzy. Univariacnd analyza
vyskytu jednotlivych priznakov a multivariacna analyza faktorov, ktoré sa pouzivaju pri
indikacii pacienta na bronchoskopiu pri suspektnej aspiracii CZT. V nasledujucej casti
prezentujeme relevantné vysledky.

Vseobecné udaje

Zo 117 pacientov (M:60,7%, 7:39,3%) s priemernym vekom 35 mesiacov (63,2% <2rokov, min.
5m, max. 204m) sme zistili cudzie teleso u 64 deti (54,7%, s lokaliziciou: v pravych bronchoch
31,6%, lavych bronchoch 13,7%, bilateralne 2,6%, laryngotrachei 6,8%), z toho organické u 52
(44,4%) a anorganické u 12 (10,3%). Svedok aspiracie bol z anamnézy pritomny v 76 pripadoch
(65%), po prichode do nemocnice bolo asymptomatickych 39 (33,3%) deti. Flexibilny
bronchoskop bol na definitivnu extrakciu pouzity v 38 pripadoch (58%) a rigidny v 27 (42%).
Priemerny cas od aspiracie po bronchoskopiu bol 4,55 dria (72,7% do 48hod. po prijme),
minimalny 0 (bronchoskopia prebehla v deri aspirdcie), maximalny 120 dni. Pocet pacientov s
diagnostikovanou pneumadniou bez pritomného cudzieho telesa bol 22 (18,8%). Po Statistickej
analyze sme zistili, Ze pocet dni pritomnosti CZT nesuvisi s tym, Ze dieta prichddza do
nemocnice asymptomatické (p=0.959).

Anamnéza

Z anamnézy sme sledovali aspiratny moment, cyandzu, horucku, dyspnoe. Aspiraény moment
bol pritomny u 35,2% pozitivnych pripadov, ako aj 35,2% negativnych (p=0,880).

Cyandzu malo 9 pacientov s aspirovanym CZT a 11 pacientov bez aspiracie CZT (p=0,653),
dyspnoe malo 38 pacientov s pozitivnym CZT, 33 bez diagnostikovaného CZT (p=0,236),
horucku 6 pacientov s CZT, 3 bez CZT (p=0,282). Analyza nepreukdzala vyznamnost tychto
parametrov. Pocet asymptomatickych pacientov pri prijme bol 32 (30,5%), z ktorych bolo CZT
nasledne potvrdené u 7 (6,7%) a nepotvrdené u 25 (23,8%). Naopak, symptomatickych
pacientov bolo prijatych 73 (69,5%), z toho CZT bolo identifikované u 45 (42,9%) a
neidentifikované u 28 (26,7%). Tento vysledok je Statisticky vyznamny (p=0,000).

Auskulaény nélez

Z pacientov prijatych na DORLK malo pozitivny auskultac¢ny nalez 79 (75,2%), bez ndlezu bolo
26 (24,8%) deti. Z pacientov s pozitivnym auskultaénym nalezom a pritomnostou cudzieho
telesa boli Statisticky vyznamné unilateralne znizené dychové fenomény, pritomné u 17 deti
(16,2%). Stridor bol zaznamenany u 9 (8,6%), chrépky 13 (12,4%), piskanie 9 (8,6%) a negativny
auskultacny nalez u 4 (3,8%) pacientov. Pri pacientoch bez CZT bol zaznameny negativny
auskultacny nalez v 22 (21%) pripadoch, znizené dychové fenomény v 9 (8,6%), stridor 4
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(3,8%), chropky 12 (11,4%) a piskanie pritomné v 6 (5,7%) pripadoch. Vysledky su Statisticky
vyznamné (p=0,002), u pacientov s organickym cudzim telesom boli Castejsie identifikované
stranovy rozdiel a stridor. Pritomnost pneumdnie neovplyviiuje vysledky auskultacie pri
diagnostike cudzieho telesa (p=583) a nema vyznamny vplyv na indikaciu pacienta na
bronchoskopiu.

Rédiologicky nélez

Z analyzy boli vyluéeni pacienti s radiokontrastnym CZT. U pacientov s potvrdenym CZT bol
diagnostikovany normalny RTG nélez v 16 (15,2%), konsolidacie 8 (7,6%), emfyzém 23 (21,9%)
a atelektdzy 5 (4,8%) pripadoch. Pacienti bez CZT mali negativny ndlez v 32 (30,5%),
konsolidacie 8 (7,5%), emfyzém 9 (8,6%) a atelektdazy 4 (3,8%) pripadoch. Vysledok je
Statisticky vyznamny (p=0,009), pacientom s cudzim telesom bol s vacSou frekvenciou
diagnostikovany emfyzém pluc.

Analyza nalezov po porovnani' s ¢asom od aspiracie po bronchoskopiu (diagnostiku) poukazuje
na vyskyt emfyzému a radiokontrastného telesa (v pripade anorganickych telies) do 0 dni od
aspiracie. Atelektdzy sa objavili za 2 dni, konsolidacie za 3 dni.

Pritomnost pneumdnie neovplyvriuje vysledky RTG pri diagnostike cudzieho telesa (p=0,601)
a nemad vyznamny vplyv na indikaciu pacienta na bronchoskopiu.

Tabulka 1: Pravdepodobnost spravneho pozitivneho vysledku diagnostiky cudzieho telesa.
(ASK - auskultdcia, ANMZ - anamnéza, RTG - snimka, PPV/NPV - pozitivna/negativna
prediktivna hodnota).

Auskultdcia [ Anamnéza RTG Pocet PPV % NPV %
ASK(+) ANMZ(+) RTG(+) 24/33 72 -
ASK(+) ANMZ(+) RTG(-) 12/25 48 -
ASK(+) ANMZ(-) RTG(-) 5/9 55 -
ASK(+) ANMZ(-) RTG(+) 13/18 72 -
ASK(-) ANMZ(+) RTG(+) 4/9 44 -
ASK(-) ANMZ(+) RTG(-) 3/13 23 -
ASK(-) ANMZ(-) RTG(+) 3/5 60 -
ASK(-) ANMZ(-) RTG(-) 5/5 - 100

Multivariaéna analyza

Najvy$sia pravdepodobnost pozitivneho vysledku je dand kombinaciou pozitivneho
auskultacného vysetrenia, RTG a anamnézy (72%), taktieZ aj auskultacného vySetrenia a RTG
(72%). Zvysné kombinacie s hodnotami pod 60%, s najnizSou hodnotou pri izolovanej
pozitivnej anamnéze (23%). NajvysSia negativna prediktivna hodnota (NPV) je v pripade
negativneho vysledku vietkych troch modalit ( 100%). Specificita a senzitivita troch metéd je
uvedend v Tabulke 2.
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Tabulka 2: Porovnanie diagnostickych nalezov u pacientov s organickym cudzim telesom a bez
neho. (n - pocet pacientov)

VyZetrenie CZT + pacienti CZT - pacienti Senzitivita Specificita
¥ (n=52) (n=53) % %
IAspiraEn\'/ ' I I I
moment 37 (35,2%) 37 (35,2%) 67,00% 30,00% 0,880
Symptomy
Pritomna
cyandza 9 (8,6%) 11 (10,5%) 0,653
Pozitivne
dyspnoe 38 (36,2%) 33 (31,4%) 0,236
Pritomna
horugka 6 (5,7%) 3 (2,9%) 0,282
Auskultacia 68,00% 60,00% 0,002
Piskanie 9 (8,6%) 6 (5,7%)
Chrdpky 13 (12,4%) 12 (11,4%)
Stridor 9 (8,6%) 4(3,8%)
Oslabené
dychanie 17 (16,2%) 9 (8,6%)
Bez nélezu 4(3,8%) 22 (21%)
RTG nélez 84,00% 41,00% 0,009
Normalny nalez 16 (15,2%) 32 (30,5%)
Konsolidacie 8 (7,6%) 8 (7,6%)
Emfyzém 23 (21,9%) 9 (8,6%)
Atelektazy 5 (4,8%) 4(3,8%)
Diskusia

Indikacia pacientov na bronchoskopiu po suspektnej aspiracii cudzieho telesa je pre detského
otorinolaryngoldga vidy naroc¢nym rozhodnutim [9, 11]. Nepriame nélezy, radiologické alebo
fyzikdlne vySetrenia, upozoriiuju lekdrov na potrebu dalSieho rieSenia. Jednoznaénym
diagnostickym a terapeutickym nastrojom je bronchoskopia, u deti vedend pod celkovou
anestéziou [8].

V nasej studii sa vek pacientov pohyboval medzi 5 a 204 mesiacmi, 63,2% deti malo menej ako
2 roky. To je v sulade s vacsinou literarnych zdrojov opisujucich batolivé obdobie (do 3 rokov)
ako najrizikovejsie [1-9, 11, 12]. Niektoré Studie [8, 9] stanovili vekovy strop pacientov na 16,
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resp. 12 rokov, pricom najstarsi pacient v nasej Studii podstupil bronchoskopiu vo veku 17
rokov.

Z hladiska pohlavia sme mali vyssi podiel muZskej populacie (60,7%), nase vysledky sa nelisia
od inych studii. VysSie percento pacientov muzského pohlavia by mohlo byt spdsobené jeho
pomerne vys$Sou zvedavostou, podla Na’ara [6].

Priemerny ¢as od aspirdcie po bronchoskopiu bol 4,55 diia, pricom 72% pripadov podstupilo
bronchoskopiu do 2 dni od aspiracie. Literattra uvadza variabilny interval, nakolko podobne
ako v nasej Studii, akutne pripady su riesené ¢o najrychlejsie (v dany den), chronické problémy
s dychanim méZu trvat aj tyZzdne [2, 11] a pacient prichadza aZ na odporucanie detského
lekara. Neodmyslitelnou stcéastou indikovania bronchoskopie u deti je zhodnotenie stavu
pacienta, aby sa predislo komplikaciam pocas vykonu, ktory vyZaduje pozorny tim skisenych
otorinolaryngolégov, anestézioldgov a sestier na operacnej sdle. Z toho dévodu sa vykon
obcas postva o niekolko hodin, aby sa bronchoskopia vykonala pocas dia, nie v no¢nych
hodinach, pokial to stav pacienta dovoluje.

Cudzie teleso bolo pritomné v 54,7% pripadov, v literatire su rézne Studie porovnavajlce
rozne Studijné skupiny, do nasej studie sme zahrnuli vSetkych pacientov, ktori podstupili
bronchoskopiu pre podozrenie na aspiraciu cudzieho telesa, takZe je mozné ciastocne
porovnat tieto vysledky so $tidiami viacerych vedeckych timov [1 - 5, 7]. Co sa tyka povahy
cudzieho telesa, extrahovalo sa 81,25% organickych, 18,75% anorganickych cudzich telies, v
sulade s niektorymi studiami: 84% -16% [4]; 83% - 17% [5]; v nesulade s 87,7% - 12,3% [1];
93,3% - 6,7% [7]. Niektoré studie [6] sa zamerali na kvantifikaciu aspirovanych predmetov
(pistacie, oriesky, semienka, zelenina, plasty). Z hladiska typu sa cudzie teleso méze menit
podla socidlnych charakteristik, stravovacich navykov rodicov a deti [4].

Na Detskej otorinolaryngologickej klinike LF UK a NUDCH $tandardne postupujeme k dolnym
dychacim cestam flexibilnym bronchoskopom, aby sme hodnotili stav bronchidlneho stromu
spolu s polohou a typom cudzieho telesa. Nasledne sa na extrakciu pri flexibilnym
bronchoskopom pouZiva extrakény kosSik (Dormia basket) alebo kombinacia pevného
bronchoskopu s kliestami. V pripade ostrého anorganického cudzieho telesa, skoro vidy
identifikovaného uz z rontgenového zobrazenia, je prvy pokus vidy s rigidnym
bronchoskopom, aby sa chranili dychacie cesty a hlasivky pred mozZnou dislokaciou cudzieho
telesa, ktord by mohla spésobit poskodenie struktdr dychacich ciest a ich okolia. V nasej studii
boli cudzie telesa odstranené s flexibilnym bronchoskopom v 58% pripadov, v kontraste s
Gdajmi v $tudiach: 66% [2], 77,6% [1] a 33% [6]. Ziadna Gmrtnost pacienta nebola evidovana,
pacienti nemali Ziadne komplikacie po vykone, aj ked incidencia komplikacii pri bronchoskopii
sa v §tadiach Iii, pohybuje sa na tGrovni medzi 0,9% a? 25,9%. Co sa tyka mortality, incidencia
je medzi 0 a 1,4% [5].

Z anatomickych dévodov vacsina cudzich telies konéi na pravej strane bronchidlneho stromu,
¢o je vysledok evidentny v nasej studii, ako aj v inych studiach [1-3, 5, 11]. V niektorych
studidch bol castejSie obturovany lavy bronchus [4, 6, 9], avsak rozdiely v nich neboli
priepastné.

V rdmci jednorozmernej analyzy sme sa pokusili retrospektivne odpovedat na otédzku, &
pritomnost pneumdnie u pacientov bez pritomnosti cudzieho telesa (neskdr preukazanej
bronchoskopiou), vplyva na prvotny Usudok indikovat bronchoskopiu, beric do uvahy, ze
zapal pluc sa manifestuje patologickym nalezom na RTG plic a auskultaciou. Odpoved ziskana
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z nasich vysledkov, bola bez Statistickej vyznamnosti pre auskultaciu (p=0,583) aj RTG
(p=0,601) nalezov. Tuto informaciu je nutné dodatocne overit, nakolko nie je podloZena
7iadnou nam dostupnou $tidiou. Dalsia otazka bola, &i trvanie (pocet dni) pritomnosti telesa
v tele ovplyviiuje nalezy na RTG pluc. Po Statistickej analyze (p=0,001) sme dospeli k zaveru,
Ze vysledky su Statisticky vyznamné. Emfyzém je najrychlejSie sa objavujlci nalez na RTG
snimke. V neposlednom rade sme zistovali, ¢i pocet dni pritomnosti cudzieho telesa suvisi s
asymptomatickym stavom dietata po prichode do nemocnice. V tomto pripade $tatisticka
suvislost nebola preukazand (p=0,959). Z praktického hladiska, dieta prichadza do nemocnice
z dévodu zhorsenia stavu, nahodné nalezy cudzich telies sme nezaznamenali. Zo Statistického
hladiska je potrebné dalSie skimanie tychto fenoménov, nakolko nie st spominané v Ziadnej
zatial publikovanej studii.

V tejto studii sme sa zamerali na diskusiu o indikaciach bronchoskopie pri podozreni na
aspiraciu cudzieho telesa. Viacrozmerna analyza bola zaloZend na troch faktoroch: pritomnost
pozitivnej aspiracnej anamnézy a patologicky nalez na RTG pltc a auskultacii.

Existuje niekolko studii, ktoré Studuju kombinacie tychto faktorov [1,4]. Z nasich vysledkov
usudzujeme, Ze najvyssiu pozitivnu prediktivnu hodnotu (72 %) méa kombindcia patologickych
nalezov v RTG plic a auskulticie s/bez aspiratnym momentom (pozitivna anamnéza
aspiracie). Medzi ostatné kombindcie patria anamnéza, radiologicky ndlez (PPV=44%);
auskultacia, anamnéza (PPV=48%); radiologicky ndlez (PPV=60%); auskultacia (55%);
anamnéza (23%). V porovnani s inymi stidiami sme zistili nizSiu pozitivnu prediktivhu hodnotu
v pripade kombindacie auskultdcia, anamnéza, radiologicky nalez ([4]: 91,3%), aj v pripade
samostatnej pozitivnej anamnézy ([4]: 34,2%), vy$Siu pozitivnu prediktivnu hodnotu pre
samostatny radiologicky nélez ([1]: 42%).

Senzitivita a Specificita auskultacie (68%, 60%), anamnézy aspiracného momentu (67%, 30%),
radiologického nalezu (84%, 41%) je v porovnani s vysledkami podla inych autorov odlisna ([4]:
anamnéza 87.1%, 24.3%; radiologicky ndlez 42.4%, 69.9%; auskultacia 84.7%, 56.6%; [5]:
anamnéza 41.3% 96.3%; radiologicky nalez 71,4%, 74,1%; auskultacia 96,4%, 46,3%). MozZnym
vysvetlenim je rozdielne hodnotenie aspiracného momentu, resp. pozitivnej anamnézy medzi
autormi. Nasa Studia ma pomerne mensi stibor (117 pacientov), v porovnani s ostatnymi
autormi: 431 [4], 207 [5].

Co sa tyka jednorozmernej analyzy réznych nélezov, v porovnani s pritomnostou cudzieho
telesa (ako indikdtora pritomnosti cudzieho telesa) su nase vysledky nasledovné:

Ziadna $tatisticka vyznamnost pre samotného svedka aspiracie cudzieho telesa (p=0,181), pre
pritomnost pozitivnej aspiraénej anamnézy (p=0,880), pre pritomnost cyandzy (p=0,653), pre
pritomnost dyspnoe (p=0,236), pre pritomnost hort¢ky (p=0,282). Stidie hodnotia svedka
aspiracie cudzieho telesa ako presnejsi diagnosticky parameter: [3, 4, 5]. Pozitivnu aspiracnu
anamnézu (bez svedka) udava Kiyan [5] s hrani¢nou statistickou vyznamnostou. Rozdiel medzi
vysledkami inych $tadii a nami méze vyplyvat z velkosti $tatistického suboru, definicie svedka
a sposobu odberu anamnézy. Vysledky cyanézy [1, 4, 5, 8], dyspnoe [1, 3, 4, 5, 8] a hortcky
[1, 3, 8] su v spominanych studiach, bez Statistickej vyznamnosti a v sulade s nasimi vysledkami
a poukazuju na nizku indika¢nu hodnotu pre vykon bronchoskopie.

Statistickd vyznamnost (p=0,000) bola hldsena pre pritomnost symptémov pri prijme do
nemocnice (napr. kasel, stridor). S nasimi vysledkami u pacientov s aspirovanym cudzim
telesom (vy$Sia pritomnost oslabenych jednostrannych dychacich zvukov a stridor) suhlasia
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dvaja autori [1, 8] ako aj s hypotézou vyznamnosti nalezu emfyzemu pri hodnoteni RTG pluc
[1, 3, 8]. Aspirované cudzie teleso zvycajne nie je mozné priamo vidiet na radiologickych
snimkach, ktoré mozu byt falodne negativne az v 35% pripadov [8] Ak vezmeme do Uvahy
organické cudzie telesa (oriesky, jablko, iné jedlo), ktoré su zvy¢ajnym vinnikom [6], vyzva je
oslabenych zvukovych fenoménov sa podla viacerych studii [1, 3, 8] radia medzi vhodné
parametre pre indikaciu bronchoskopie pri podozreni na pritomnost cudzieho telesa v
dychacich cestach detskych pacientov.
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10. Zachovanie reprodukcie u onkologickych pacientok

Sophie Vulganova
(vSeobecné lekarstvo, 2.ro¢nik)

Skolitel: MUDr. Martin Petrenko, CSc., MBAZ, prof. RNDr. Ivan Varga, PhD. et PhD. 2
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Bratislava

Uvod

Prevalencia rakoviny u mladych Zien vzrasta kazidym rokom. NajcastejSim typom, ktory
ohrozuje Zeny v reprodukénom veku je karcindm prsnika. Liecba pacientky zahfia
operdciu, chemoterapiu, pripadne radioterapiu. Pri vcasnej diagnostike je vysoka
pravdepodobnost, Ze pacientka vyzdravie a bude schopna Zit normalny Zivot. NeZiadlicim
efektom liecby je v3ak zniZenie fertility. U mladych Zien to predstavuje komplikaciu, nakolko
chcela mat. Ako moznost zachovania reprodukcie je uvedend a odbornikmi odporicana prave
kryoprezervacia, ¢ize metdda mrazenia biologického materidlu (vajicka, embrya) s naslednou
moznostou ich vyuZitia na oplodnenie po ukonceni onkologickej lie¢by. Tato metdda
zachovania fertility je vSak mimoriadne ndkladna pre pacientku bez partnera (priblizna suma
je 1200 — 2000 EUR ) a v Slovenskej republike nie je hradend zdravotnymi poistoviiami. Vedia
Zeny o tejto moznosti a vedia si to uhradit samé? Malo by sa v systéme nieo zmenit ?

V prieskume sme sa pytali desiatky mladych Zien na ich vek, Zivotny status, ¢i su bezdetné
alebo uz dieta ¢&i deti maju. Kratko sme ich oboznamili s problémom financovania takéhoto
zakroku pri onkologickom ochoreni a nasledne sme sa pytali, ¢i a ako by boli schopné takdto
Ciastku pokryt. V poslednej otdzke mala respondentka odpovedat, ¢&i sthlasi so zmenou
financovania tak, aby istd cast nakladov kryoprezervacie onkologickym pacientkam hradila
poistoviia. Moznost zachovania plodnosti pre pacientky s rakovinou je dostupnd s ihradou vo
vadsine eurdpskych krajin. 13 krajin EU (43,3 %) hradi vietky moZnosti, ktoré ponuka a 4
krajiny (13,3%) hradia aspofi jednu moznost. (1). Spolu 17 krajin venuje svoju pozornost tymto
Zenam, Slovensko nehradi Ziadnu moznost intervencie na zachovania plodnosti onkologickym
pacientkam.

Material a metody

Vramci odbornej prace sme vytvorili anonymny dotaznik, na zaklade ktorého zistujeme (i
Zeny, bezdetné ¢i s detmi, vedia o danej skuto¢nosti, aky na to maju néazor a ¢i by podla nich
mala nastat zmena, ktora by bola priaznivejsia pre onkologické pacientky. Prieskum nazoru
nahodne oslovenych Zien, ktoré sa dostavili na vySetrenie bol vykonany v ambulancii Centra
reprodukénej mediciny |. gynekologicko - pérodnickej kliniky LF UK a UNB, Nemocnica sv.
Cyrila a Metoda.

Dotaznik pozostava z otdzok :

1. Uvedte prosim svoj vek ( odpoved zaznacena cifrou )

2. Aky je Vas stav ? ( odpoved z moznosti : vydata, slobodna, vo vaznom vztahu)
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3. Méte vlastné dieta ? ( odpoved z moznosti : ano, nie )

4. Chcete mat v buducnosti dieta ? ak v predchddzajlcej odpovedi odpovedala pacientka “NIE”
( odpoved z moznosti : ano, nie, neviem )

5. Mala by mat podla Vas zena pravo mat dieta bez ohladu na finan¢né pomery ( moznosti ) ?
( odpoved z moznosti : ano, nie )

6. PovaZujete svoje zdravotné poistenie za dostacujuce ? ( odpoved z mozZnosti : ano, nie,
neviem - nepoznam podmienky poistenia )

V dalSej Casti sme informovali pacientku o problematike, ktorou sa zaoberame. Text v
dotazniku znel nasledovne : Mladé onkologické pacientky (< 35 — 37 rokov), ktoré musia
podstlpit invazivnu lieCbu (napr. operdciu, ¢i chemoterapiu), st castokrat pred liecbou
obozndmené onkolégom o negativnom ucinku onkologickej lie¢by na plodnost. Nasledne by
mal lekar odporucit pacientke podsttpenie odberu a kryoprezervacie (mrazenia ) vaji¢ok alebo
embryi. Tento proces je ddlezity pre zachovanie moZnosti pacientky mat rodinu po ukonceni
liecby.

Takyto zékrok je viak nakladny (cca 2000 eur ) a slovenské zdravotné poistovne ( VSZP, Union,
Dévera) naklady na takuto kryoprezervaciu neprepldcaju ani Ciastocne.

zdravotna poistoviia? ( odpoved z moZznosti : éno, nie, neviem )

Vysledky
Data, ktoré sme ziskali z dotaznika budl prezentované az v ramci konferencie nakolko v
sucastnej dobe este stale prebieha ich zbieranie.

Diskusia

Tehotenstvo v modernej dobe uZz nespajame s nizkym vekom ako tomu bolo v minulosti.
Edukacny, financny Ci spolocensky natlak a taktieZ tuzba budovania osobného Zivota a kariéry,
nuti mladé Zeny odkladat svoje tehotenstvo do obdobia svojej tretej Zivotnej dekady. Této
tedria o stupajucom veku rodiciek vyplyva z dat poskytnutych Narodnym centrom
zdravotnickych informacii z roku 2004 a roku 2020 i z dat Slovenskej gynekologicko —
porodnickej spolo¢nosti.

V roku 2004, na zaklade spravy vydanej Narodnym centrom zdravotnickych informacii, vekové
kategorie 20 - 24 rokov a 25 - 29 rokov spolu predstavuje 33 468 ( 64.4% ) porodov z celkového
poctu 51 968. (2) .

V roku 2020, na zaklade spravy vydanej Narodnym centrom zdravotnickych informacii, vSak
najvacsiu vekovu skupinu tvoria prave matky vo veku 30 - 34 rokov ( 31.2% zo vSetkych
porodov ). Nasleduje mladsia vekova skupina, 25 - 29 rokov ( 29.5% zo vSetkych porodov ).
Délezité je taktiez vyzdvihnat Gdaj, ktory poukazuje na Zivotny status ( vydatd / slobodna )
rodiciek. V roku 2020 tvorili slobodné rodicky 34.6 % a vydaté 60.8%. (3). Tento fakt nds
upozorfiuje aj na mozné finanéné komplikacie slobodnych Zien, ktorym sa narodilo dieta.
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Avsak tak ako stupa vek rodiciek, naopak klesa vek pacientok s rakovinou. Prevalencia rakoviny
u mladych Zien vzrastd kazdym rokom. NajcastejSim typom, ktory ohrozuje Zeny v
reprodukénom veku je karcindm prsnika.

V roku 2020 Svetova zdravotnicka organizacia a GLOBOCAN uviedla data, ktoré hovoria o
incidencii rakoviny na Slovensku. Rakovina prsnika bola uvedené ako druha najéastejsia
onkologicka diagndza. Pribudlo viac ako 3 tisic novych pripadov, ¢o predstavuje 10.2% zo
vsetkych novondjdenych pripadov na Slovensku. (4). Napriek tomu, Ze tato diagndza postihuje
najma starSie Zeny, v poslednych rokoch sme zaznamenali signifikantny ndrast tohto typu
rakoviny u mladych Zien.

Data poskytnuté Narodnym onkologickym instititom ukazuju Ze od roku 1990 markantne
vzrastd pocet novych pripadov zhubného nadoru prsnika. V roku 1990 to boli 4 nové pripady
pre vekovu skupinu 25 — 29 rokov a 32 novych pripadov pre vekovu skupinu 30 — 34 rokov.
V roku 2010 to bolo 8 novych pripadov pre vekovu skupinu 25 — 29 rokov, o predstavuje
dvojnasobok za dekadu a 35 novych pripadov pre vekovu skupinu 30 — 34 rokov. (5)

Lie¢ba rakoviny u mladej pacientky je pomerne rovnakd ako u starSich pacientok. Zahina
chirurgické zakroky ako mastektémiu Ci breast — conserving surgery, po ktorej nasleduje
intenzivna radioterapia. (6). Pri v€astnej diagnostike je vysoka pravdepodobnost, Ze pacientka
vyzdravie a bude schopna zit normalny Zivot. NeZiaducim efektom liecby je vSak znizenie

svoj reprodukény potencidl a v budicnosti by takudto prileZitost chcela mat.

Ako mozZnost zachovania reprodukcie je uvedend a odbornikmi odporu¢ana prave
kryoprezervdcia, oocytov, alebo pri stabilnom pare aj embryi, ktord ak chce, musi pacientka
podstupit eSte pred lie¢bou rakoviny. Kryoprezervacia je metéda zmrazovania pohlavnych
buniek a embryi pri velmi nizkych teplotach. Jej Gspe$nost v poslednych rokoch rastie vdaka
pouZzivaniu kryoprotektivnych médii a zariadeniam na kontrolu teploty. (7). Female Fertility
Preservation Guideline vydany ESHRE uvadza, 7e v poprednych $tatoch Eurdpskej Unie je tato
metdda hradend poistoviiami Uplne, alebo aspori ¢iastotne. 13 krajin ( 43.3% ) hradi vietky
moznosti, ktoré ponuka a 4 krajiny ( 13.3% ) hradia aspon jednu moznost. (1) Spolu 17 krajin
venuje svoju pozornost tymto Zendm, Slovensko nehradi Ziadnu mozZnost intervencie
zachovania plodnosti onkologickym pacientkam. Po finan¢nej stranke je tato metdda nakladna
a ¢asovo neodkladna.

Spolocenska ¢i finanéna situacia dnes nedovoluje Zit mladym fudom tak ako v predoslych
desatrociach. Osamostatnenie od rodiny predstavuje omnoho vacsiu finanénu zataz a spolu s
vy$8im vzdelanim, ktoré zabera velké ¢asové rozmedzie, sa dnes mladé pary rozhoduju zalozit
rodinu neskér. Mladym rodindam nepomaha ani $tat a tak financna polozka, akou je napriklad
kryoprezervacia zérodo¢nych buniek alebo embyi, a ¢asovy natlak mézu viezt k rozhodnutiu
vzdat sa rodiny v buducnosti.
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Zaver

Cielom odbornej prace je poukazat a informovat spolo¢nost o takejto problematike a
vyzadovat zmenu tak aby finanénd stranka mladych onkologickych pacientok nemohla
rozhodovat o budicnosti ich potencionalnej rodiny.
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Uvod

Pady predstavuju vyznamny problém v oblasti verejného zdravotnictva ako aj finan¢ného
zatazenia zdravotnych systémov po celom svete. Podla epidemiologickych Studii frekvencia
padov je priamo Umerna veku a mnoZstvu rizikovych faktorov. Kazdorocne spadne priblizne
30% seniorov aspon jedenkrdt. V roku 2017 boli pady zodpovedné az za 695 771 umrti
celosvetovo. Podla odhadov Svetovej zdravotnickej organizacie pocetnost hlavnej rizikovej
skupiny pre pady (fudia nad 60 rokov) narastie do roku 2050, az na 2 miliardy zo sucasnych
900 miliénov, z ¢oho vyplyva, ze problematika padov bude vbudicnosti predstavovat
vyznamnejsi problém ako doteraz. Samotné pady predstavuju druhd najcastejsiu pricinu dmrti
v doésledku neumyselnych zraneni, hned po urazoch na cestdch, s najvyssim vyskytom
v strednej Eurdpe. Popisuje sa viac ako 400 druhov rizikovych faktorov padov. Vnatorné
rizikové faktory odrdzaju zdravotnd anamnézu a biologické faktory, ako su vek, pohlavie,
akutne alebo chronické, fyzické a/alebo psychické ochorenie, pohybové alebo zmyslové
deficity, histéria padov v anamnéze a inkontinencia. Medzi vonkajsie faktory patria ucinky
liekov a domdce rizika. Hlavnou stratégiou vrieSeni tejto problematiky su preventivne
stratégie, ktoré méZeme rozdelit na primarne ktorych ciefom je odstrédnenie rizikovych
faktorov s cielom zabranenia vzniku padu. Sekundarne preventivne stratégie sa zameriavaju
na znizenie nasledkov padov ako st ochranné nohavice v prevencii zlomenin stehnovej kosti
alebo ochranné podlozky pri posteliach v domovoch socidlnych sluzieb.

Napriek znalostiam a G¢inkom preventivnych programov v zahranici, v Slovenskej republike
bohuZial tieto programy stale absentuju atejto problematike sa nevenuje dostatocnd
systematicka pozornost.

Material a metody

Pacienti s padmi, ktori boli zaradeni do praktickej ¢asti tejto prace museli spifiat nasledujice
inkluzne kritéria: vek 18 a viac rokov, zdznam o pade v prijmovej zdravotnej dokumentacii, pad
v datume od 1.1.2019 - 31.12.2019 a pdd bol bez priameho cudzieho zavinenia.

Déta boli ziskané ,,off-line” z nemocni¢ného informacného systému Medea. Inklizne kritéria
spifialo v celkovom rozsahu 3000 pacientov. Pacienti bolo rozdeleni do nasledujicich
vekovych skupin: 18-49, 50-59, 60-69, 70-79, 80-89, 90-99, 100-109 rokov. Spracovanie
a nasledna analyza ziskanych dat bola vyhotovend pomocou softvérov Microsoft Excel a IBM
SPSS verzia 24.
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Vysledky

Z celkového poctu 3000 pacientov predstavovali najpocetnejsiu skupinu padajucich, fudia vo
vekovej skupine 18-49 rokov (42,5%) s prevahou muzov (59,6%). V pripade celkového poctu
padov na zaklade pohlavia dominovali Zeny s vynimkou vekovych kategdrii od 18-59 rokov.
Z pohladu celkového mnoZstva padov na zaklade pohlavia bola dominancia Zien s po¢tom
1590 (53%) oproti muzom 1410 (47%).
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Obrazok 1: Podiel padov na zaklade veku a pohlavia

V doésledku padu bolo hospitalizovanych 419 pacientov z celkového poctu 2906 o predstavuje
percentualnu hodnotu 14,5 %. NajpocdetnejSou vekovou skupinou hospitalizovanych boli [udia
vo veku 18-49 rokov, pricom muZi oproti Zenam v tejto vekovej kategdrii predstavovali viac
ako trojnasobok. Vo vekovych kategéridch do 69 rokov dominovali hospitalizacie u muzského
pohlavia. Naopak vo vekovych kategériach 70 a viac rokov v nutnosti hospitalizacie pomerne
vyrazne dominovali Zeny.
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Obrazok 2: Podiel hospitalizacii po pade podla veku a pohlavia

Z celkového mnozstva hospitalizovanych pacientov 6,7% pacientov vyZadovalo hospitalizaciu
v dizke 4-7 dni, 4,9% pacientov ostalo v zdravotnickom zariadeni po dobu 1-3 dni a 2,9% bolo
hospitalizovanych dlhsie ako 8 dni.

Potreba operacie v désledku padu predstavovala 9,1% z celkového poctu pacientov po pade.

NajpocetnejSou vekovou skupinou vyZadujucou operacné rieSenie nasledkov padu boli
pacienti vo veku 18-49 rokov s vyraznou, viac ako trojndasobnou prevahou muzov. V pripade
porovnania nutnosti operacie na zaklade pohlavia celkovo dominovali Zeny (53%) s prevahou
oproti muZzom vo vekovych kategdridch 60 rokov a viac.Alkohol ako jeden zhlavnych
rizikovych faktorov padu vyrazne dominoval najmd u muzov (79 %) vo vsetkych vekovych
kategoriach. Z celkového poctu analyzovanych pacientov alkohol bol pri¢inou 206 padov ¢o
predstavuje 6,8 % pacientov z celej analyzovanej vzorky. Seniori vdomovoch socidlnych
sluZieb, ako hlavna rizikova skupina v stvislosti s padmi, predstavovala 2,8% z celkového poctu
pacientov po pade.Potreba hospitalizacie nasledkom padu u seniorov z domovov socialnych
sluzieb predstavovala 15,2%, €o sa vyrazne nelisi oproti celkovej vzorke padajicich, mimo
domovov socidlnych sluZieb (14,5 %). Z pohladu analyzy lokalizdcie miesta udalosti padu
dominuju pady vonku 943 (71,4%). Dominantnou skupinou padajuicou vonku boli najma mladi
fudia vo vekovej kategorii 18-49 rokov. V starSich vekovych skupinach 70 aviac rokov
dominuju naopak pady vnutri.V pripade analyzy vyskytu padov podla rocnych obdobi
dominuje jar (26,7%), nasledovana letom (26,5%), jeseriou (24,2%) azimou (22,6%).
Lokalizaciu poranenia v dosledku padu sme rozdelili na Styri Casti: hlava, krk a trup, horna
koncatina, dolna koncatina.

Najpocetnejsou vekovou skupinou ktora utrpela poranenie v oblasti hlavy predstavuje vekova
skupina 18-49 ro¢nych. Medzi poranenia hlavy boli zaradené poranenia: zlomenina, otvorena
rana, trauma mozgu, trina rana a vykibenie. V starsich vekovych skupinach od 50 do 70 rokov
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dominuje poranenie hornej kon¢atiny. V najvyssich vekovych kategériach od 70 rokov opét
dominuje poranenie hlavy nasledované poraneniami najma dolnej a hornej koncetiny.
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Obrazok 3: Rozdelenie padov podla lokalizacie poranenej Casti tela

Mechanizmy padov sme rozdelili do 18 kategérii. Najpocetnejsim typom mechanizmu ktorym
doslo k padu u muzov predstavuju dopravné nehody (40,17%). Do tejto kategorie su zaradené
pady na skutri, kolobezke, bicykli a pady v mestskej hromadnej doprave. Druhym najéastejsim
mechanizmom st pady v dosledku pokiznutia, podvrtnutia alebo potknutia (12,08%). Tretie
miesto vrebricku najcastejSich pri¢in padov umuZov predstavuje pad na schodoch,
nasledovany padmi pri Sportovych cinnostiach ako korculovanie, lyZovanie ajazda na
skateboarde.

Rozdelenie mechanizmov padov bolo totoZzné s muzskou populaciou. Mechanizmy padov
u Zien s v porovnani s muzmi st vsak o nieCo rozdielne, najcastejsim dévodom padu je
dopravna nehoda oproti muZzom s takmer poloviénym zastipenim (22,58%). U Zien oproti
muzom je tieZ vyrazne viac zastipeni pad v désledku pokiznutia alebo potknutia ( 22,37%). Na
tretom mieste je pad vdomacom prostredi ktori je uZien dvakrat tak casté v porovnani
s muzmi.

Diskusia

Nas vyskum sa zameral na pacientov oSetrenych na traumatologickej ambulancii urgentného
prijmu UNB v désledku padu. Podarilo sa nam zozbierat informacie zo vzorky 3000 pacientov,
ktori padli v priebehu roka 2019 a spifiali prislugné kritéria pre zaradenie do $tudie.
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Vyhodou nasho vyskumu predstavuje vysoky pocet participantov, ataktiez fakt Ze boli
zaradeni aj fudia pod 65 rokov. Na zaklade 6 najrozsirenejSich studii venujucich sa danej
problematike, frekvencia padov vo vekovej skupine ludi nad 65 rokov, variruje od 28-42%.*
Nevyhodou tychto studii je fakt Ze vzorkou boli iba fudia nad 65 rokov a vo vacsine, bola
vyskumna vzorka pomerne mald od 203-2793 respondentov.

V porovnani s rozsiahlou retrospektivnou $tudiou na vzorke 2793 pacientov vykonanou vo
Velkej Britanii, sme dosiahli podobné vysledky v pripade vyskytu pddov nad 65 rokov,
v ktorych predstavuju Zeny priblizne dvakrat pogetnejsiu skupinu.? Z pohladu vyskytu padov
u ludi pod 65 rokov, sa zastUpenie Zien znizilo na 53%, v dosledku vyraznejsej prevahy padov
umuzov vo vekovej skupine do 50 rokov. Pri¢inou tohto fenoménu méze byt jednak
riskantnejsi spdsob Zivota u mladSich muZov a tieZ rola alkoholu. Na zéklade nasich analyz,
prave muzi v tejto vekovej kategorii (18-49), prevysovali Zeny viac ako Stvornasobne a rola
alkoholu v padoch u muzov dominovala aj v ostatnych vekovych kategériach. V pripade
porovnania nutnosti hospitalizdcie dominovali mierne muZi 51% a to najma pre vyssi vyskyt
hospitalizacie v mladsom veku, ¢o mdze suvisiet najma s vy$sou frekvenciou vyskytu padov
v tejto kategdrii. Vy$sia miera hospitalizacie u muzov moze byt vysvetlena aj na zéklade inych
studii ktoré hovoria otom, Ze u muZov sa vyskytuju zvacsa cCastejsSie fatdlne urazy oproti
7enam, a tym moZe byt aj potreba hospitalizacii logicky vy33ia.? Naopak vo vyssich vekovych
kategériach dominuju Zeny, ¢o potvrdzuju aj vysledky inych studii ktoré hovoria o tom, Ze u
starsich zien je 1,8 az 2,3-krat vyssia pravdepodobnost hospitalizacie pre uraz spdsobeny
padom ako umuZov.> Okrem toho je u Zien 2,2-krat vys$Sia pravdepodobnost, Ze utrpia
zlomeniny, ¢o nepriamo potvrdzuju aj vysledky nasho vyskumu, kde Zeny nad 60 rokov
dominuju v potrebe operacného vykonu nasledkom padu. Biologicky faktor prispievajici k
zvySenému riziku zlomenin u Zien vyplyva z faktu, Ze ich kostna hmota klesa rychlejsie ako u
muZov, najmi podas piatich rokov po menopauze. V pripade priemernej dizky hospitalizacie
na zaklade nasho vyskumu tato doba predstavovala 5,7 dna ¢o predstavuje kratSiu dobu
v porovnani s vysledkami NCZI, z roku 2019 kde priemerna di?ka predstavovala 6,5 diia.*
Dévodom tohto rozdielu moze byt fakt, Ze nas vyskum bol realizovany v bratislavskom kraji,
kratSiu dobu hospitalizacie. V pripade porovnania miesta udalosti padu na zaklade vysledkov
nasho vyskumu vo vekovej skupine do 60 rokov vyrazne dominovali pady vonku, ¢o
pravdepodobne suvisi s vy$Sou spolocenskou aktivitou a vy$sou mobilitou mladsich fudi,
naopak starsie vekové kategorie padaju astejsie vnutri, Co koreSponduje aj s vysledkami inych
$tadii a savisi s vy$8ou mierou imobilizécie.> Prekvapivym vysledkom je rozdelenie padov
podla ro¢nych obdobi, kde zimné obdobie vyslo ako najmenej Casté obdobie s vyskytom
padov, pravdepodobne pre vyrazne nadpriemerné teplotné hodnoty ktoré pretrvavali pocas
vsetkych zimnych mesiacoch, v porovnani s minulostou. V pripade rozdelenia pddov podla
lokalizacie poranenia dominovali poranenia hornej kondatiny uludi do 70 rokov,
pravdepodobne v dosledku Castej fraktiry predlaktia, ktora aj podla Gddajov NCZI predstavuje
do vekovej skupiny 24 rokov najéastejsiu diagnézu nasledkom urazu.* Dal$im protektivnym
faktorom u mladsej generacie moze byt rychlejSia obrannd reflexnd odpoved' pri padani
oproti starsSej vekovej kategdrii. V pripade ludi nad 70 rokov dominovali poranenia hlavy, ¢o
sa nezhoduje s Udajmi NCZI, ktory na zéklade analyzy za najéastejSie poranenia v tejto vekovej
kategérii povaZzuje poranenia dolnej koncatiny, a to konkrétne frakturu krcka stehennej kosti.
Tomuto faktu moze prispievat uz spominand pomalsia reflexnd ochrannd odpoved na pad, ale
aj pritomnost Specializovaného neurochirurgického oddelenia v nemocnici, v ktorej prebiehal
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nas vyskum. V pripade mechanizmov padov u oboch pohlavi dominantnou kategériou boli
dopravné nehody. V tejto zlozke muzi dominovali takmer dvojnasobne, ¢o moze opét suvisiet
s ich riskantnejsim spravanim.
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Uvod

Spontanny, previabilny odtok plodovej vody (sPPROM) je v nasich geografickych podmienkach
definovany ako narusenie integrity plodovych obalov bez suvislosti s invazivnym vykonom
pred ukoncenim 24. gestacného tyZzdna (g.t.). Gravidity komplikované rozvojom sPPROM
tvoria relativne malld skupinu (menej ako 1% vsetkych gravidit) s extrémne nepriaznivou
progndzou (1). Expektacny manazment (aplikacia tokolyzy, kortikoidna priprava pltc plodu,
antibiotickd profylaxia, monitoring fetomaterndlnej jednotky) nachadza len obmedzené
uplatnenie, nakolko u vacsiny tehotnosti déjde k spontannemu ukonéeniu vo forme porodu
resp. potratu do 7 dni od klinického zaznamenania sSPPROM (2). Plody, ktoré dosiahnu hranicu
viability, definovanu ako ukonéeny 24. g.t., su spravidla zatazené komplikdciami z extrémnej
prematurity vo forme plicnej hypoplazie (PH) aznej vyplyvajucich zmien (Syndrém
respiractnej tiesne novorodenca [RDS], Bronchopulmonalna dysplazia [BPD]), poruch
centrdlneho nervového systému (CNS) (Intraventrikularne krvacanie [IVH], Periventrikuldrna
leukomaldcia [PVL]), sietnice (Retinopatia prematirnych [ROP]), gastrointestinalneho traktu
(GIT) (Nekrotizujuca enterokolitida [NEC]), infekénymi komplikdciami (neonatalna sepsa)
a kompresivnymi koncatinovymi defektami (Syndrém fetdlnej kompresie [SFK]), ktoré
vyznamnym spdsobom ovplyviiuju neonatdlnu mortalitu a morbiditu a takmer bez vynimky
vedi kdlhodobym zdravotnym nasledkom (3-11). Cast Zien vzhfadom na extrémne
nepriaznivl progndzu voli umelé prerusenie tehotnosti (UPT) (12).

Terapeutickd alternativu predstavuje tzv. aktivny manaZment. Do sucasnosti (2021) bolo
popisanych niekolko technik s cielom arteficidlneho uzaveru defektu v plodovych obaloch,
v anglosaskej literature oznacovanych ako tzv. ,resealing techniques” alebo ,,amniotic fluid
reparation techniques” (AFRT) (13—15).

Jeden z prvych, historicky dokumentovanych postupov spocival v sterilnej, intraamniélnej
aplikacii homoldgnych materskych trombocytov a kryoprecipitdtu plazmy za i¢elom uzavretia
defektu v plodovych obaloch, sekundarneho obnovenia normohydramnia a redukcie
perinatalnej morbidity a mortality (16-21).
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Techniku po prvykrat uspesne pouzil Rubén A. Quintero (1996) v pripade iatrogénneho,
previabilného odtoku plodovej vody (iPPROM) u 23-rocnej Zeny po fetoskopickej ligacii
pupocnika u akardidlneho plodu a oznadil ju nazvom amniopatch (AP) (16). Technika bola
odvodena od periduralnej aplikacie krvnych produktov tzv. ,bloodpatch”, vyuzivanej pri liecbe
postpunkénej cefalei (22). V roku 2016 Cochranova databaza uviedla, Ze neexistuje dostatok
overenych dbkazov pre rutinni aplikaciu AP v pripadoch sPPROM (23). Tato skutoénost
klasifikuje AP ako experimentalnu, lieCebni metddu vyzadujicu individudlne pouZitie
a zdokumentovany suhlas podrobne informovanej pacientky. Dokumentované pripady
uzdveru membran s UspesSnou prolongdciu gravidity svedcia pre existenciu podskupiny
pacientiek, ktoré mozu z jeho aplikacie profitovat (24).

Material a metodika

Z celkového poctu Zien s diagndézou sPPROM, ktoré podstupili AP na Il. gynekologicko-
porodnickej klinike (2008 - 2019) sme na zdklade exkliznych kritérii (Tabulka ¢.1) vytvorili
definitivny subor.

Tabulka ¢.1: Exkluzne kritéria pre zaradenia do AP suboru

Pocet PouZité kritéria

1. Jednoplodové tehotnosti

2. SPPROM (do ukoncéeného 24 g.t.)

3. Absencia aktivneho vagindlneho krvdcania

a Odstup medzi odtokom plodovej vody apérodom
resp. abortom >10 dni

5. Pritomnost ultrazvukovo verifikovaného

anhydramnionu

Absencia pozitivity zdpalovych parametrov matky
6. pred aplikdaciou AP (bez klinicky alebo laboratérne
manifestného zdpalového syndromu)

Normdlne CM parametre matky (>25 mm, bez

funnelingu)
8 Absencia  zdvaZnych  vyvojovych vdad  alebo
) chromozémovych aberdcii u plodu
9. Realizdcia AP nie viac ako 1x

Legenda: sPPROM — Spontanny, previabilny odtok plodovej vody; AP — Amniopatch; CM — Cervikometria; G.t. —
Gestacny tyzden

V definitivnom subore sme urcili mieru potratovosti - Miscarriage rate (MiR) a Zivorodenosti -
Live-birth rate (LR) po vykone v absolutnych hodnotach a percentach. U Zivonarodenych
novorodencov sme vytvorili dve podkategdrie: 1. Novorodenci, ktori preZili inicidlny pobyt
v nemocni¢nom zariadeni - Survival to discharge (SR to discharge) a 2. Novorodenci, ktori
exitovali v priebehu inicidlnej hospitalizacie - Mortality rate after delivery (MR after delivery)
a vyjadrili ich v absoldtnych hodnotdch a percentach. Definitivny subor sme definovali
stanovenim nasledovnych veli¢in (Tabulka ¢.2).
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Tabulka ¢.2: Sledované veli¢iny definitivneho siboru pacientiek
Pocet Sledovand veli¢ina
1 Priemernd doba vyskytu sPPROM (g.t./d)
2 Priemernd doba realizdcie AP (g.t./d)
3. Priemernd doba ukonéenia tehotnosti (g.t./d)
4, Priemernd LP (AP — pérod/potrat) (g.t./d)
Priemernd LP (PPROM — pérod/potrat) (g.t./d)

Legenda: sSPPROM - Spontanny, previabilny, odtok plodovej vody; AP - Amniopatch; G.t. — Gestacny tyzden; d —
dni; LP — Latency period

u

Zivonarodenych novorodencov sme charakterizovali z hladiska véasnej neonatalnej morbidity
v priebehu inicidlnej hospitalizacie (Tabulka ¢.3). Poetnost sme vyjadrili v absolUtnych islach
a percentach.

Tabulka ¢.3: Sledované neonatélne komplikécie a ich defini¢né kritéria

Sledovana neonatalna komplikacia (MKCH - 10) Pouzité diagnostické kritéria (Rok publikacie)

(Citacia)
BPD (P27.1) Kritérig podla Higginsa (2000) (25)
RDS (P22.0) Vermont Oxford defini¢né kritéria (1996) (26)
Neonatalna sepsa (P36.0-9) Kritéria podla Singha a kol. (1994) (27)
IVH (P52.0-9) Kritérig podla Papileho a Bursteina (1978) (28)
PVL (P91.2) Kritéria podla Hashimota (2001) (29)
NEC (P77) Kritéria podla Bella (1978) (30)
ROP (H35.1) Kritérid podla ICROP (1984 - 1987) (31)
Kritéria vytvorené autormi publikdcie — vyskyt
Syndrém fetilnej kompresie deformit lokomocného apardtu plodu v suvislosti

s pretrvdvajtcim oligo- resp. anhydramniom

Legenda: BPD - Bronchopulmonadlna dysplazia; RDS - Syndrom dychovej tiesne novorodenca; IVH —
Intraventrikularne krvacanie; PVL - Periventrikuldarna leukomalacia; NEC - Nekrotizujica enterokolitida; ROP —
Retinopatia nedonosenych; SFK — Syndréom fetalnej kompresie; MKCH-10 — Medzindrodna klasifikacia choréb (10.
Revizia); ICROP — Medzinarodnd klasifikacia retinopatie nedonosenych

Na zaklade vyskytu vyssie uvedenych komplikacii sme vytvorili jednotlivé podskupiny
novorodencov, ktoré sme charakterizovali z hladiska sp6sobu vedenia porodu, vyskytu
sPPROM, intervencie vo forme AP, ukoncenia gravidity a intervalu medzi odtokom plodovej
vody a ukoncéenim gravidity (Tabulka ¢.4).
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Tabulka ¢.4: Hodnotené perinatdlne parametre jednotlivych podstborov novorodencov podla vybranych
neonatalnych komplikacii gravidit komplikovanych sPPROM, ktoré podstupili AP na Il gynekologicko-p6rodnickej
klinike LFUK a UNB (2008 - 2019)

Pocet Sledovand veli¢ina

1 Spésob vedenia pérodu (n; %)

2 Priemernd doba vyskytu sPPROM (g.t./d)
3. Priemernd doba aplikdcie AP (g.t./d)

4 Priemernd doba pérodu (g.t./d)

5. Medidnovad hodnota LP (sPPROM - Pérod)

Legenda: sPPROM — Spontanny, previabilny odtok plodovej vody; AP — Amniopatch; LP — Latency period; n —
Pocetnost; % - percentd; G.t. — Gestaény tyzderi; d — dni

Tabulka ¢.5: Vyskyt véasnych neonatélnych komplikacii v 7 publikaciach s problematikou gravidit komplikovanych
sPPROM (expektacny manazment) ukoncenych pérodom (2009 - 2021) (32-38)

publikaci Ot )
a Zivonarodeny Neonatal
(Rok ch BPD RDS nasepsa VM PVL  NEC ROP | SFK
Rol novorodenco .o . . . g .o .o .
publikici | (n; %)  (n; %) n; %) (%) (M%) (n;%) (%) (n; %)
e (n) (Citacia)
47 12 8
?:g;:;k 112(32) N N ?153 0% (4196 N (10,71 N (7,14%
I %) %) )
Pendse 82(33) N f907 55 37 N 0 ?4 87% N ?3 65%
(2021) o) (45,12%) e e
%) ) )
34 9 3
Danisma 10
61 (34) N N . (5573 N (14,75 N (4,91%
n (2019) (16,39%) ) % )
21 10
Kiver 44
44 (35) (47,72 N (2272 N N N N
(2018) % (100%) %
13 7
Wagner o 1 3
(2016) 40 (36) (32,5% N N N (25%)  (7.5%) (17,5 N
) %)
Esteves 13 8 3 19
(2016) 28(37) (46,4% N N (28,6% (10,7 N (67,8 N
) ) %) %)
Chauleur % 2 g 2
(2009) 17(38) (23,52 (70,58 N (29,41 N N N (11,76
%) %) %) %)

Legenda: BPD - Bronchopulmondlna dysplazia; RDS - Syndrom dychovej tiesne novorodenca; IVH -
Intraventrikuldrne krvacanie; PVL - Periventrikuldrna leukomalacia; NEC - Nekrotizujlca enterokolitida; ROP -
Retinopatia nedonosenych; SFK — Syndrém fetédlnej kompresie; N — neudané; n — Poéetnost; % - Percenta

V diskusnej c¢asti sme  vypocitali hladinu Statistickej vyznamnosti vyskytu véasnych
neonatalnych komplikdcii v porovnani so 7 publikovanymi pracami expektacne
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manazovanych pripadov sPPROM (2009 — 2021) (32-38) (Tabulka ¢.5) pomocou chi-
kvadratového testu (2x2) s p-hodnotou korigovanou Bonferoniho korekciou (nutnost
testovania viacerych, nezavislych hypotéz). Porovnavané prace sme vybrali na zdklade
nasledovnych kritérii: 1. SPPROM (pred ukoncenym 24 g.t.), 2. Expektacny manazment, 3.
Anamnéza neobsahujlca invazivny, punkény alebo fetoskopicky vykon a 4. Dostupnost udajov
o vyskyte definovanych neonatalnych komplikacii u Zivonarodenych novorodencov.

V stbore sme stanovili vyskyt klinicky manifestnej chorioamnionitidy na zaklade Gibbsovych
kritérii  (1991) (39) (Tabulka ¢.6) avysledok sme v diskusii porovnali s vyskytom
chorioamnionitidy v 4 pracach sSPPROM manazZovanych expektacne (2009 - 2016) (32,40-42)
(Tabulka ¢. 7) pomocou chi-kvadratového testu (2x2). Porovnavané prace sme vybrali na
zaklade nasledovnych kritérii: 1. sPPROM (pred ukonfenym 24 g.t.), 2. Expektacny
manazment, 3. Anamnéza neobsahujlca invazivny, punkény alebo fetoskopicky vykon a 4.
Dostupnost udajov o vyskyte chorioamnionitidy u pacientiek.

Tabulka ¢.6: Gibbsove kritérid (1991) chorioamnionitidy (39)

Zakladné kritérium

Pritomnost febrilit u matky (telesnd teplota >38°C)

+ aspon 2 so sekundarnych kritérii

Pocet Sekundarne kritérium
Tachykardia u matky (pulzovd frekvencia >100/min.)
Tachykardia u plodu (pulzovd frekvencia >160/min.)
Zapdchajuci, purulentny vagindlny fluér
Palpacna citlivost maternice

Hypertonus maternice

Sy P WIN R

Elevované hodnoty CRP
7. Leukocytéza u matky (>18x10°/1)
Legenda: °C — Stupne Celzia; min. — minuta; CRP — C-reaktivny protein; | - liter

Tabulka ¢.7: Vyskyt chorioamnionitidy u pacientiek v 4 publikacidch gravidit komplikovanych sPPROM
(expektacny manazment) ukonéenych porodom (2009 - 2016) (32,40-42)

Hlavny autori Stadie (rok Pocet pacientiek (n) Vyskyt  klinicky  manifestnej
publikacie) (citacia) chorioamnionitidy (n; %)

Manuck (2009) 159 (32) 85 (85/159 - 53,5%)

McLaughlin (2016) 106 (40) 46 (46/106 - 43%)

Hunter (2012) 106 (41) 58 (58/106 — 55%)

Deutsch (2010) 105 (42) 68 (68/105 — 64,8%)

Legenda: n — Poletnost; % - Percenta

Vysledky

Z celkového poctu pacientiek (n=56), sme vyradili 3 pacientky (Tabulka ¢.1). V definitivnom
subore (n=53) bolo zaznamenanych 18 potratov (MiR - 18/53 - 33,96%) a 35 Zivonarodenych
novorodencov (LR - 35/53 - 66,03%). Z 35 zivonarodenych novorodencov 32 prezilo (SR to
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discharge —32/53 - 60,37%) a 3 neprezili (MR after delivery — 3/35 - 8,57%) obdobie od pérodu
do prepustenia z nemocni¢ného zariadenia (Obrdzok ¢.1). Charakteristika celkového stiboru
(n=53) je spracovana tabulkovo (Tabulka ¢.8).

Obrazok ¢.1: RozloZenie pacientiek v AP subore podla vysledku tehotnosti

Celkovy pocet pacientiek
po AP (n=56)

Definitivny subor (n=53)

3 pacientky vyradené

(M. Edwards, AP 2x,
Obstrukéna uropatia)

Zivonarodeni novorodenci
(n=35)

LR - 35/53 - 66,03%

Potratené tehotnosti
(n=18)

MiR - 18/53 (33,96%)

v

Prezili do prepustenia
(n=32)

SR to discharge — 32/53 -
(60,37%)

Neprezili do prepustenia
(n=3)

MR after delivery — 3/35
(8,57%)

Legenda: AP — Amniopatch; n — Pocetnost; LR — Live-born rate — Zivorodenost; MiR — Miscariage rate —
Potratovost; SR to discharge — Survival to discharge; MR after delivery — Mortality rate after delivery
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Tabulka ¢.8: Zakladna charakteristika AP suiboru v 5 definovanych kategdriach (Tabulka ¢.2)

Subor pacientiek s graviditami komplikovanymi rozvojom sPPROM, ktoré podstuipili AP na Il gynekologicko-
porodnickej klinike LFUK a UNB (2008 - 2019)

Priemern Priemernd doba Priemernd Priemerna

Pocet . Priemernd doba ukoncenia hodnota LP

P doba  vyskytu L . hodnota LP AP

pacientiek aplikacie AP tehotnosti . sPPROM -
sPPROM o — porod/potrat .

(n) 2t/d) (g.t./d) (Pérod/potrat) (e.t/d) pérod/potrat
et (gt./d) gt (gt./d)

53 19+3/136 22+0/154 27+4/193 5+3/38 7+6/55

Legenda: sSPPROM — Spontanny, previabilny odtok plodovej vody; AP — Amniopatch; LP — Latency period; n —
Pocetnost, G.t. — Gestaény tyzdefi, d — Dni

Tabulka ¢€.9: Vyskyt vcasnych neonatdlnych komplikdcii u Zivonarodenych novorodencov z gravidit
komplikovanych rozvojom sPPROM, ktoré podstupili amniopatch na Il gynekologicko-pérodnickej klinike LFUK
a UNB (2008 - 2019)

Pocet

Zivonarodenyc  ppp, RDS Neonatdln PVL NEC RoP SFK

h asepsa (n; %)

novorodencov | (M%) (n;%) (n; %) ;%) (%) (n; %) (n; %)

(n)
10 25 7 14 3 5 9 16

35 ?o/ - 55/ B s M35 yss. yss- eps- ;6/ -
28,57%  (71,42% 5 - 5 5 .,  (4571%
) ) (20%) (o) (BT (571%) (2571%) )

Hodnotené perinatdlne parametre jednotlivych podsuborov novorodencov podla vybranych neonatilnych
komplikacii z gravidit komplikovanych rozvojom sPPROM, ktoré podstupili AP na Il gynekologicko-
porodnickej klinike LFUK a UNB (2008 - 2019)

Priemern o o Medidnov
Sledovand Potet Spésob 4  doba é”emdeof;a é”emdegga 4 hodnota
. novorodencov = pérodu vyskytu . P LP
komplikécia (n; % (o) SPPROM. Ll g TROM-
(g.t./d) - - Pérod) (d)
10 sc (9
90%)
BPD 10/35 - Ve 1 18+6/132  21+3/150 27+0/189 57
ag. -
(28,57%) 10%)
5 sc (24
96%)
RDS 25/35— % 1 20+0/140  22+1/155 27+5/194 57
ag. -
(71,42%) 4%)
; sc (5
71,42%)
Neonatalna sepsa 7/35- 21+5/152 | 23+3/164 25+6/181 18
) Vag. (2-
(20%) 28,57%)
1 s (12-
85,71%)
IVH 14/35 - 19+6/139  22+2/156 26+6/188 50,5
Vag. (2-
(40%) 14,28%)
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3
sc (3
PVL 3/35 100%) 18+3/129  21+2/149  25+5/180 57
(8,57%)
2
NEC 2/35- SC (2 19.5/138  2143/150 2445173 35
100%)
(5,71%)
9 sc (s
88,88%)
ROP 9/35- " p 20+0/140  22+1/155 25+5/180 43
ag. -
(25,71%) 11,11%)
16
sC  (16-
SFK 16/35 - g 19+3/136  21+5/152  29+1/204 63
%
(45,71%)

Legenda: BPD - Bronchopulmondlna dysplazia; RDS - Syndrém dychovej tiesne novorodenca — RDS; IVH -
Intraventrikularne krvacanie; PVL - Periventrikuldrna leukomaldcia — PVL; NEC - Nekrotizujlca enterokolitida —
NEC; ROP - Retinopatia nedonosenych — ROP; sPPROM — Spontéanny, previabilny odtok plodovej vody; AP —
Amniopatch; LP — Latency period; G.t. — Gestaény tyzdefi; n — PoCetnost; % - Percentd; SC — Cisarsky rez; Vag. —
Vaginalny p6rod

U Zivonarodenych novorodencov (n=35) sme z hladiska v¢asnej neonatédlnej morbidity
zaznamenali nasledovny vyskyt komplikécii: 1. BPD (10/35—28,57%); 2. RDS (25/35—71,42%);
3. Neonatalna sepsa (7/35 — 20%); 4. IVH (14/35 — 40%); 5. PVL (3/35 - 8,57%); 6. NEC (2/35 —
5,71%); 7. ROP (9/35 — 25,71%); 8. SFK (16/35 — 45,71%). U jednotlivych podskupin
novorodencov rozdelenych na zdklade vyskytu komplikacii sme zaznamenali nasledovné
hodnoty perinatalnych parametrov (Tabulka ¢.9).

V celkovom subore pacientiek sme na zaklade Gibbsovych kritérii nezaznamenali ani jeden
pripad chorioamnionitidy (Tabulka ¢.10). [149 slov]

Tabulka €.10: Vyskyt klinicky manifestnej chorioamnionitidy v AP sibore

Subor pacientiek s graviditami komplikovanymi rozvojom sPPROM, ktoré podsttipili AP na Il gynekologicko-
porodnickej klinike LFUK a UNB (2008 - 2019)

Pocet pacientiek Vyskyt klinicky manifestnej chorioamnionitidy
(n) (n; %)
53 0(0/53 - 0%)

Legenda: SPPROM — Spontdanny, previabilny odtok plodovej vody; AP — Amniopatch; n — Poletnost; % - Percenta
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Tabulka ¢.11A: Porovnanie vyskytu véasnych neonatalnych komplikdcii (BPD, RDS, Neonatdlna sepsa) medzi zivonarodenymi
novorodencami z AP stiboru s novorodencami z publikovanych pripadov sPPROM manazovanych expektacne

BPD

AP  subor (I
porodnicka klinika)

gynekologicko-

Pocet Zivonarodenych novorodencov (n)

35

Porovnanie s publikovanymi pracami (2016 - 2018)

Porovndvané studie (rok
publikacie)

Kiver (2018)
Wagner (2016)
Esteves (2016)
RDS

AP  sdbor (Il
porodnicka klinika)

gynekologicko-

Pocet

Zivonarodenych i
novorodencov Vyskyt BPD
(n) (n; %)
(citacia)

44(35) 21(47,72%)
40 (36) 13(32,5%)
28(37) 13(46,4%)

Pocet Zzivonarodenych novorodencov (n)

35

Porovnanie s publikovanymi pracami (2009 — 2021)

Pocet

%)
10

Vyskyt klinicky manifestnej BPD (n;

10/35 - (28,57%)

p — hodnota

(Bonferoniho
korekcia p =
hodnoty: 0,0012)

0,08255
0,7128
0,143507

(n; %)
25

Statisticka
vyznamnost

nie

Vyskyt klinicky manifestného RDS

25/35 — (71,42%)

jivonarodenych i p —hodnota ;
Porovnavané studie (rok ,ovorodencov Vyskyt RDS (Bonferoniho Statistickd
publikécie) (n) (n; %) korekcia ~p - Vvyznamnost

s hodnoty: 0,0012)

(citdcia)
Pendse (2021) 82(33) 80(97,56%) 0,000084 éno
Kiver (2018) 44 (35) 44(100%) 0,000554 éno
Chauleur (2009) 17(38) 12(70,58%) 0,792149 nie
Neonatdlna sepsa

Pocet Zivonarodenych novorodencov (n) Vyskyt . k_“kay manifestnej
neonatdlnej sepsy (n; %)

AP  subor (ll.  gynekologicko- 7

porodnicka klinika)

35

Porovnanie s publikovanymi pracami (2009 — 2021)

Porovnavané studie

(rok publikacie)

Manuck (2009)
Pendse (2021)
Danisman (2019)

Pocet

Zivonarodenych

novorodencov sepsy

(n) (n; %)
(citdcia)

112 (32) 15(13,39%)
82(33) 37(45,12%)
61 (34) 10(16,39%)

Vyskyt neonatalnej

7/35 - (20%)

p —hodnota

(Bonferoniho
korekcia p =
hodnoty: 0,0012)

0,33886
0,010211
0,655928

Statisticka
vyznamnost

nie
nie

nie

Legenda: BPD - Bronchopulmonalna dysplazia; RDS - Syndrém dychovej tiesne; AP — Amniopatch; SPPROM — Sponténny,
previabilny plodovej vody; n — Pogetnost; % - Percentd
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Tabulka ¢.11B: Porovnanie vyskytu véasnych neonatédlnych komplikacii (IVH, PVL, NEC) medzi Zivonarodenymi novorodencami

IVH

Pocet Zivonarodenych novorodencov (n) 2/:5;\? Rlpickmani==tichollihy

; %
AP subor  (ll.  gynekologicko- 35 14
porodnicka klinika) 14/35 - (40%)
Porovnanie s publikovanymi pracami (2009 - 2019)
Pocet
i Zivonarodenych , p—hodnota .
Porovnavané studie novorodencov Vyskyt IVH (Bonferoniho Statistickd
(rok publikacie) (n) (n; %) korekcia p — | vyznamnost
L hodnoty: 0,0012)
(citdcia)
Manuck (2009) 112 (32) 47(41,96%) 0,836893 nie
Danisman (2019) 61 (34) 34(55,73%) 0,137718 nie
Kiver (2018) 44 (35) 10(22,72%) 0,097269 nie
PVL
Vyskyt klinicky manifestnej PVL (n; %

:’:)cet Zivonarodenych novorodencov skvt Klinick i . (n; %)
AP subor  (ll.  gynekologicko- 35 3
porodnicka klinika) 3/35-(8,57%)
Porovnanie s publikovanymi pracami (2016 — 2021)

Pocet
i Zivonarodenych i p—hodnota N
Porovnavané studie novorodencov Vyskyt PVL (Bonferoniho Statisticka
(rok publikécie) ) (n; %) korekcia p — hodnoty: = vyznamnost
s 0,0012)
(citacia)

Pendse (2021) 82(33) 0(0%) 0,040648 nie
Wagner (2016) 40 (36) 1(2,5%) 0,514156 nie
Esteves (2016) 28(37) 3(10,71%) 0,885534 nie
NEC

:’:)cet Zivonarodenych novorodencov Vyskyt Klinicky manifestnej NEC (n: %)
AP  subor (ll.  gynekologicko- 35 2
porodnicka klinika) 2/35—(5,71%)

Porovnanie s publikovanymi pracami (2009 — 2021)

Pocet

i Zivonarodenych | p—hodnota .
Porovnavané studie novorodencov Vyskyt NEC (Bonferoniho Statistickd
(rok publikacie) () (n; %) korekcia p — hodnoty: = vyznamnost

o 0,0012)
(citacia)
Manuck (2009) 112 (32) 12(10,71%) 0,582494 nie
Pendse (2021) 82(33) 4(4,87%) 0,787222 nie
Danisman (2019) 61(34) 9(14,75%) 0,314637 nie

z AP suboru s novorodencami z publikovanych pripadov sSPPROM manazovanych expektane

Legenda: IVH - Intraventrikuldrne krvdcanie; PVL - Periventrikuldrna leukomalacia; NEC — Nekrotizujuca enterokolitida; AP —
Amniopatch; sSPPROM — Spontanny, previabilny, odtok plodovej vody; n — Pogetnost; % - Percenta
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ROP
:’:)cet Zivonarodenych novorodencov Vyskyt Klinicky manifestnej ROP (n; %)
AP subor  (ll.  gynekologicko- 9
o . . 35

pérodnicka klinika) 9/35-(25,71%)
Porovnanie s publikovanymi pracami (2016)

Pocet

i Zivonarodenych ) p—hodnota N
Porovnavané studie novorodencov Vyskyt ROP (Bonferoniho Statisticka
(rok publikécie) ) (n; %) korekcia p — hodnoty: = vyznamnost
L 0,0012)

(citacia)
Wagner (2016) 40 (36) 7(17,5%) 0,386315 nie
Esteves (2016) 28(37) 19(67,85%) 0,000823 dano
SFK

:’r:))cet Zivonarodenych novorodencov Vyskyt Klinicky manifestnej SFK (n; %)

AP  subor (ll.  gynekologicko- = 16
porodnicka klinika) 16/35 — (45,71%)
Porovnanie s publikovanymi pracami (2009 — 2021)

Pocet

L Zivonarodenych | pahochota .
Porovnavané studie EvETR Ry Vyskyt SFK (Bonferoniho Statisticka
(rok publikacie) (n) (n; %) korekcia p — hodnoty: ~ vyznamnost
i 0,0012)

(citacia)
Manuck (2009) 112 (32) 8(7,14%) 0,00001 dno
Pendse (2021) 82(33) 3(3,65%) 0,000001 dno
Danisman (2019) 61(34) 3(4,91%) 0,000001 dno

Tabulka ¢.11C: Porovnanie vyskytu véasnych neonatalnych komplikacii (ROP, SFK) medzi Zivonarodenymi novorodencami z AP
stboru s novorodencami z publikovanych pripadov sSPPROM manazovanych expektacne

Legenda: ROP - Retinopatia nedonosenych; SFK — Syndrém fetalnej kompresie; AP — Amniopatch; sPPROM — Spontanny,
previabilny, odtok plodovej vody; n — Poletnost; % - Percenta

Diskusia

AP ako experimentdlna, terapeutickd metdédda je vsucasnosti dominantne vyuZivana
v pripadoch iPPROM po transabdomindlnych, punkénych alebo fetoskopickych vykonoch, kde
jeho Uspesnost dosahuje 58 — 66% (20,43).

Uloha AP v pripadoch sPPROM zostava do sucasnosti nejasna nakolko bolo publikované len
limitované mnozZstvo malych suborov a ojedinelych kazuistik pri absencii rozsiahlych,
randomizovanych, kontrolovanych studii. S ohladom na skutoénost, Ze randomizacia v
klinickom manaZmente sPPROM je z etickych, medicinsko-socialnych a finan¢nych podmienok
tazko dosiahnutelna, nebola mozna komparacia nasho suboru svlastnym kontrolnym
siborom manaZovanym expektacne pri suc¢asnom zachovani uniformnosti terapeutického
postupu. Pre zhodnotenie Uspesnosti AP vzmysle perinatdlnych vysledkov a véasnych
neonatélnych komplikacii sme sa rozhodli porovnat nas subor sdostupnymi pracami
zaoberajucimi sa problematikou konzervativneho manazmentu sPPROM.
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Hodnotenie UspesSnosti AP zavisi od nastavenych kritérii, ktoré su v kazdej publikovanej studii
definované. Ako kritérium Uspechu v zmysle perinatalnych vysledkov sme stanovili Statisticky
vyznamne nizsi vyskyt véasnych neonatdlnych komplikdcii (Tabulka €.3) u novorodencov do
ich prepustenia s nemocni¢ného zariadenia a nizsi vyskyt chorioamnionitidy.

U pacientiek po vykone sme nezaznamenali vyznamne vyssi vyskyt komplikdcii (abrupcia
placenty, kompresia pupocnika, chorioamnionitida, postpartdlna sepsa) v porovnani
s expektacnym manaZmentom, ¢o sved¢i o dobrom bezpecnostnom profile metddy. Vyssie
uvedeny fakt dokladd v sucasnosti (2021) jedind randomizovand, komparativna Studia
porovnavajlica uUcinok AP v porovnani s expektacnym manaimentom v pripadoch gravidit
komplikovanych odtokom plodovej vody medzi 24. a 34. g.t. od Mageda a kol. (44).

Pri porovnani vysledkov suboru vkategériach vcasnej neonatdlnej morbidity so 7
publikovanymi pracami pripadov sPPROM manaZovanych expektacne (2009 — 2020) (32—-38)
sme zistili Statisticky vyznamny rozdiel v kategériach RDS, ROP a SFK. U Zivonarodenych
novorodencov v AP subore bol zaznamenany Statisticky vyznamne nizsi vyskyt pripadov RDS
a ROP pri sucasne vysSom vyskyte SFK. Ostatné hodnotené kategdrie nezaznamenali
Statisticky vyznamné rozdiely v komparovanych skupinach (Tabulka ¢.11A, 11B, 11C).

Znizeny vyskyt RDS je davany do suvisu dlhsim trvanim gravidity potencujicim maturaciu
fetdlnych pluc s naslednou lepsou postnatalnou funkciou vyZadujicou nizsiu mieru ventilacnej
podpory a oxygenoterapie. Znizena potreba kyslika priamoimerne znizuje tvorbu volnych
radikdlov v tkanivach plodu podielajucich sa na patogenéze ROP prostrednictvom ich
proangiogénneho pdsobenia. ZvySeny vyskyt SFK je pripisovany prolongovanému,
arteficidlnemu udrZiavaniu oligohydramnia s nerovnomernym zvysenim intrauterinného tlaku
arestrikciou fetdlnych pohybov. Uvedeny fakt dokladd viacero publikovanych prac
uvédzajucich suvislost medzi dizkou gravidity, zavaznostou oligohydramnia a rizikom vzniku
SFK (45-47).

Pri hodnoteni vyskytu infekénych komplikacii vo forme klinicky manifestnej chorioamnionitidy
sme v nasom subore nezaznamenali ani jeden pripad. Pri porovnani so 4 publikaciami
pripadov sSPPROM manazovanych expektacne (2009 - 2016) (32,40-42) sme zistili Statisticky
vyznamne nizsi vyskyt chorioamnionitidy u pacientiek ktoré podstupili AP (Tabulka ¢. 12).
Znizeny vyskyt chorioamnionitidy u pacientiek po aplikacii AP moze suvisiet s antiinfekénym
a imunomodulaénym ucinkom tzv. ,patchovych” zloZiek, ktoré po aplikacii pdsobia v plodovej
vode. Antiinfekéné pdsobenie trombocytarnych koncentrdtov a humannej plazmy bolo
pozorované vo viacerych pracach zaoberajucich sa ich vyuZitim pri lie¢be chirurgickych ran
(48-50).

Uvedené vysledky méZzu vypovedat o klinickom vyzname AP, ako medicinskej lie¢by za G¢elom
znizenia véasnej neonatalnej mortality asociovanej s RDS a infek¢énej morbidity matiek s
diagnézou sPPROM. Interpretovatelnost zistenych vysledkov je Ciastoéne limitovand pre
absenciu randomizécie, relativne malé velkosti porovnavanych suborov, heterogenitu
exkluznych kritérii siborov a diverzitu podavanej terapie. V¢asna neonatdlna morbidita
a mortalita a celkové perinatalne vysledky v jednotlivych suboroch su pravdepodobne
ovplyvnené aj rozdielnou Uroviiou neonatologickej intenzivnej starostlivosti v jednotlivych
Statoch.

Vytvoreny subor méZe predstavovat hodnotny podklad pre komparaciu s budicimi
publikaciami za Ucelom zhodnotenia celkovej klinickej pouzitelnosti AP. Potencidlne Siroké
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klinické uplatnenie AP zaloZené na principoch Evidence Based Medicine (EBM) vyZaduje
dostatocné mnozstvo dat ziskanych realizdciou randomizovanych, kontrolovanych stadii.
Prostrednictvom vysSie uvedenych zisteni poukazujeme na skutotnost, Zze AP mébie
predstavovat vhodnu terapeuticku alternativu u pacientiek s diagnézou sPPROM, ktoré
pozZaduju aktivny pristup k takto zavazne kompromitovanej tehotnosti.

Tabulka ¢.12: Porovnanie vyskytu chorioamnionitidy u pacientiek z AP stboru s pacientkami z publikovanych
pripadov sSPPROM manazovanych expektacne (2009 - 2016) (32,40-42)

Vyskyt  klinicky  manifestnej

Pocet pacientiek (n) chorioamnionitidy
(n; %)
AP subor (Il. gynekologicko- 53 0(0/53 - 0%)

porodnicka klinika)
Porovndavané studie (2009 - 2016)
Vyskyt klinicky

:tlgt‘ili? au(:zrli Pocet pacientiek (n) manifesméj y p-hodnota: §t,atistické ’
publikicie) (citécia) ;::;o‘z)oamnlonltldy 0,005 vyznamnost
Manuck (2009) 159 (32) 85 (85/159 - 53,5%) 0,0 dno
McLaughlin (2016) 106 (40) 46 (46/106 —43%) 0,0 dno
Hunter (2012) 106 (41) 58 (58/106 — 55%) 0,0 dno
Deutsch (2010) 105 (42) gj, o )(68/ W5 = 0,0 dno

Legenda: AP — Amniopatch; n — Podetnost; % - Percentd
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13. Analyza cisarskych rezov na Gynekologicko-porodnickej klinike FN Nitra
podla Robsonovej klasifikacie

MUDr. Tomas Debnar

Spoluautori: V. Hanzelova®, M. Kubaloval?
Skolitel’: prof. MUDr. Milo§ Mlynéek, CSc. 34°
Intiticie: Gyn. por. klinika FN Nitra?, Poliklinika Procare Nitra?, Fakulta socialnych vied

azdravotnictva Univerzity Konstantina Filozofa v Nitre?, Gyn. por. klinika FN Trnava®, Gyn.
por. odd. Nemocnica Svet zdravia Topol'¢any®

Ciel’:

Cielom prace je analyza frekvencie cisarskych rezov s pouZitim Robsonovej klasifikacie na Gyn.
por. klinike FN Nitra a UKF v Nitre v rokoch 2020 a 2021. Robsonova klasifikacia zatrieduje
cisarske rezy do 10 podskupin a sliZi po exaktnej analyze najst spdsoby znizenia frekvencie
sekcii na konkrétnom pracovisku.

Material a metody:

Retrospektivne sme za zatriedili vSetky pérody v rokoch 2020 a 2021 do 10 skupin podla
Robsona! a analyzovali sme, ktora skupina je relativne ovplyvnitelnd na potenciédlne zniZenie
frekvencie cisarskych rezov na nasom pracovisku.

Vysledky:

Vysledky su znazornené v Tab. 1. Za sledované obdobie bolo 2922 pérodov, z toho v roku
2020 1505 a v roku 2021 1417. Nitrianska porodnica patri na Slovensku do skupiny Ustavov
s najvyssim poctom cisarskych rezov. Frekvencia sekcii v roku 2020 bola 46,6% a v roku 2021
43,6%. Stavy po sekcii/sekciach (Robson 5) rodia takmer vzdy znovu cisarskym rezom, rovnako
ako tehotné s polohou plodu KP (Robson 6,7). Podobne aj tehotné s viacplodovou graviditou,
Sikmou a prie¢nou polohou. Tieto Udaje st podkladom pre zmenu manazmentu s cielom znizit
frekvenciu sekcii.

Diskusia:

Primerana frekvencia cisarskych rezov by mala byt prioritou kazdej pérodnice. WHO odporuéa
neprekrotit frekvenciu 15% . Nitrianska pérodnica presahuje tento trojnasobne?. Na zaklade
retrospektivnych dat vieme zaujat jasné stanovisko k prioritdm pri dosahovani tohto ciela.
Skupinu Zien, na ktoru sa treba zamerat, su terminové prvorodicky, jednoplodové gravidity,
ktorych plod je otoceny hlavickou a spontanny nastup pérodu (Robson 1). Tymto davame
plédnuje v buducnosti aj dalsiu graviditu. Z pohladu moZnosti ovplyvnenia frekvencie cisarskych
rezov sa jednd o najdolezitejSiu skupinu rodiciek. Pri spdsobe vedenia prvého porodu
zakladame to, ¢o poérodnikov méze v budicnosti dobehnut - &i pdjde o poletné stavy po
jednom, prip. dvoch cisarskych rezoch, ¢o ma znacny vplyv nielen na kvalitu Zivota Zeny a
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vnimanie vlastného tela, ale md aj nezanedbatelny finan¢ny aspekt na poskytovanie
zdravotnej starostlivosti. Druhou prioritnou skupinou maju byt prave rodicky, ktoré
v minulosti podstupili cisarsky rez. Dévody predchadzajiceho cisarskeho rezu by mali byt
individualne posudzované. Treba vyselektovat tehotné, ktoré mézu byt oslovené s ponukou
vedenia pbérodu spontanne, napriek anamnéze cisarskeho rezu. V Tab.1 su tieto pacientky
vedené pod nazvom Robson 5. Na nasom pracovisku takmer kazda tehotnda sanamnézou
sekcie znovu rodi sekciou.

Tab. 1. Rozdelenie cisarskych rezov podla Robsonovej klasifikicie? (Robson triedy 1 aZ 10)
v rokoch 2020 a 2021 na Gyn. por. klinike FN Nitra a UKF v Nitre

*Percento vyjadruje zastupenie cisarskych rezov v danej skupine tehotnych a rodiciek.

Roky 2020 2020 | 2021 2021
pocet % pocet %

Vsetky pérody 1505 1417

Vsetky sekcie 702 46,6 618 43,6

Robson 1: nulipary s1 plodom vtermine, | 110 23,8* | 86 21,6*

spontanny zaciatok pérodu

Robson 2: nulipary s 1 plodom v termine, indukcia | 96 80,7* |88 65,2*

porodu alebo planovana sc

Robson 3: multipary bez predoslej sc, s 1 plodom, v | 25 6,5*% 15 3,9*

termine, spontanny zaciatok pérodu

Robson 4: multipary, bez predoslej sc s 1 plodom, v | 19 55,9*% |28 48,3*

termine, a) indukcia / b) pldnovand sc

Robson 5: multipary s jednou a viac sc vanamnéze | 295 98,3* | 282 97,9*

s 1 plodom v termine

Robson 6: nulipary s 1 plodom v polohe KP 41 100,0* | 29 100,0*

Robson 7: multipary s 1 plodom v polohe KP vratane | 24 100,0* | 27 90,0*

Zien s predoslymi sc

Robson 8: viacplodova gravidita vratane Zien | 20 100,0* | 16 94,1*

s predoslymi sc

Robson 9: 1 plod v priecnej alebo Sikmej polohe | 5 100,0* | 9 100,0*

vratane Zien s predoslymi sc

Robson 10: plod v polohe pozdiinej hlavitkou <37 | 67 73,6*% |38 71,7*

tyZzden vratane Zien s predoslymi sc
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Zaver:

Robsonovu klasifikaciu odporucéila WHO pre objektivnu analyzu cisarskych rezov a ako
uzito€ny nastroj k stanoveniu stratégie veducej k dosiahnutiu primeraného zastupenia
cisdrskych rezov, aj ked optimalna frekvencia sekcii podla WHO do 15%, je takmer neredlny
ciel®*°. Ziskané Udaje za roky 2020 a 2021 su vychodiskom pre zmenu stratégie s ciefom
redukcie frekvencie sekcii na naSom pracovisku.
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P6rodna kniha a pérodné zaznamy pérodnej saly Fakultnej nemocnice Nitra.

Udaje NCZI, vykazané porodnou salou Fakultnej nemocnice Nitra za rok 2020, 2021.
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14. Analyza zdvainého poporodného krvacania v Slovenskej republike
v rokoch 2012 - 2020

MUDr. Jakub Dani$

Spoluautori: Liam McCullough, Adam Adamec, Maria Vargova, Dominika Kotrikovd, Diana
Kanasova, Kristufkova Alexandra

Skolitel: prof. MUDr. M. Borovsky, CSc.
1. gynekologicko-p6rodnicka klinika LFUK a UN Bratislava

Uvod

SOSS (Slovak Obstetric Survey System) — pracovna skupina sekcie perinatalnej mediciny (SPM)
Slovenske]j gynekologicko-porodnickej spolo¢nosti (SGPS) zhromazduje od roku 2012 udaje
o zavaznych akutnych materskych morbiditach v Slovenskej republike (SR) a analyzuje ich (1)
. Jednou zo sledovanych morbidit je aj zavazné pop6rodné krvacanie.

Zavainé poporodné krvacanie (SPPH — severe primary postpartum haemorrhage) je hlavnou
preventabilnou pri¢inou zdvaznej akutnej materskej morbidity a jednou z 3 hlavnych pricin
materskej mortality vo svete (2) . Celosvetovo priblizne Stvrtina aZ tretina materskych umrti
pripadd prave na popdrodné krvacanie s incidenciou 1 Umrtie na 1 200 pérodov. Uddva sa, Ze
na popérodné krvacanie zomrie celosvetovo kazdu hodinu sedem Zien, pricom zodpovedd
priblizne za 27 % z 303 000 materskych umrti ro¢ne (3,4,5). Je pri¢inou 8 % materskych amrti
vrozvinutych krajinach a20% vrozvojovych krajindach (3). ZvySujicu sa incidenciu
popérodného krvacania mozno pripisat zvySujucemu sa veku rodiciek, stipajucemu poctu
viacplodovych tehotnosti a cisarskych rezov (6) . Okrem vysokého podielu na materskej
mortalite sa popdrodné krvacanie podiela aj na materskej morbidite. Priblizne 20 miliénov
Zien poznaci dlhodobymi nasledkami (4) .

Napriek mnozZstvu literarnych Udajov na tému popérodného krvacania nie je definicia
a rozdelenie jednoznacné. Definicia na zaklade vizudlne odhadovanej krvnej straty je nepresna
v dbsledku vyrazného podhodnocovania odhadu strat, ¢o potvrdili aj Udaje zo SR (7).

Pre uvedené problémy bolo kritérium poporodného krvacania definované podanim 4 a viac
transfiznych jednotiek (transfusion unit — TU) erytrocytov bez ohladu na spdsob vedenia
porodu pocas 24 hodin od ukonéenia tehotnosti a/alebo krvnd strata presahujica 2 000 ml.
Toto kritérium prijal medzindrodny panel expertov INOSS-u (International Network of
Obstetric Survey Systems) z 13 ¢lenskych krajin vratane SR na zaklade Delphi metodiky, na
ktorych sa pracovalo od r. 2015 a boli publikované vo februari 2019 (8) .

Podla ¢asového kritéria rozdelujeme poporodné krvdcania na primarne — do 24 hodin po
porode, a sekundarne — od 24 hodin do 12 tyZdrov po porode.

Pre pricinu popérodného krvacania sa celosvetovo pouziva mnemotechnickd pomdcka 4T —
Tonus (hypotdnia maternice), Trauma (poporodné krvacanie, ruptira maternice, hematomy),
Trombin (vrodené aziskané poruchy koaguldcie), Tkanivo (abnormalna invazia placenty,
porucha placentacie) (3).
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Material a metody

Kritériom zdvazného poporodného krvacania bolo podla INOSS definicie podanie 4 a viac
transfuznych jednotiek erytrocytov. V tejto praci boli retrospektivne analyzované jednotlivé
pripady SPPH v rokoch 2012. Udaje boli ziskané trojkrokovou analyzou — v 1. kroku boli
informécie o pocte jednotlivych pripadov ziskané zrocnych perinatologickych hlaseni
zasielanych SPM SGPS. V II. kroku boli gynekologicko-porodnickym pracoviskam zaslané
Standardizované dotazniky k hldsenym pripadom. V Ill. kroku vyplnené dotazniky analyzovala
komisia SOSS na zaklade definovanych kritérii.

Vysledky

V rokoch 2012-2020 bolo v SR spolu 502 903 pérodov. Zodpovedanych dotaznikov bolo 424
146, ¢o zodpoveda response rate 84,34 %.

Po selekcii podla vyberovej podmienky malo zavazné popbrodné krvacanie 953 pacientok.
Incidencia v sledovanych rokoch bola 2,01 / 1000 pérodov (graf 1).
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Graf 1. Incidencia a pocet zavazného popdrodného krvacania v SR v rokoch 2012 — 2020. (n-
pocet pripadov)

Z 953 analyzovanych pripadov 44 % tvorili prvorodicky, v 56 % islo o viacrodicky. V 42 % bol
porod vedeny vagindlne, z toho v 5,3 % pripadov iSlo o operaény vaginalny pérod. Z cisarskych
rezov bolo 62,4 % akutnych a 37,3 % planovanych.

Medzi pri¢inami zavazného poporodného krvacania dominovala hypotdnia maternice — 38 %,
krvacanie z pérodnych poraneni — 19 %, krvacanie pri pred¢asnom odlucovani placenty — 18
%, krvacanie pri abnormalnej invazii placenty — 14 %, 10 % pri poruchdch koagulacie a 3 % pri
ruptire maternice. 4% zavazného popo6rodného krvacania bolo v kategoérii iné — inverzia
maternice a krvacanie z inych ako gynekologickych pricin (tabulka 1).
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roky
morbidita 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 spolu
hypoténi i 45,1 32,6 43,5 28 36,5 40,1 34,4 44 33,6 37,5
predcasné odluovanie
placenty 15 25 15,2 15,7 19,3 19,6 22,1 13,9 19,5 18,3
abnormalna invazia
placenty 11,5 15,2 10,5 14,6 15 15,6 15,5 11,8 17,3 14,1
pdrodné poranenia 16,8 23,9 20 11,2 21,5 17,6 20,4 16,1 22,8 18,9
poruchy k laci 9,7 23,9 58 6,7 12,9 235 54 3 2,1 10,3
ruptara i 0 0 0 6,7 4,3 4,9 16 32 2,1 2,5
iné 0 0 0 0 0 0 16 6 0 4

Tabulka 1. Pric¢iny SPPH v SR

Z priznakov indikujucich hemosubstituénu liecbu dominovali vizudlne odhadovand krvna
strata — 81 %, kolapsové stavy — 72 %, bledost — 66 % a tachykardia — 65 %. Hemosubstitu¢na
lie¢ba bola v 69 % pripadov indikovana na zaklade laboratérne pritomnej anémie.

V 46,9 % pripadov boli podané iba indikujice 4 TU ery masy, maximalne bolo podanych
v sledovanom subore 30 TU ery masy. V 77,9 % pripadov bola podana aj ¢erstva zmrazena
plazma, v 1 % trombocytarny koncentrat a v 7 pripadoch celd krv.

Z uterotonik podanych pri liecbe zavazného poporodného krvacanie dominovalo podanie
oxytocinu — 85,8 % a methylergometrinu — 92,3 %. Zostatnych bol v 15,2 % pouZity
karboprost, v 18,2 % karbetocin a v 0,6 % misoprostol. V podporanej hematologickej liecbe
dominovalo podanie fibrinogénu (Fbg) — 24,3 %, kyselina tranexamova bola podana v 8,9 %
a v 4,3 % antitrombin IlI.

Z chirurgickej liecby bolo v 20 % pripadov pouZitd peripartalna hysterektémia. V5 % bola
pouZitd uterus zachovavajuce intervencia. 27,3 % pacientok bolo preloZenych na jednotku
intenzivnej starostlivosti.

Diskusia

Incidencia zavazného popdrodného krvacania sa celosvetovo pohybuje v rozmedzi 1 -19 %, v
rozvinutych krajindch 4 — 8 % a v rozvojovych krajinach okolo 19 % (9). WHO v multicentrickej
studii na 275000 pdérodoch uddva incidenciu pop6rodného krvacania 1 %. Carolli a spol.
uvadzaju incidenciu zavazného poporodného krvacania na africkom kontinente 0,3 - 3,8 %, v
Azii 0,7 = 2,7 % a v Eurdépe 1,7 — 5,5 %. Prevalencia zavazného popérodného krvacania je
najvyssia v Afrike — 5,1 % a najnizsia v Azii — 1,9 %.

Medzi pri¢inami materskej morbidity ma najvyssi podiel popdrodné krvacanie v Afrike a Azii —
30 % (10). Vzostupny trend vSak pozorujeme uz aj v industridlnych krajinach — kym riziko SPPH
bolo na konci minulého storocia 1 : 1 000 pérodov, dnes uZ je to 1,2 % v Spojenom kralovstve
a11,4 % v USA (6). Prevalencia SPPH v USA vzrastla z 2,9 % v roku 2010 na 3,2 % v roku 2014
(10). Incidencia popdrodného krvacania v Holandsku je uvddzana 4,5/1 000 pérodov, ale
s vyraznymi regiondlnymi rozdielmi. Aj tu pozoruju vzostupny trend incidencie — zo 4,1 %
vroku 2020 na 6,4 vroku 2013 (11). Rdzne udaje o incidencii poporodného krvacania su
spOsobené rozdielnymi definiciami popérodného krvacania a schopnostou odhadov krvnej
straty. Incidencia zdvazného poporodného krvacania v SR v rokoch 2012-2020 podla SOSS bola
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2,01/1 000 pérodov. V priebehu sledovanych rokov po tvodnom prudkom poklese incidencie
v roku 2013 pozorovat vzostupny trend do roku 2018, v poslednych 2 rokoch pozorujeme
mierny pokles incidencie.

Ako najcastejSia pri¢ina poporodného krvacania sa uvddza v niektorych pracach
hypotdnia/aténia maternice (70 — 90 %), nasledovana pdrodnymi poranenia, retinovanymi
zvySkami placenty a poruchami koaguldcie (3). Iné prace uvadzaju ako najéastejSiu pricinu
abnormalnu invaziu placenty — 27 %, nasledovanu aténiou maternice — 21 %, predcasnym
odlucovanim placenty — 17 % a koagulopatiami — 15 % (12). V SR v priebehu vsetkych
sledovanych rokov dominovala pricina krvacania z hypotdnie maternice (38 %), nasledovana
krvacanim z pérodnych poraneni (19 %), pri pred¢asnom odlucovani placenty (18 %),
abnormalne invazivnej placenty (10 %), portch koagulacie (3 %).

Priemerna krvna strata v pripadoch zavazného popdrodného krvacania v SR bola 1 256 ml,
spociatku sledovania morbidity sme pozorovali vyrazné podhodnocovanie krvnych strat, avsak
s postupnou Upravou v priebehu sledovanych rokov. Vyrazné podhodnocovanie odhadu
krvnych strat viak ostdva v SR dlhoro¢nym javom, ale obdobne je tomu tak v celom svete.

Vyznamnu Ulohu v manazmente zdvazného popérodného krvacania zohrava dostupnost
a moznost hemosubstitucénej liecby (12). Treba viak mat na zreteli, Ze aj tento druh liecby
nesie so sebou rizika neinfekénych, ale aj infekénych komplikacii. V rokoch 2012 — 2020 bolo v
SR podanych priemerne 5,5 TU erytrocytov na pacientku. Pri sledovani pomeru podania TU
erytrocytov a CZP pri zdvaznom popdrodnom krvacani bol 2,1:1. Ceskd lekarska spolo¢nost J.
E. Purkyriu udéva vo svojich odporaéanych postupoch pomer erytrocytov k CZP 1,5-1:1. Ind
Studia dokazuje signifikantné zniZzovanie mortality pri krvacani pri pomere podania 1:1 (13).
V stiéasnosti véak pozorujeme odklon od podavania CZP, preferuje sa podanie Fbg. WHO
odporuca i. v. podanie kyseliny tranexamovej do 3 hodin od poérodu plodu ako Standardny
postup na zvladnutie SPPH (14). V SR sa k vyuZitiu kyseliny tranexamovej do roku 2017 pri
liecbe SPPH nie je mozné sa exaktne vyjadrit, avSak v rokoch 2018-2020 pozorovat vyrazny
vzostup jej vyuZitia—5 % - 18 % a 42 % pripadov.

Pouzivanie uterokinetik v SR by sa malo riadit odporu¢anym postupom publikovanym vo
vestniku Ministerstva zdravotnictva SR(15). Nie vo vietkych pripadoch vsak bol tento postup
plne akceptovany.

Zdda sa, Ze chirurgickymi intervenciami pouZivanymi na zastavenie krvacania SR vyrazne
zaostdva. Dominantnym chirurgickym vykonom bola peripartdlna hysterektémia — 20 %
pripadov. Vykony zachovavajuce uterus na zvladnutie zavazného poporodného krvacania boli
v prvych sledovanych rokoch iba v 2-3 pripadoch, ale posledné 3 roky pozorovat aj vtomto
sledovanom ukazovateli postupny vstostup pouZitia a snahu o zachovanie maternice —z 1-2
pouzitych postupov vroku 2012 na 14 vroku 2019. Treba vsak podotknut, Ze vykony
zachovdévajuce uterus mohli byt pouZité vo viacerych pripadoch popdrodného krvécania véas,
¢im nevznikla potreba masivnej hemosubstituénej liecby, a tym sa zniZil pocet pripadov SPPH.

Analyza udajov o zavaznom popdrodnom krvacani v SR vrokoch 2012-2020, ktoré boli
postupne publikované v odbornych ¢asopisoch SR postupne viedli z lepSeniu diagnostiky a
lieCby zévainého poporodného krvacania. Aj napriek tomu vsak zatial potvrdila zistenia
z predchadzajucich rokov, Ze rezervy st najma v podhodnocovani krvnych strat, v optimalizacii
hemosubstitu¢nej liecby a v pouzivani intervencii zachovdvajucich uterus na zvladnutie
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peripartédlneho krvécania. Zlep3enie vtychto troch bodoch by mohlo priniest znizenie
mnoZstva podanej hemosubstitucnej lie¢by a frekvencie peripartalnych hysterektémii.
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Uvod

Gestacny diabetes mellitus (GDM) je definovany ako intolerancia glukdzy, ktord sa prvykrat
prejavi alebo je prvykrat diagnostikovana pocas tehotenstva (1). Najnovsie udaje naznacuju,
7e GDM postihuje 14 % az 16,8 % tehotenstiev na celom svete (2). Nadhmotnost a obezita su
délezitymi faktormi rozvoja GDM, pri kazdom zvy3eni BMI o 1 kg/m? sa prevalencia GDM
zvysuje 0 0,92 % (3). GDM je celosvetovy problém, ktory vyznamne zvysuje riziko tehotenskych
komplikacii a pred¢asného porodu, a je spojeny s nepriaznivymi zdravotnymi nasledkami pre
matku a dieta v krdtkodobom aj dlhodobom horizonte. Hyperglykémia pocas tehotenstva
zhorsuje vnutromaternicové prostredie, ovplyviiuje normalny vyvin plodu a ma za nasledok
dlhodoby vplyv na funkciu a $truktiru pankreasu uplodu (4). Tento stav méze viest k
zvySenému riziku vzniku obezity, intolerancie glukdzy a diabetu 2. typu (T2DM) u potomkov v
neskorsom veku (5). PoCas bunkovej smrti, ¢i uZz apoptdzy, nekrozy alebo NETézy, sa do
cirkulacie uvolfiuje DNA. Tato mimobunkova - extraceluldrna DNA (ecDNA) je rozpozndvana
imunitnym systémom a moze vyvolavat zdpalovi odpoved. Pri obezite si zdrojom vysokych
koncentracii ecDNA adipocyty podliehajlce apoptdze (6). GDM je tiez stavom subklinického
zapalu. Obezita matky zohrdva déleZitu ulohu v reguldcii inzulinovej senzitivity vylu¢ovanim
adipokinov a prozapalovych cytokinov (7). Viaceré studie na zvieratach ukazali, Ze potomkovia
matiek sdiabetom maju inzulinovl rezistenciu a diabetes (8). Nie je v3ak jasné, ci
vnutromaternicové hyperglykemické prostredie ovplyviiuje koncentracie ecDNA v potomstve
z dlhodobého hladiska.

V tejto studii sme sa zamerali na vyvolanie gestacného diabetu u mysi CD1 pomocou chemicko
- nutricného modelu, ktory kombinoval streptozotocin (STZ) - dobre zndme [-cytotoxické
lie€ivo (9) a stravu typu fast-food (FFD). Nizke ddvky STZ v kombindcii s FFD prekoncepcne
spbsobuju, Ze hyperglykémia nastava prvykrat pocas gravidity a nedochadza interakcii plodu
so STZ (10). Vychadzajuc z tychto faktov sme si poloZili otazku, ¢i GDM ovplyvni glukézovu
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toleranciu a hmotnost u potomkov. Dal$im ciefom bolo zistit vplyv na cirkulujice koncentracie
mimobunkovej DNA. KedZe potomkovia matiek s GDM maju zvySené riziko metabolickych a
kardiovaskuldrnych komplikacii, predpokladali sme, Ze adolescentni potomkovia matiek s
GDM budu mat zvy3enu adipozitu, glykémiu a vyssie hladiny cirkulujicej ecDNA v porovnani s
potomkami normoglykemickych matiek.

Material a metody

Do pokusu sme zaradili 9 samcov a9 samic mys$i zkmeria CD1 (Velaz, Praha, CR).
Experimentélne zvieratd sme chovali v Standardnych laboratérnych podmienkach (teplota
22 +2 °C, vlhkost 55 = 10 %, 12 hodinovy cyklus). Pristup k potrave a vode bol ad libitum.
Vietky experimentalne postupy boli schvélené Statnou veterindrnou a potravinovou spravou
SR a boli vykonané v stlade so smernicou EU 2010/63/EU a slovenskou legislativou.

Samice mysi boli rozdelené do troch skupin s priblizne rovnakou telesnou hmotnostou vo veku
siedmich tyZdrov. Kontrolnd skupina (CTRL = 3) dostdvala pocas celého experimentu
Standardnu stravu (296 kcal/100 g, 3 % tuku w/w, 11 % energie pochddzajlcej z tuku; Eypy-
KMK20, Sedlisté, Ceska republika). Skupiny FFD a GDM (n = 3, kazd4) dostavali az do porodu
komercne dostupné cheeseburgery (259 kcal/100 g, 11 % tuku w/w, 38 % energie ziskanej z
tuku). Cheeseburgery sme zakupili v miestnej restaurdcii, pomleli a vytvarovali do
homogénnych kuskov s hmotnostou priblizne 50 g. Na napodobnenie patofyziologického
stavu [udského GDM sme poufZili chemicko-nutriény model GDM. P&t tyZzdhov po zaciatku
podavania experimentdlnej stravy sme 3 samiciam po 3 hodinach hladovania
intraperitonedlne podali STZ (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri) v davke 50 mg/kg v 0,1 mmol/I
citratovom pufri (pH 4,5) pocas troch po sebe nasledujucich dni. Aby sa predislo nahlej
hypoglykémii po podani STZ, mysiam sme pocas nasledujlcich 24 hodin podali 10 % roztok
sacharézy. Kontrolné samice dostali rovnaky objem citrdtového pufru. Sest tyidriov po
randomizacii sme samice parili so samcami, ktorych sme kifmili Standardnou stravou
a umiestnili ich spolu v pomere 1:1 na péat dni. Pritomnost vaginalnej zatky sa povazoval za 0.
den gravidity. Den porodu sme povaZzovali za postnatélny der (PND) 0. Ak to bolo mozné, vrhy
sme zredukovali na 4 samice a 4 samce do 24 hodin od narodenia, aby sa zabezpecila
jednotnost v materskej starostlivosti. Pocas celého experimentu sme samice tyZzdenne vazili
a merali hodnoty glykémie. Mladata sme vézili tyzdenne az do usmrtenia na PND28 a glykémiu
merali na PND1 tym, ktoré sme usmrtili pri redukovani, pri odstave na PND21 a pri usmrteni
na PND28. Odobraté vzorky plazmy na biochemické a molekularne analyzy sme uskladnili pri
teplote -80 °C. Extraceluldrnu DNA sme izolovali komerénym kitom QIAGEN a koncentraciu
sme stanovili fluorometricky. Frakcie jadrovej a mitochondridlnej DNA sme vyhodnotili
pomocou PCR v realnom ¢ase (11) na Mastercycler realplex 4 (Eppendorf, Hamburg, Nemecko)
a Sso Advanced Universal SYBR Green Supermix (Bio Rad Laboratories, Hercules, CA, USA).
Aktivitu neSpecifickej deoxyribonukledzy (DN&zy) sme stanovili pomocou metddou
jednoduchej radidlnej enzymovej difuzie (12) s pouZitim zeleného fluorescencného farbiva
GoodViewTM (SBS Genetech, Peking, Cina). Koncentraciu inzulinu sme merali pomocou
stpravy ELISA pre potkany/mysi (Mercodia AB, Uppsala, Svédsko) podla indtrukcii vyrobcu.

Data sme vyhodnotili pomocou Statistického softvéru GraphPad Prism 9 (GraphPad Software
Inc., USA). Telesnti hmotnost matiek sme hodnotili pomocou dvojfaktorovej analyzy rozptylu
s opakovanymi meraniami (ANOVA). Ostatné Udaje sme analyzovali pomocou dvojfaktorovej
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ANOVA s diétou a pohlavim ako fixnymi faktormi, po ktorej nasledoval Sidakov post hoc test.
Udaje uvadzame ako priemer a $tandardna odchylka (SD). Udaje o mimobunkovej DNA a jej
komponentoch prezentujeme ako priemer a Standardna chyba merania (SEM). Hodnoty p <
0,05 sme povaZovali za Statisticky vyznamné.

Vysledky

Jedna samica zo skupiny GDM neotehotnela, preto bola z analyz vylucena. Samice pocas celej
Studie priberali az do p6rodu a po laktacii sa hmotnost stabilizovala (obr. A, p < 0,001), ale
medzi skupinami sa nepreukazal Ziadny rozdiel. Od prvého tyZzdna tehotenstva bola glykémia
vyssia u samic s GDM v porovnani so skupinami CTRL a FFD (15,3 +5,0vs. 7,7+ 0,4 vs. 6,9 £
0,4 mmol/l). Glykémia dosiahla maximum v druhom tyzdni (23,3 + 4,0 vs. 7,5+ 0,7 vs. 5,9
0,6 mmol/l) a pretrvavala aj po obdobi laktacie (obr. 1B). Prijem kaldrii sa v priebehu
experimentu medzi skupinami nelisil (obr. 1C), hoci FFD a GDM matky konzumovali vyznamne
viac tuku v porovnani s CTRL samicami (obr. 1D, p < 0,001 v oboch pripadoch).
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Obr. 1. Vysledky matiek. A. Hmotnostna krivka: pdicta = 0.808, peas < 0.001, paiéta* cas interakcia =
0.107; B. glykémia: pdicta = 0.013, p cas = 0.045, pdi¢ta* ¢as interakcia < 0.001; C. Prijem kaldrii pocas
experimentu: pgista = 0.883, p tas < 0.001, pdicta* tas interakcia = 0.540; D. Prijem tukov pocas
experimentu: pgiéta < 0.001, peas < 0.001, pdi¢ta* ¢as interakeia < 0.001; * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p
<0.001.

V priebehu sledovania sa telesnda hmotnost v3 skupinach samicich potomkov nelisila
vyznamne. Tri skupiny sam¢ich potomkov mali pri narodeni podobnu telesnd hmotnost. Od
PND8 do konca studie boli potomkovia matiek s GDM [ahsi v porovnani s ich rovesnikmi z CTRL
a FFD skupin (p < 0,001, v oboch pripadoch). Pri ukonceni pokusu (PND28) dosahovali
najvy$siu hmotnost samce od matiek konzumujdcich FFD. Prijem kaldrii sa tyzderi po odstave
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medzi skupinami vyznamne nelisil u samcov, ani u samic. V PND28 mali samci vyssiu glykémiu,
inzulinémiu a pomer inzulin ku glukéze, v ramci pohlavi sme vSak nepozorovali vyznamny
rozdiel medzi skupinami (data neudavame).

Koncentracie ecDNA (obr. 2A), ani jej komponenty - jadrova (obr. 2B), mitochondridlna DNA
(obr. 2C), ¢i pomer ncDNA k mtDNA (obr. 2D) neboli vyznamne ovplyvnené materskymi
faktormi. DNazova aktivita bola vyssia u CTRL samic v porovnani so samicami FFD (obr. 2E, p <
0,05).
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Obr. 2. Extracelularna DNA and DN&zova aktivita u potomkov. A. Koncentracia ecDNA: pgieta =
0.631, ppohlavie = 0.537, Pdicta*pohlavie interakcia = 0.916, B. koncentracie nukledrnej DNA: picta
0.302, ppohlavie = 0.033, pdicta*pohlavie interakeia = 0.215, C. koncentracia mitochondridlnej DNA: puista
=0.625, ppohiavie = 0.486, Paiéta*pohlavie interakcia = 0.576, D. pomer mitochondrialnej ku nukledrnej
DNA: pdicta = 0.957, Ppohlavie = 0.104, pdicta*pohlavie interakcia = 0.449, E. DN4zova aktivita: pdieta =
0.438, Ppohlavie= 0.187, Pdiéta*pohlavie interakcia = 0.048; * p <0.05.

Diskusia

Vyvinova hypotéza o poOvode zdravia a chorob predpokladd, Ze intrauterinné a skoré
postnatalne stresory mozu prostrednictvom vyvinovej plasticity zvysit riziko vzniku
chronickych ochoreni v neskorSom veku (13). GDM predstavuje najcastejSiu komplikdciu
tehotenstva, ktora celosvetovo postihuje tri aZ 14 % tehotenstiev a vedie k zavainym
metabolickym ochoreniam matky aj potomkov (14). V tejto studii sme pouzili nutri¢no-
chemicky model GDM, aby sme zistili vplyv hyperglykémie matky pocas tehotenstva na
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zdravie potomstva. Matky konzumovali FFD s vysokym obsahom nasytenych tukov vo forme
homogenizovanych cheeseburgerov prekoncepcne a pocas tehotenstva. Tento typ stravy v
nasom experimente neviedol k obezite, kaloricky prijem matiek bol podobny v porovnani s
matkami na Standardnej strave, ale prijem tukov bol vyrazne vyssi. Nutricny GDM sa
u hlodavcov indukuje stravou s 50 - 60 % obsahom tuku, najma loja, ¢o nezodpoveda nezdravej
fudskej strave. My sme sa rozhodli aplikovat typ diéty, ktory je podobny stravovacim ndvykom
fudi, a aj obsahom tuku lepsSie zodpoveda vysoko-tukovej strave ludi, kedZe prijem potravy s
obsahom az 60 % tuku neodraza typické stravovacie navyky.

Predpokladali sme, Ze GDM matky povedie k morfologickym a metabolickym zmenam u
potomkov. Zvyseny transplacentarny prenos materskej glukézy stimuluje uvolfiovanie inzulinu
B-bunkami pankreasu plodu. KedZe inzulin je hlavnym faktorom rastu plodu a reguluje systém
inzulinu podobného rastového faktora, v konecnom doésledku vedie k makrozémii plodu (15).
V nasej studii sa pérodna hmotnost potomkov medzi skupinami neliila. V neskorsom obdobi
mali saméie mladata od GDM matiek nizsiu telesnd hmotnost od PND8 aZ do usmrtenia. Nizka
poérodna hmotnost sa spajala s podvyZzivou matiek (16) alebo nekontrolovanym diabetom
pocas gravidity (17), ale v nasej studii sa porodné hmotnosti potomkov nelisili. Faktory veduce
k retarddcii rastu samcich potomkov matiek s GDM v nasej Studii nie su jasné, ale
medzipohlavné rozdiely u potomkov postihujice samce su v literatire popisané a matky
konzumovali FFD pred a pocas gravidity.

U matiek sa GDM vyvinul na konci prvého gestacného tyzdna a glykémia dosiahla najvyssie
hodnoty v druhom gestathom tyZzdni. Tehotné matky trpeli pocas gravidity zadvaZnou
hyperglykémiou, ktord sa udrZiavala po porode aj laktdcii. Z dlhodobého hladiska je potomstvo
rozpore s inymi Studiami, ktoré poukazuju na zhorsenu glukézovu toleranciu u potomkov, ktori
boli pocas vnutromaternicového vyvinu vystaveni hyperglykémii. Predpokladali sme, Ze
zvierata si udrZiavali normoglykémiu prostrednictvom vyssej produkcie inzulinu, ale tuto
tedriu sme nedokazali.

Koncentracie ecDNA su uobéznych fudi avpritomnosti inzulinovej rezistencie vyssie.
V pripade potomkov mysi s GDM sa koncentracie ecDNA ani jej komponentov nelisili, neboli
vsak ani obézni ani inzulin rezistentni. Fragmentacnd analyza (ddta neudavame) vylucila
pritomnost moznych kratkych fragmentov, ktoré qPCR nedokaze zachytit.

Nase vysledky naznaduju, Ze gestacna hyperglykémia matky v nepritomnosti obezity
ovplyvnila hlavne telesnd hmotnost dospievajucich samcov, ktori boli lahs$i v porovnani
s potomkami normoglykemickych matiek. Otazkou vsak je, Ci by tieto rozdiely pretrvavali aj do
dospelosti.
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Uvod

Materska dmrtnost je povaZovana za hlavny ukazovatel Urovne zdravotnej starostlivosti
a zaroven patri medzi veduce pri¢iny smrti u mladych Zien, predovietkym v rozvojovych
krajinach®®. Za materski imrtnost sa povaZuje smrt 7eny pocas tehotnosti a do 42 dni po
skonceni tehotnosti. Celkova materska umrtnost zahffia priamu (Umrtia na ochorenia priamo
sUvisiace stehotnostou), nepriamu (Umrtia na akékolvek ochorenie nesuvisiace
s tehotnostou, ale tehotnost ho negativne ovplyvnila) a ndhodntd Gmrtnost®-2),

a analyzach zameriava na Specifické a neSpecifické materské umrtia, ktoré su potencidlne
odvratitelné adokazu sa dobrou zdravotnou starostlivostou a prevenciou ovplyvnit
a znizovat. So zlepSenim medicinskych $tandardov a zvySenim zdravotného povedomia Fudi,
je mrtnost’ tehotnych Zien z priamych anepriamych pri¢in na relativne nizkej urovni®.
Existuje len mdélo publikdcii a Studii zameriavajucich sa na ndhodné materské Umrtia
nesuvisiace s tehotnostou. Niektoré z tychto umrti moézu byt odvrétitelné, aj ked im nie je
Uplne mozné v niektorych pripadoch predist, alebo ich dobrou zdravotnou starostlivostou
ovplyvnit®). Ndhodné imrtia zahffiaju Gmrtia pri dopravnych nehodach, vrazdy, samovrazdy,
pady a pod. Vedicou nepérodnickou pri¢inou smrti Zien je trauma®),

Vyskyt polytraumy u tehotnych Zien je vzacny. Rizikom pri polytraume je hlavne vznik abrupcie
placenty, ruptliry maternice, retroplacentdrnneho alebo retroperitoneondlneho hematému
a rychly rozdvoj diseminovanej intravaskuldrnej koagulopatie, ktoré sa v mnohych pripadoch
kon¢ia smrtou Zeny aj plodu. K najéastej$im polytraumam patria Grazy pri dopravnych
nehodach - az 70 %, pri€om v 82 % pri nich déjde k umrtiu plodu a v 6-7 % k Gmrtiu Zeny®),
Materské umrtia maju velky dopad na vsetkych clenov rodiny a spolocnosti a ziskavanie
informacii o Specifickych, nespecifickych, ale aj ndahodnych imrtiach a ich pricinach je dolezité
hlavne zhladiska prevencie, liecby acelkového manaimentu pacientok. Na zaklade
kvalifikovanych informacii je vsak mozné prispiet k zniZovaniu Umrtnosti aj v kategorii
nahodnych materskych amrtit,

Material a metody

Retrospektivne boli analyzované pripady materskych umrti v Slovenskej republike (SR)
vrokoch 2007 - 2020 zdatabazy sekcie perinatdlnej mediciny (SPM) Slovenskej
gynekologicko-porodnickej spolo¢nosti (SGPS). Udaje boli ziskané aj aktivnym vyhladavanim
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informacii o nahodnych Umrtiach v sOvislosti s tehotnostou a 3estonedelim
v masovokomunikaénych prostriedkoch. Ani jeden pripad nahodného materského umrtia
nebol nikym hlaseny SPM SGPS.

Vysledky

V sledovanom obdobi v SR bol index materskej umrtnosti (MMR — maternal mortality ratio =
pocet materskych dmrti na 100 000 Zivonarodenych deti) 11,14. Umrelo celkom 87 matiek.
V kategorii priama materska umrtnost umrelo 32 Zien (MMR - 4,09), v kategdrii nepriama
materskd Umrtnost umrelo 46 zien (MMR — 5,89). V kategdrii nahodnd materskd umrtnost
umrelo devét zien (MMR — 1,15). I3lo o Umrtia predovsetkym pri dopravnych nehodach - Sest
Zien (MMR - 0,77), ¢o je 66,6% z celkovej ndhodnej materskej Umrtnosti. V Styroch pripadoch
islo o Umrtie pri havariach autom, v jednom pripade pri havarii na motocykli a jedna tehotnd
bola zrazena autom pri automobilovych pretekoch. Dva pripady materského Umrtia boli
samovrazdy (MMR - 0,26), ¢o je 22,2 % z celkovej nahodnej materskej Umrtnosti. Jeden pripad
bola polytrauma po skoku z vysky a jeden pripad predavkovanie inzulinom. Jeden pripad
(MMR —0,13) bola vrazda Ziarlivym milencom. Vybrané charakteristiky ndhodnych materskych
umrti su uvedené v tab. 1.

Pripad | Pri¢ina Umrtia Vek Gravida | Gestacny
/para vek
1 Autohavdria - ¢elnd zrazka automobilov 36 1/0 35. tyzden
2 Autohavdria 6. mesiac
3 Autohavdria 30 1/0 6. mesiac
4 Autohavdria 7. mesiac
5 Dopravna nehoda motocykla s autobusom 36 m/u 5. mesiac
6 Havaria auta pri pretekoch veteranov 37 m/u 6. mesiac
7 Suicidium — skok z vyky 30 v/l 23. tyzdef
8 Suicidium — predavkovanie inzulinom 36 V/IV 32. tyzden
9 Vrazda zo Ziarlivosti 18 1/0 4. mesiac

Tab. 1: Pri¢iny nahodnych materskych umrti v Slovenskej republike v rokoch 2007 - 2020

Diskusia

Nahodné materské Umrtia su casto podceriované avylucované zo Statistickych udajov
o materskej mortalite. Maju vsak velky vplyv na porozumenie sociadlnej a rodinnej situacie
v jednotlivych krajinach. V niektorych krajinach sa studie ohfadom nahodnych materskych
umrti realizovali. Neexistuju vSak Ziadne konkrétne Udaje, ktoré by ukazali vyvojovy trend
a redlnu situaciu ohladom nahodnych imrti pocas tehotenstva®).

Identifikovanych bolo viacero rizikovych faktorov traumy/nahodnych materskych dmrti pocas
tehotenstva. Medzi ne patria napriklad nizky vek matiek (menej ako 25 rokov), afro-americka
alebo hispanska rasa, uZivanie drog alebo alkoholu, nepouZzivanie bezpeé¢nostného pasu pocas
jazdy autom a nizky socioekonomicky status').
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Tehotné Zeny, na rozdiel od netehotnych, su viac ndchylné na vznik abdominalnej traumy.
Riziko poranenia stupa s dizkou tehotnosti, vzhfadom na zvaiujuci sa plod a maternicu.
V prvom trimestri je riziko traumatického poskodenia matka a plodu 10-15 %, v tretom
trimestri az 50-54 %

NajcastejsSou pri¢inou materskych umrti z ndhodnych pricin st dopravné nehody, a to hlavne
pri Graze hlavy®39), Polytraumatizmus pri dopravnych nehoddach sa podiela 80 % na ndhodnej
materskej umrtnosti, o com svedcia aj vysledky zo SR. Riziko Umrtia matky pri dopravnej
nehode s pouZitim bezpec¢nostnych pasov je 5% a plodu 11 %. Pri nepouZiti pdsov a vymrsteni
z auta Umrtie matky nastane a7 v 33 % a plodu v 47 % pripadov®). V americkej $tudii dokonca
zistili, Ze takmer 20 % traumy pocas tehotenstva bolo spojenych s uzivanim drog u tehotnych
jien, atakmer 13 % suzitim alkoholul®. PouZivanie bezpeénostnych pasov tehotnymi
vyznamne znizuje materskd aj fetdlnu mortalitu. Edukdcia tehotnych pri navstevach v
prenatélnej poradni je vtomto smere velmi délezita: treba tehotnym zddrazfiovat pouZivanie
bezpeénostnych pasov pri jazde autom na ktoromkolvek sedadle pocas celej tehotnosti(®.
V3etky Styri matky, ktoré umreli v SR pri autohavariach, boli priputané bezpe¢nostnymi pasmi.
Druhou najcastejSou pric¢inou traumatickych poraneni v gravidite su pady a potom nasleduju
nasilné inzulty a popdleniny. Pady sa podielaju na nepriamej materskej umrtnosti 4 %.
Frekvencia traumatickych poraneni v gravidite sa odhaduje na 6 — 7 %. Suicidia sa podielaju
na nepriamej materskej imrtnosti 13 %3,

Priblizne 1 milién Zien zaZije pocas Zivota urcity druh nasilia, hlavne zo stany partnera,
a priblizne 1 400 Zien v d6sledku tohto nasilia pride o Zivot. Prevalencia domdaceho nésilia sa
udava 10-30 % a riziko smrti plodu sa udava 5 % .

Penetrujlce zranenia (strelné poranenia a bodné poranenia noZzom) tvoria 3-10 % materskej
traumy, z nich 5 % kon&i smrtou obete).

Boli zaznamenany stupajuci trend na ndhodné Umrtia pocas tehotenstva a vyznamné rozdiely
medzi mestskymi a vidieckymi oblastami. Viac ndhodnych materskych umrti bolo zistenych vo
vidieckych oblastiach, ¢o moézZe suvisiet s nedostatonym rozvojom socidlnej ekonomiky
v tychto oblastiach®,

Zaver

Nahodné materské imrtia vyZaduju vacsiu pozornost a starostlivost spolo¢nosti a je dolezZité
a potrebné ich zahrnut do hldsenia o materskej imrtnosti®®2).,

Prvorady vyznam v manaZmente traumy pocas tehotnosti je hlavne prevencia jej vzniku.
Edukécia Zeny v suvislosti s prevenciou traumy by mala byt sic¢astou prenatalnej starostlivosti
a zahffiat poucenie o pouzivani bezpelnostnych pdsov a vysvetlenie benefitov pre matku
a plod. Ambulantna starostlivost o tehotnu pacientku by mala zahfiat aj skrining domaceho
nasilia, pripadne depresie (riziko suicidia). Zdravotnici takto maju moznost identifikovat Zeny
ohrozené domacim nasilim a poskytnut im néleZitd podporu, poradenstvo a pravne
odporuacania. Pacientky by mali byt poucené o nepriaznivych Gcinkoch uZivania alkoholu
a inych ndvykovych latok v tehotenstve a v pripade potreby by im mali byt poskytnuté socialne
sluzby alebo poradenstvo®™?.
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Uvod

SOSS (Slovak Obstetric Survey System) - pracovna skupina sekcie perinatalnej mediciny (SPM)
Slovenskej gynekologicko-pérodnickej spolocnosti (SGPS) doposial publikovala analyzu
peripartdlnych hysterektémii v rokoch 2012-2016(1).

Peripartalna hysterektémia - PH je jednym z najzavaZznejSich chirurgickych vykonov
v porodnictve. Zena nim straca schopnost reprodukcie, ¢o ma negativny vplyv na jej psychiku,
rodinny Zivot ale aj negativny socioekonomicky dopad na spoloénost. Spaja sa s vy3Sou
materskou a novorodeneckou morbiditou a mortalitou. Vacsinou sa jedna o akutny vykon,
najma ako posledna moznost zdstavy zdvazného porodnickeho krvécania, menej ¢asto pri
infekénych komplikaciach vtehotnosti a Sestonedeli. Zriedkava elektivna PH sa realizuje
hlavne pre tumory krcka a tela maternice, pripadne pre diagnostikovanu zavaznu abnormalnu
invaziu placenty, ktoru nie je mozné riesit konzervativne(2,3).

Celosvetovd priemernd incidencia PH (z dostupnych zdrojov) je 0,9 pripadov na 1 000
Svédsku, 0,2 v Nérsku, Dansku, Skétsku, irsku, Turecku a na Islande. Do 0,5 je aj v Spojenom
kralovstve, Kanade, Austrélii a na Novom Zélande. V USA sa incidencia pohybuje medzi 1 - 3.
Najvyssi vyskyt peripartalnych hysterektémii je v rozvojovych krajinach - 4 v Nigérii, 10 v Indii
a najvyssiu incidenciu uddva Pakistan - 11(4-7).

Material a metody

Retrospektivne boli analyzované jednotlivé pripady PH v SR za roky 2012 - 2020. Udaje boli
ziskané zo Standardizovanych dotaznikov, zaslanych gynekologicko-porodnickymi
pracoviskami k uz predtym hldsenym pripadom SPM SGPS (sekcii perinatdlnej mediciny
Slovenskej gynekologicko-porodnickej spolocnosti), ktoré presli analyzou SOSS (Slovak
Obstetric Survey System — pracovna skupina SPM SGPS) na zaklade definovanych kritérii —
hysterektémia pocas porodu alebo do 42 dni od porodu. Za roky 2012 - 2020 ziskané dotazniky
o PH pokryvali 424 146 (84,34 %) porodov v SR. Podrobnou analyzou pripadov v zaslanych
dotaznikoch boli vyradené duplicitné pripady a pripady s nejasne vyplnenymi Gdajmi. Za
obdobie 2012 - 2020 bolo do analyzy zaradenych celkom 391 pripadov PH.
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Vysledky
Celkova incidencia PH v sledovanom obdobi bola 0,92 na 1000 pérodov. Incidencia PH ma
v SR stUpajuci trend (graf 1).
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Graf 1. Incidencia peripartalnych hysterektémii (na 1000 p6rodov) v SR

priemerom boli 3 kraje — Nitriansky (1,01), Kosicky (1,36) a PreSovsky (1,38) (graf 2).
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Graf 2. Incidencia peripartalnych hysterektomii v krgjoch SR v rokoch 2012-2020
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Tab. 1. Vybrané epidemiologické ukazovatele pripadov peripartalnych hysterektomii
v SR v rokoch 2012-2020

Epidemiologicky Peripartalna hysterektomia Incidencia na 1000 porodov
ukazovatel n %
Vek, roky (n=390)
<14 0 - -
15-19 4 1 0,15
20-24 30 7,7 0,45
25-29 75 19,2 0,59
30-34 120 30,8 0,90
35-39 123 31,5 1,98
>40 38 9,7 3,32
Parita (n=390)
1. rodicka 63 16,2 0,32
2. rodi¢ka 119 30,5 0,80
3. rodi¢ka 96 24,6 1,96
4. rodicka 39 10 2,43
> 5. rodicka 73 18,7 3,76
Gestacny vek, tyzdne (n=391)
<37 152 389 4,84
>37 239 61,1 0,61
Typ tehotnosti (n=391)
Jednoplodova 380 97,2 0,91
Viacplodova 11 2,8 2,04
Novorodenec (n=400)
Zivorodeni 372 93 0,87
Mitvonarodeni 28 7 19,80
Vedenie poérodu (n=391)
SC 321 82,1 2,51
Vaginalne celkom 70 17,9 0,24
Vaginalne 63 16,1 0,22
spont/induk
Vakuumextraktor 2 0,5 0,27
Kliestovy porod 5 1,3 2,3

Na zéklade dat Statistického tradu Slovenskej republiky o porodoch rodiciek rémskeho etnika
v SR bola incidencia PH u tychto rodiciek 11,5 a v ostatnej populdcii 0,68.
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Slovensku narodnost malo 233 (59,6 %) zien s PH, 108 (27,6 %) bolo rémskej etnicity, 6 (1,5
%) madarskej narodnosti a 44 (11,3 %) nemalo narodnost uvedenu. Najvyssie zastupenie bolo
v PreSovskom (37,6 %) a KoSickom kraji (46,9 %), teda v krajoch s najvy$sou incidenciou PH.

Ukoncené vysokoskolské vzdelanie malo 96 (24,6 %) Zien s PH, stredoskolské vzdelanie s
maturitou 118 (30,2 %), strednd Skolu bez maturity 26 (6,6 %) rodiciek a 106 (27,1 %) malo
ukonéend iba zakladnu kolu. Udaj o vzdelani chybal v 45 (11,5 %) pripadoch.

Pravidelné zamestnanie malo 160 (40,9 %) Zien, 128 (32,7 %) bolo nezamestnanych, 9 (2,3 %)
pacientky boli socidlne odkézané a 1 7ena bola bez domova. Udaj chybal v 93 (23,8 %)
pripadoch.

Priemerny vek rodiciek s PH bol 32,6 rokov, najstarsia mala 48 a najmladsia 16 rokov. Najviac
zastupenymi vekovymi skupinami boli pacientky v kategdrii 35-39 rokov (31,5 %) a 30-34
rokov (30,8 %). Incidencia stipala priamotumerne s vekom (tab. 4).

Medzi pacientkami s PH boli najviac zastipené druhorodicky (30,5 %) a tretorodicky (24,6 %).
Incidencia rovnako priamoumerne stlpala s paritou (tab. 1).

V stbore PH bol len 2,8 % vyskyt dvojplodovej tehotnosti, avsak s vyrazne vys$Sou incidenciou
PH v porovnani s jednoplodovu graviditou (tab. 1).

Pred 37. gestatnym tyZzdriom v subore PH porodilo 38,9 % pacientiek svyrazne vysSou
incidenciou PH (tab. 1). Podiel mfvorodenych bol 7 % sincidenciou PH 19,8 na 1 000
mivorodenych (tab. 1).

Predchadzajuci cisarsky rez v anamnéze malo 207 Zien (52,9 %), z toho 102 (49,3 %) jeden
cisarsky rez a 105 (50,7 %) dva a viac cisarskych rezov. Akutny cisarsky rez bol v 66,2 % pripadov
bol a elektivny v 33,8 %. Anamnézu predchadzajlcej operacie na maternici (cisarsky rez,
dilatdcia a kyretaz, myomektdmia, perforacia uteru a iné) malo 262 (67,0 %) Zien.

Cisarskym rezom bolo vedenych 321 (82,1 %) porodov s PH, vaginélne 70 (17,9 %), z toho 7
(1,8 %) boli opera¢né poérody kliestami alebo vakuumextraktorom. Vyrazne vyssia incidencia
PH bola pri pérode cisarskym rezom v porovnani s vaginalnym pérodom (tab. 1).

O elektivhu PH iSlo v 17 (4,4 %) pripadoch (1x uterus ako zdroj sepsy, 3x onkologické
ochorenie, 4x myomatdzny uterus, 9x abnormalne invazivna placenta). Naj¢astejSou pri¢inou
PH bola patoldgia placenty - 53,7 %: v 38,6 % abnormalna invazia placenty, v 24,6 % placenta
praevia, v 14,8 % pripadoch iSlo o kombinaciu abnormdlnej invazie a vcestnej placenty.
Abrupcia placenty bola pri¢inou PH 4,4 %, aténia maternice v 32,8 %, ruptura uteru resp.
dehiscencia v jazve po predchadzajicom cisarskom reze v 13,8 %. V 45,8 % pripadov islo
o totdlnu a v 54,2 % o subtotalnu hysterektémiu.

V 60 (15,4 %) pripadoch PH predchdadzal netspesny pokus pouZitim jedného alebo viacerych
vykonov na zachranu maternice. Najviac pouZivana metdda bola ligacia uterinnych artérii - 25
pripadov, balénova tampondda v 14 pripadoch, kompresna sutura v 11 pripadoch,
podviazanie iliackych artérii - 5 pripadoch, balénova okluzia iliackych ciev v 2 pripadoch, po 1
pripade pokus o sutiru ruptiry maternice a reviziu zavazného poranenia krcka maternice.
Priemerna krvna strata pocas PH bola 1515 ml. Az 357 (91,3 %) pacientok si vyZadovalo
nasledné podanie transfuzie erytrocytov - v priemere 5 transfuznych jednotiek. Trombocytovy
koncentrat bol podany v 14 (3,6 %) pripadoch a ¢erstva mrazena krvna plazma v 272 (69,6 %)
pripadoch. Fibrinogén bol podany v 20,7 % pripadoch a kyselina tranexamova v 22,5 %
pripadoch (poddvanie je sledované od roku 2016).
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Nekomplikovany priebeh Sestonedelia v 169 (43,2 %) pripadoch. Hospitalizovanych na
anesteziologicko resuscitathom oddeleni/klinike alebo jednotke intenzivnej starostlivosti po
PH bolo 144 (36,8 %) pacientok, priom priemerna dizka tejto hospitalizacie bola 2,8 diia.
Reoperovanych bolo 40 (10,2 %) Zien.

PPH je vacsinou akutny, dramaticky vykon v neprehladnom teréne, kde je zvysené riziko
poskodenia okolitych organov a Struktdr. U 49 Zien bol poskodeny jeden alebo obidva
vajecniky, klézii mocového mechura doslo v 33-tich pripadoch, vdvoch pripadoch bol
poskodeny mocovod a v 1 pripade bolo poranené crevo.

Z 233 Zien, ktoré podstupili PH prezilo 385 a zomrelo 6 pacientok (letalita 1,5 %).

Priemerna dizka hospitalizcie po PH bola 7,3 diia (najviac 38 dni a najmenej 1 defi). Priemerna
di*ka je vyznamne ovplyvnend opakovanymi pripadmi s nizkou dizkou hospitalizacie u
nespolupracujicich pacientok, ktoré usli alebo podpisali negativny reverz - 17 (4,3 %)
pacientok.

Diskusia

Slovenska republika s incidenciou peripartalnych hysterektémii 0,92 na 1000 porodov je tesne
nad celosvetovym priemerom(5). Podla INOSS studie (medzinarodna siet sledovania zdvaznej
materskej morbidity) porovnavajucej incidenciu PH v deviatich eurdpskych krajinach, bola
incidencia PH 0,26 aZ 1,07 na 1000 pérodov a SR bola na predposlednom mieste(8).

Priblizne tretina pacientok s PH bola rémskeho etnika, mala ukonéené iba zakladné vzdelanie
a bola nezamestnana. V dotaznikoch z vychodoslovenského regiénu je velké mnoistvo
pozndmok o nespolupraci pacientok, nenavstevovani tehotenskych poradni a predéasnom
ukonceni hospitalizacie po hysterektomii (Utek z porodnice alebo podpisanie negativneho
reverzu). Rébmske etnikum s nizkym vzdelanim, s nizkym socidlnym statusom, multiparita
a nenavstevovanie prenatalnej poradne sa javia byt vyznamnymi rizikovymi faktormi.

Prvorodicky tvorili len 16,2 % rodiciek s PH v SR. Priama Umera medzi incidenciou a stupajlcou
paritou ddva za pravdu tvrdeniu, Ze parita je vyznamnym rizikovym faktorom. Treto- a
viacrodic¢ky maju viac ako 2-ndsbne vyssie riziko PH(6).

Napriek tomu prave prvorodicky su najviac dotknuté odstranenim maternice. Zo 63
prvorodiciek Styri porodili mftvy plod. Ostali teda bez potomka a bez mozZnosti sa dalej
reprodukovat. Preto je dbleZité v pripade indikovania PPH brat do Uvahy aj tuto skuto¢nost.

Dalsim rizikovym faktorom PH v slovenskej populacii je vek. Incidencia PH v SR priamotmerne
stupa s vekom rodiciek.

Délezitym rizikovym faktorom je aj spésob vedenia pérodu. Viac ako 4/5 pripadov PH boli pri
porode vedenom cisarskym rezom, s vyrazne vyssou incidenciou v porovnani s vaginalnym
poérodom. Riziko PH stupa viac ako 4-nasobne pri prvom a takmer 8-nasobne pri opakovanom
cisarskom reze(6).

Jazva na maternici zvySuje riziko patologickej placentdcie a abnormalnej invazie placenty,
dvoch hlavnych rizikovych faktorov zavazného porodnickeho krvécania a PH(5,9). Z PH bola
viac ako polovica pacientok s anamnézou predchadzajuceho cisarskeho rezu a dve tretiny
rodiciek s akymkolvek predchadzajucim chirurgickym zakrokom na maternici. S globalnym
narastom frekvencie cisarskeho rezu preto pozorujeme v stéasnej dobe aj ndrast incidencie
PH, pricom hlavnou indikaciou je patoldgia placenty(6,10).
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V rozvojovych krajinach, kde su nedostupné uterotonické lieky a nedostato¢na zdravotna
starostlivost veduca k prolongovanym a tazkym pérodom, dominuje atdénia a ruptura
maternice(5,6).

Pouzivanie uterokinetik v SR by sa malo riadit odpori¢anym postupom publikovanym vo
vestniku Ministerstva zdravotnictva SR(11). Nie vo vSetkych pripadoch vsak bol tento postup
plne akceptovany. Napriek tomu, Ze WHO odporuca intravendzne podanie kyseliny
tranexamovej do 3 hodin od pérodu plodu ako Standardny postup na zvladnutie zavazného
porodnickeho krvacania, v SR bola kyselina tranexamovd pouZitd len v 11 (22,5 %)
pripadoch(12).

Dalsim krokom pred PH su intervencie zachovavajtice uterus. SR pri pouzivani tychto technik
vyrazne zaostava. Pri hodnoteni PH si zmapované iba tie, ktoré boli pouzité v snahe zachranit
uterus, ale s neuspesnym koncom.

Zaver

V dosledku stupajuceho trendu frekvencie cisarskych rezov a priemerného veku rodiciek
mbZeme ocfakavat narast patologickych stavov veducich k peripartalnej hysterektomii,
predovsetkym abnormalne invazivnej placentéacie. Z analyzovanych protokolov sa ukazuju
rezervy v manazmente zdvazného peripartalneho krvacania v suvislosti s inymi patologickymi
stavmi (predovietkym abnormdlnou invéziou placenty) a sprdvnom poufZiti dostupnych
medikamentdznych a chirurgickych metdd s ciefom zachovat maternicu. Zdokonalenie sa v
manazmente v tychto bodoch by mohlo viest k znizeniu poétu PH.

Podporené ciastocne grantom Univerzity Komenského UK/319/2021 s nazvom Analyza
zavaznej materskej morbidity v Slovenskej republike (interdisciplinarna spoluprdca pri
zefektivneni metodiky spracovania dat).

Zoznam pouZitej literatury

1. Adamec A, Korbel M, Kristufkovd A, et al.: Analyza pripadov peripartalnej
hysterektomie v Slovenskej republike v rokoch 2012-2016. Gynekol prax 2020; 18(2):
98-102.

2. Amarin Z.0. Peripartum Hysterectomy. In: Amarin, Z.0: Approaches to Hysterectomy.
London: IntechOpen 2015, 139-166.

3. Rossi A.C, Lee R.H, Chmait R.H, et al.: Emergency postpartum hysterectomy for
uncontrolled postpartum bleeding: A systematic review. Obstet Gynecol 2010; 115(3):
637-644.

4. Euro-Peristat Project with SCPE and EUROCAT. European Perinatal Health Report.
Health and care of pregnant women and babies in Europe in 2010. May 2013. Dostupné
na http://www.europeristat.com/our-indi cators/euro-peristat-perinatal -heal th-
indicators-2010.html.

Adam Adamec, Maria Vargova, Dominika Kotrikova, Liam McCullough, Diana Kandasovd, Jakub Danis, Miroslav
Korbel (2023) Analyza peripartalnych hysterektomii v Slovenskej republike v rokoch 2012-2020. Zbornik
vedeckych prac. 60. fakultna konferencia Studentskej vedeckej odbornej ¢innosti a XVII. vedeckd konferencia
doktorandov LF UK. Univerzita Komenského v Bratislave



130

5. Vanden Akker T, Brobbel C, Dekkers O.M, et al.: Prevalence, Indications, Risk Indicators,
and Outcomes of Emergency Peripartum Hysterectomy Worldwide: A Systematic
Review and Meta-analysis. Obstet Gynecol 2016; 128(6): 1281-1294.

6. Knight M, Kurinczuk J.J, Spark P, et al.: Cesarean delivery and peripartum hysterectomy.
Obste Gynecol 2008; 111(1): 97-105.

7. Joseph K.S, Rouleau J, Kramer M, et al.: Investigation of an increase in postpartum
haemorrhage in Canada. BJOG 2007; 114(6): 751-759.

8. Kallianidis AF, Maraschini A, Danis J, et al.: Epidemiological analysis of peripartum
hysterectomy across nine European countries. Acta Obstet Gynecol Scand 2020;
99(10): 1364-1373.

9. Knight M.: Peripartum hysterectomy in the UK: Management and outcomes of the
associated haemorrhage. BJOG 2007; 114(11): 1380-1387.

10. Adamec A, Vargova M, Nizianskd Z, et al.: Peripartdlna hysterektomia. Slov Gynek
P6rod 2019; 26(4): 197-202.

11. Odborné usmernenie Ministerstva zdravotnictva Slovenskej republiky pre prevenciu,
diagnostiku a lieCbu peripartalneho krvacania. Vestnik MZ SR 2014, Ciastka 35-36.

12. WHO. Updated WHO Recommendation on Tranexamic Acid for the Treatment of
Postpartum Haemorrhage. Highlights and Key Messages from the World Health
Organization’s 2017 Global Recommendation. World Health Organization 2017.
Dostupné na https.//apps.who.int/iris/bitstream/handle/10665/259379/WHO-RHR-
17.21-eng.pdfisequence=1. 19.5.2020

Adam Adamec, Maria Vargova, Dominika Kotrikova, Liam McCullough, Diana Kandasovd, Jakub Danis, Miroslav
Korbel (2023) Analyza peripartalnych hysterektomii v Slovenskej republike v rokoch 2012-2020. Zbornik
vedeckych prac. 60. fakultna konferencia Studentskej vedeckej odbornej ¢innosti a XVII. vedecka konferencia
doktorandov LF UK. Univerzita Komenského v Bratislave



131

18. Materska mortalita po technikach asistovanej reprodukcie v Slovenskej
republike v rokoch 2007 — 2018

MUDr. Diana Kanasova

Spoluautori: Adam Adamec, Mdria Vargova, Dominika Kotrikovd, Liam McCullough, Jakub
Danis
Skolitel: doc. MUDr. Miroslav Korbel, CSc.

Uvod

Zvysena incidencia gravidit po technikdch asistovanej reprodukcie (ART - assisted
reproductive technologies) je evidentna. V sicasnej, modernej dobe je posuvanie rodenia do
vyssich vekovych kategdrii Standardom. Od roku 1990 do roku 2019 sa priemerny vek rodicky
v Slovenskej republike (SR) posunul z 25,1 na 29,7 rokov. V SR v roku 2019 vo veku 20-29 rokov
porodilo 44 %, ale vo veku 30 a viac rokov 49,9 % rodiciek. Odkladanie pérodu do vyssieho
veku prispieva k narastu gravidit po ART. Rocne sa narodi technikami in vitro fertilizacie (IVF)
viac ako 8 miliénov deti. Pérody po ART predstavuiju v niektorych krajinach EU (Eurdpskej Gnie)
5 -6 % zo vsetkych pérodov, po IVF 2 -4 % (v SR 1,7 — 2 % v rokoch 2015 — 2019). Vy3si vek
rodiciek so sebou vsak nesie ivyssie riziko vyskytu zdvaznych komplikdcii, ktoré vyrazne
ovplyviiuju materski morbiditu i mortalitu. Materska morbidita a mortalita je vyssia
u pacientok vo veku nad 40 rokov, pri viacplodovej gravidite a ART, pricom vyssia morbidita je
popisovana po invazivnych technikach (IVF) ako po neinvazivnych. Suvislost treba hladat
najma s ovarialnou stimuldciou, chirurgickou intervenciou a samotnou graviditou.

Material a metody

Sekcia perinatalnej mediciny (SPM) Slovenskej gynekologicko-porodnickejspoloénosti (SGPS)
v obdobi rokov 2007 — 2018 registrovala spolu 84 materskych umrti. Udaje o materskej
umrtnosti boli ziskané z niekolkych zdrojov: 1) hlasenia pérodnickych pracovisk,kde k imrtiu
doslo, 2) hlasenia pérodnickych pracovisk, ak k Gmrtiu doslo na inom oddeleni nemocnice, 3)
osobné informacie od niektorych gynekoldgov,4) porovnanie dat SPM s oficialnymi
Statistickymi zdrojmi, 5) aktivne péatranie SPM v spadovych zdravotnickych zariadeniach na
zdklade zachytenych medidlnych sprav o materskom umrti. Materskd Umrtnost bola
hodnotena indexom materskej Umrtnosti (MMR — maternal mortality ratio) na 100 000
Zivonarodenych deti. Hodnotené bolo aj MMR po ART na 100 000 Zivonarodenych deti po ART,
na 100 000 gravidit po ART.

Vysledky

V obdobi rokov 2007 — 2018 bolo evidovanych 9731 porodov po ART. Za uvedené obdobie
boli zistené dve materské umrtia u pacientok v graviditach po ART. MMR v graviditach po ART
bolo 13,7/100 000 zivonarodenych deti po ART a po spontdnnom pocati bolo MMR 12,6/100
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000 Zivonarodenych deti. MMR v graviditdich po ART bolo teda vysSie v porovnani so
spontannou koncepciou.

V prvom pripade Umrtia po ART $lo o graviditu po intrauterinnej insemindcii u 37 ro¢nej Zeny.
Priebeh gravidity bol nekomplikovany, krvny tlak (TK) v medziach normy. Gravidita bola
ukoncend cisarskym rezom pre hroziacu intrauterinnd hypoxiu plodu v 41. gestacnom tyzdni
a narodil sa zdravy donoseny novorodenec. Hodinu po operacii zacali u pacientky bolesti hlavy
aTK stdpol na 180/120 mmHg. Po intravendznej antihypertenzivnej terapii bol tlak
stabilizovany. Tri hodiny po operacii pri TK 137/86 mmHg upadla pacientka do bezvedomia
a objavili sa tonické krce. Vysetrenie pocitacovou tomografiou (CT angiografia) odhalilo
rozsiahlu atypicki hemoragiu fronto-temporo-parietdlne v oblasti corpus calosum, edém
mozgu a aneuryzmu arteria pericallosa. Napriek dekompresivnej bifrontalnej kraniektomii
stav progredoval do maligneho edému mozgu a pacientka umrela. Patologicko-anatomicka
pitva odhalila angiomatdézny meningedm frontdlnej oblasti mozgu viavo so
subarachnoidalnym krvacanim.

V druhom pripade $lo o33 ro¢nu Zenus graviditou po IVF. Priebeh gravidity bol do 31.
gestacného tyzdna nekomplikovany. V 32. gestacnom tyZdni sa zacali u pacientky teploty
a kasel, stav bol hodnoteny ako virdza, ktora ale progredovala pod antibiotickou lie¢bou do
bronchopneumonie, respiraénej insuficiencie a kardiopulmonalneho zlyhdvania. Z vitdlnej
indikacie matky bola gravidita ukoncend cisarskym rezom, narodil sa prematurny
novorodenec (ktory bol po piatich tyZzdiioch prepusteny domov v dobrom stave). V dalSom
pooperacnom obdobi stav progredoval (napriek nasadenej antivirotickej liecbe), pridruzila sa
mykotickd, neskor bakteridlna superinfekcia. Pacientka existovala pod obrazom septicko-
toxického 3Soku. Virologickym vySetrenim a patologicko-anatomickou pitvou bola
diagnostikovana bilateralna bronchopneumdnia na podklade virusovej infekcie HIN1.

Diskusia

V doposial publikovanych datach o materskej mortalite po ART su zaznamenané protichodné
vysledky (tab.1). V niektorych S$tddidach bola materskd mortalita po ART vyssia oproti
vSeobecnej populacii, v inych bez rozdielu a v niektorych dokonca nizsia. V studii z Holandska
v rokoch 1984 - 2008bola dokdzanad materska mortalita - MMR 25,7/100 000 IVF gravidit,
pricom vo vieobecnej populécii bolo MMR 10,9/100 000 gravidit po spontdannom pocati.
Vy$8iu umrtnost matiek po IVF autori pripisali ,,efektu nezdravej Zeny — unhealthy female
effect”, t.j. vy$Siemu veku Zien, pridruzenym ochoreniam, vyssiemu poctu cisarskych rezov
avy$éiemu poctu viacplodovej gravidity. Standardizovany index uUmrtnosti (SMR —
standardized mortality ratio - vyjadruje pomer pozorovanych umrti v skimanej skupine k
ocakdvanym Uumrtiam vo vSeobecnej populdcii) bol vsak nizsi po lie¢be IVF — odhadovala sa na
0,4. V tureckej studii v rokoch 2007 — 2014 bolo MMR po ART 20,6 a vo vieobecnej populacii
bolo MMR 17,2/100 000 Zivonarodenych deti. Autori predpokladali, Ze tehotné Zeny po ART
maju zvySené riziko materskej mortality, hoci toto riziko nebolo Statisticky signifikantne vyssie
oproti vSeobecnej populdcii. Hlavnou pri¢inou materskej Uumrtnosti v boli hypertenzné
ochorenia, plicna embdlia a kardiovaskularne ochorenia. Vo Svédskej studii gravidit po IVF
v rokoch 1982 — 2001neboli zaznamenané rozdiely v materskej mortalite oproti vSeobecnej
populdcii. Veducou pri¢inou materskej mortality boli malignity (45 %), 21 % tvorili ndhodné
umrtia (dopravné nehody a suicidid) a 12 % kardiovaskularne ochorenia. V japonskej studif
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jedno- a viac plodovych gravidit po ART - indukcii ovulacie, IVF, intracytoplazmatickej injekcii
spermii (ICSI) v rokoch 2011 — 2014 bola nulovd materska imrtnost, pricom vo vSeobecnej
populacii bolo MMR 11,2/100 000 Zivonarodenych deti. Naopak v studii z Austrélie
u pacientok po IVF do roku 1993 bol dokézany signifikantne nizsi vyskyt materskej mortality
po ART ako v skupine pacientok vo vSeobecnej populécii. SMR u Zien po IVF (bez ohladu na
pri¢inu Umrtia) bol signifikantne nizsi (0,58) v porovnani s kontrolnou skupinou v rovnakom
veku (0,62). Autori Studie to vysvetlili ,,efektom zdravej Zeny — healthy women effect”, ¢o
znamena, Ze ART lie¢ba bola zacatd u komplexne vySetrenych a zdanlivo zdravych Zien. Dobré
zdravie bolo teda povaZované za prerekvizitu na zacatie ART liecby.

V SR vrokoch 2007 - 2018 umreli dve zeny po ART - MMR po ART bolo 13,7/100 000
Zivonarodenych deti po ART. Po spontannom pocati bolo MMR 12,6/100 000 Zivonarodenych
deti. MMR po ART bolo teda nevyznamne vyssSie. Aky bol vSak stvis materskej umrtnosti
s ART? Meningedmy st tumory s nizkym stupfiom malignity a dobrou prognézou. Castejsie
postihuju Zeny ako muZov (vpomere 2:1) zvyCajne az v 7.-8. decéniu. Ich vyskyt
v reprodukénom veku u Zien vo veku 35 - 44 rokov sa udava 2,6/100 000. Vyskyt v gravidite sa
odhaduje na 5,6/100 000 gravidit. Ich spravanie v gravidite je odlisné ako mimo gravidity, ¢o
moze viest az kfatalnym nasledkom. Rast meningeémov je vyraznejsi v progesterdn-
dominantnej lutedlnej faze menstruacného cyklu a obdobneaj v gravidite, najma v jej druhej
polovici. Az 80 % benignych meningedmov exprimuje progesterénové receptory, ktoré boli
dokdazané aj imunohistochemicky. Z hladiska patofyziol6gie meningedmov sa priklada vyznam
znizenej produkcii albuminu a zvySenému celkovému obsahu vody v tele gravidnej Zeny.
PovaZuje sa to za jednu zhlavnych pri¢in vzniku peritumorézneho edému mozgu, ktory
sprevadza najma angiomatdzne a sekrecné meningidmy. Rapidne vaskuldrne zmeny, najma
zvySend vaskularita afokdlne patologické alteracie (intra- a extracelularny edém) boli
signifikantne castejSie u tzv. gestatnych meningedmov. Angiomatdzne meningeémy (50 %
tumoru tvori vaskuldrna zlozka) tvoria cca 2,1 % vSetkych meningeémov. V pripade tohto
umrtia je suvislost medzi graviditou a akceleraciou rastu angiomatézneho meningeému velmi
pravdepodobna. Natiskaju sa dve otazky: 1. aky by bol osud tejto Zeny, keby neotehotnela —
kolko rokov by sa doZila?, 2. zabrénila by vedomost o tejto diagndze pacientke/lekarom pri
asistencii jej otehotnenia?

V druhom pripade Umrtia v gravidite po IVF bola pri¢inou chripka HIN1. V tom roku umrelo
celkom $est tehotnych na chripku H1IN1, z toho iba jedna po ART. Statisticky bolo MMR na
chripku HIN1 po ART 80,5/100 000 deti narodenych po ART, ale vo vSeobecnej populdcii
8,8/100 000 Zivonarodenych deti. Strohé matematické hodnotenie by bolo, Ze MMR na
chripku HIN1 bolo priblizne 9-ndsobne vyssie ako po spontannej gravidite. Narodenych deti
po ART vsak bolo priblizne 45-nasobne menej ako po spontannej gravidite. V tomto pripade
bola $anca na Umrtie v gravidite pravdepodobne rovnaka ¢i Slo o spontannu graviditu alebo
po ART. Aj tu vSak zostane nezodpovedana otazka, ¢i by Zena bola umrela na chripku HIN1
keby nebola tehotna?

Celkové MMR v SR v rokoch 2007 - 2018 bolo 12,6/100 000 Zivonarodenych deti a po
spontannom pocati tiez 12,6/100 000 Zivonarodenych deti. MMR po ART bolo v tom istom
obdobi iba 0,3/100 000 Zivonarodenych deti, ale 13,7/100 000 narodenych deti po ART.
Interpretacia materskej Umrtnosti po ART iba na zaklade strohych Cisiel moze viest k spornym
vysledkom. Je preto velmi doéleZitd detailnd analyza pri¢in tychto umrti arozvaina
interpretdcia ziskanych dat.
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Tab. 1. Ukazovatele materskej mortality v SR a niektorych krajinach

Ukazovatel Krajina
SR Holandsko | Turecko | Japonsko | Australia
MMR vo vieobecnej populacii/100 000 | 12,6 17,2 11,2
Zivonarodenych
MMR po ART/100 000 zivonarodenych | 0,3 20,6
MMR po ART/100 000 deti po ART 13,7
MMR po ART/100 000 gravidit po ART | 20,6 | 25,7
MMR vo vieobecnej populacii/100 000 10,9
spontannych gravidit
SMR po ART 0,4 0,58
SMR vo vSeobecnej populacii 0,62

MMR - maternal mortality ratio, ART — assisted reproductive technologies, SMR - standardized
mortality ratio, SR — Slovenska republika

Zaver

Otvorend otazka stale zostava, ¢ vy$Siu materski morbiditu po ART mozno pripisat
,nezdravému Zenskému efektu — unhealthy female effect” (vy$Siemu veku pacientok,
CastejSiemu vyskytu pridruzenych ochoreni, viacplodovej gravidite, vyssiemu poctu cisarskych
rezov) alebo samotnym technikdm asistovanej reprodukcie.
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Uvod

Praca analyzuje pripady, ktorych klinicky stav a komplikacie si vyZzadovali naslednu liecbu na
jednotkach intenzivnej starostlivosti a anesteziologicko-resuscitaénych pracoviskach (JIS)
v porodniciach Slovenskej republiky (SR). The Slovak Obstetric Survey System (SOSS) -
pracovna skupina sekcie perinatalnej mediciny (SPM) Slovenskej gynekologicko-pérodnickej
spolocnosti (SGPS) zhromazduje Udaje o zdvainych akdtnych materskych morbiditach v
SR a analyzuje ich od roku 2012.

Material a metody

Retrospektivna analyza pripadov transportu rodiciek na JIS za roky 2012-2020 v SR. Udaje boli
ziskané zo Standardizovanych dotaznikov pracovnej skupiny SOSS. Prvotné informacie
o transportoch boli ziskané z perinatologickych hldseni zasielanych SPM SGPS. Nasledne sa
porodnickym pracoviskdm zaslali Standardizované dotazniky k hldasenym pripadom. Vratené
dotazniky boli analyzované komisiou SOSS podla definovanych kritérii.

Vysledky

V sledovanom obdobi bolo na JIS transportovanych 625 rodiciek. Data z odpovedajtcich
pérodnickych pracovisk pokryvali 424 146 (84,3 %) porodov. D6vody transportu rodiciek boli
rozdelené do 9 kategodrii: porodnicke krvacanie (a diseminovana intravaskularna
koagulopatia), hypertenzné ochorenia, tromboembdlia, kardiovaskuldrne ochorenia, sepsa
a zdvazné infekcie, metabolické ochorenia, anestéziologické komplikacie pri cisarskom reze,
gastroenterologické problémy ainé. Celoslovenskd incidencia transportov bola 1,4/1000
pérodov. Incidencia sa pohybovala od 0,4/1000 pérodov v Tren¢ianskom po 2,5/1000 pérodov
v Nitrianskom kraji. Zo vSetkych transportov v SR ich bolo najviac v KoSickom kraji (16,9 %) a
najmenej v Trencianskom kraji — 3,0 %. Po cisarskom reze bolo najviac transportovanych
v Nitrianskom kraji - 80 %, najmenej v Banskobystrickom kraji — 52,2 %. Najviac transportov
u prvorodiciek bolo v Bratislavskom kraji 72,6 %, najmenej v PreSovskom - 33,8 %.
U viacrodi¢iek bolo najviac transportov v Trencianskom kraji — 58,8 %, najmenej
v Bratislavskom kraji — 24 %. Zeny rémskeho etnika sa na transportoch podielali 11,7 %, najviac
v Presovskom kraji 29,6 % a v KoSickom 20 %.
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Dovod transportu Kraj Slovenska
nalIS BA T NR N BB ZA PO KE republika

% % % % % % % % n %
1. Pérodnicke krvacanie 26,1 | 49,2 | 283 |473 | 686 |773 |481 |51,8 |308 |49.2
Ruptdry uteru 2,3 4,6 0,9 0 8,9 3,1 7,4 3,7 23 3,6
Abrupcia placenty 4,7 9,2 3,7 0 104 |72 9,8 7,5 44 7,0
Abnormdilne acreta 3,5 9,2 2,8 105 | 7,4 8,2 6,1 3,7 36 5,7
invazivna increta 0 0 1,8 10,5 | 2,9 31 |12 |18 |12 1,9
placentdcia  "porcrerq 11 |o 18 |0 29 |o 12 |09 |7 1,1
Atdnia uteru 1,1 4,6 1,8 0 5,9 19,5 | 61 11,3 | 46 7,3
Placenta praevia 59 4,6 1,8 5,2 59 3,1 2,4 2,8 23 3,6
Popérodné krvdcanie 5,9 12,3 | 10,3 15,7 | 26,8 30,9 | 11,1 | 19,8 | 105 16,8
DiC 1,1 4,6 2,8 5,2 0 2,0 2,4 0 12 1,9
2. Hypertenzné ochorenia v gravidite | 19,0 | 29,2 | 49,0 15,7 | 16,4 | 7,2 19,7 | 28,3 | 154 24,6
Preeklampsia 7,1 9,2 12,2 |0 2,9 1,0 4,9 7,5 40 6,4
Eklampsia 4,7 10,7 | 6,6 5,2 4,4 3,1 7,4 14,1 | 46 7,3
HELLP 5,9 3,0 21,6 10,5 | 89 3,1 4,9 1,8 47 7,5
Artériova hypertenzia 1,1 6,1 8,4 0 0 0 2,4 4,7 21 3,3
3. Tromboembolické 4,7 4,6 1,8 5,2 0 3,1 6,1 1,8 20 3,2
4. Kardiovaskularne 13,0 | 4,6 2,8 0 1,4 0 3,7 2,8 24 3,8
5. Sepsa + infekcie 7,1 1,5 2,8 10,5 | 4,4 2,0 6,1 6,6 29 4,6
6. Metabolické 3,5 0 2,8 5,2 0 3,1 1,2 0 11 1,7
7. Anesteziologické 7,1 6,1 4,7 0 0 0 3,7 1,8 20 3,2
komplikacie pocas SC
8. Gastroenterologické 4,7 1,5 2,8 0 2,9 0 1,2 0 11 1,7
9.Iné 14,2 | 3,0 4,7 15,7 |59 7,2 9,8 6,6 48 7,6
Ukazovatel
Incidencia transportov 0,12 | 1,6 2,5 0,4 1,4 1,8 1,21 1,4 625 1,4
(na 1 000 poérodov)
Podiel transportov (%) 13,4 | 10,4 | 16,9 3,0 10,7 15,5 | 12,9 | 16,9 | 625 100
Priemerny vek 319 | 31,3 | 30,2 31,7 | 31,6 31,2 | 30,1 | 298 |308
Nadhmotnost a obezita 506 |70,2 |684 |705 |650 |764 |746 |61,0 |370 |594
Transporty po SC 71,4 | 78,4 | 80,0 68,4 | 52,2 63,9 | 72,8 | 66,0 | 435 69,6
Prvorodicky 72,6 | 47,5 | 489 41,1 | 50,0 |42,6 |338 |415 | 263 47,7
Viacrodi¢ky 27,4 | 524 |51,1 |588 500 |573 |662 |485 |288 |522
Rémske etnikum 2,4 4,6 8,4 0 15,1 2,9 29,6 |203 |73 11,7
Umrtnost 1,2 15 2,8 58 0 0 7,4 2,7 15 2,4

Tabulka 1. Vybrané charakteristiky transportov 625 rodiciek na JIS v SR v rokoch 2012-2020

(zdroj: SOSS)

JIS — jednotka intenzivnej starostlivosti, DIC — diseminovana intravaskuldrna koagulopatia,

SC — sectio caesarea, BA — Bratislavsky, TT — Trnavsky, NR - Nitriansky, TN — Trenciansky, BB -
Banskobystricky, ZA - Zilinsky, PO - Predovsky, KE - Kosicky
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V Bratislavskom kraji sa na transportoch podielalo porodnicke krvacanie v 26,1 %
pripadov, hypertenzné ochorenia rodiciek v 19,0 %, 71,4 % bolo po cisdrskom reze. Najviac
transportov bolo vo vekovej kategdrii 30-34 rokov - 39,2 % a u prvorodiciek 72,6 %. Obezitu
a nadhmotnost malo 50 % rodiciek a z transportovanych umrela jedna rodi¢ka. V Trnavskom
kraji 49,2 % transportov bolo z dovodu pérodnickeho krvacania, 29,2 % pre hypertenzné
ochorenia a 78,4 % pacientok bolo transportovanych po cisarskom reze. Najviac transportov -
35,3 % bolo vo vekovej kategdrii 30-34 rokov a u viacroditiek — 52,4 %. Obezitu a nadhmotnost
malo 67,6 % a ztransportovanych umrela jedna rodicka. V Nitrianskom kraji dominovali
transporty pre hypertenzné ochorenia — 49 % pripadov, pérodnicke krvacanie 28,3 %, po
cisdrskom reze bolo transportovanych 80 %. Najviac transportov (38 %) bolo vo vekovej
kategérii 30-34 rokov a uviacrodi¢iek — 51,1 %. Obezitu a nadhmotnost malo 68,4 %,
z transportovanych umreli tri rodicky. V Trenc¢ianskom kraji bolo 47,3 % transportovanych Zien
z dévodu porodnickeho krvacania, 15,7 % pre hypertenzné ochorenia a po cisarskom reze 68,4
%. Najviac transportov bolo vo vekovej kategérii 30-34 rokov — 42,1 % a u viacrodiciek — 58,8
%. Obezitu anadhmotnost malo 63,5 % ztransportovanych umrela jedna rodicka.
V Banskobystrickom kraji bolo transportovanych 68,6 % pripadov pre poérodnicke
krvacanie, 16,4% pre hypertenzné ochorenia, po cisarskom reze 52,2 %. Najviac transportov
bolo vo vekovej kategdrii 30-34 rokov — 37,3 %. Obezitu a nadhmotnost malo 58,2 % a
z transportovanych neumrela Ziadna rodicka. V Zilinskom kraji sa na transportoch podielalo
porodnicke krvacanie 77,3 %, hypertenzné ochorenia 7,2 %, po cisarskom reze bolo
transportovanych 63,9 %. Najviac transportov bolo vo vekovej kategérii 30-34 rokov - 34 %
a viacrodiciek 57,3 %. Obezitu a nadhmotnost malo 70,1 % a z transportovanych neumrela
Ziadna rodicka. V PreSovskom kraji najviac transportov bolo pre pérodnicke krvacanie - 48,1
%, pre hypertenzné ochorenia 19,7 %, po cisarskom reze 72,8 %. Najviac transportov bolo vo
vekovej kategdrii 35-39 rokov - 33 % a u viac roditiek 66,2 %. Obezitu a nadhmotnost malo
74,6 % a z transportovanych umrelo Sest rodiciek. V KoSickom kraji bolo transportovanych
51,8 % pre krvacanie, 28,3 % pre hypertenzné ochorenia a 66 % po cisarskom reze. Najviac
transportov bolo vo vekovej kategorii 35-39 rokov - 36,7 % a u viacrodiciek 48,5 %. Obezitu
a nadhmotnost malo 61 % a z transportovanych umreli tri rodicky.

Diskusia

Celonarodna studia v Kanade v rokoch 2004-2015 analyzovala 10 204 pripadov transportov na
JIS z celkového poctu 3 162 303 tehotnosti u 2 035453 Zien z dévodu vézneho klinického
stavu pocas tehotenstva alebo porodu. Incidencia prijatia rodiciek na JIS v kanadskej studii
bola 3,2 na 1 000 tehotnosti (v SR 1,4 na 1 000 pérodov). Dévody pre transport na JIS bolo
poporodné krvdcanie a sepsa (v SR krvacanie a hypertenzné ochorenia). V sledovanej studii
bola miera materskej itmrtnosti 0,01% (v SR 2,4 %). Najvyssi pocet pripadov (30 %) sa vyskytol
vo veku 30-34 rokov (v SR bol priemerny vek 30,8 roka). V Turecku sledovali transporty na
JISv rokoch 2014 a 2015. Zo 16 728 pérodov 68 pripadov bolo sprevadzanych zévaznou
morbiditou (incidencia 4,1/1 000 pérodov) a2 pripady skonéili Gmrtim matky (materskd
mortalita 11,96/100 000 poérodov). Dévodom transportu na JIS bolo v 58,8 % zdvainé
hypertenzné ochorenie (v SR 24,6 %) a 35,3 % porodnicke krvacanie (v SR 49,2 %). V studii
z Izraela analyzovali 111 pripadov transportu na JIS zo 120 279 rodiciek s medidanom veku 30
rokov (16 - 44 rokov). Izraelska incidencia transportov na JIS (0,9 na 1 000 p6rodov) bola
vyznamne nizsia ako v SR (1,4). Naj¢astejsim dévodom transportu na JIS v izraelskej $tudii bolo
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krvadcanie — 35,57 % (vSR 49,2 %). Hypertenzné ochorenia sa v tejto Studii podielali na
transportoch na JIS v 9,15 %, kym vSR v 24,6 %. V niektorych zdvainych morbiditdch
konciacich na JIS mala SR v porovnani s inymi krajinami horsie ukazovatele, ale v niektorych aj
lepsie. Ato je dobry dévod na hladanie ciest na zlepsenie v tych pripadoch, kde maju iné
krajiny lepSie data.

Doterajsia analyza poukazuje na rizikové faktory u rodi¢iek vyZadujucich transport na JIS:
etnickd prisludnost, vy3si vek rodi¢ky, BMI, vedenie pérodu cisdrskym rezom, kvalitu
prenatalnej starostlivosti a spolupracu tehotnych. Najéastejsi dovod prekladu rodicky bolo
porodnicke krvacanie a hypertenzné ochorenia. Zavainé popdrodné krvacanie je hlavnou
pri¢inou zavaznej akdtnej materskej morbidity a materskej mortality aj vo svete. ZvySenie
incidencie popdrodného krvacania mozno Ciastocne pripisat zvysujicemu sa veku rodiciek a
zvySujucemu sa poctu cisarskych rezov. Filozofia transportov na JIS v SR sa odvija jednak od
zavaznosti komplikdcii ajednak od mozZnosti (vybavenia a personalneho zabezpecenia)
porodnic. Niektoré pérodnice riesia zavazné stavy na svojich oddeleniach, iné ich transportuju
na JIS rézneho typu alebo anesteziologicko-resuscitacné zlozky nemocnic. Aj z tohto dévodu
moézu byt rozdiely medzi regidonmi a pérodnicami. Je jedno, kde sa poskytne intenzivna
starostlivost pacientkam so zavaznymi komplikaciami, déleZité viak je, aby bola na adekvatnej
urovni a aby pacientky prezili bez ujmy na zdravi.

Podporené ciastoéne grantom Univerzity Komenského UK/223/2020 Zdvaznd akutna
materskd morbidita v Slovenskej republike vyZadujica intenzivnu multidisciplindrnu
starostlivost.
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Uvod

Invazivna mola je forma gestacnej trofoblastovej neoplazie, pri ktorej dochadza k invazii
hydatid6znej moly do myometria, respektive do uterinnych ciev so schopnostou metastazovat
do orgdnov mimo malej panvy. Najéastejsie sa rozvija z kompletnej hydatidéznej moly, menej
Casto z parcialnej moly (1). V literattre sa uvadza 15 % vyskyt lokalnej invazie po evakudcii
kompletnej moly hydatidozy a 4 % vyskyt metastdz (2). Presnd incidenciu invazivnej moly nie
je vdak moziné uréit, pretoze Cast invazivnych mol sa skryva za diagndzou perzistujlcej
gestacnej trofoblastovej neoplazie (PGTN). PGTN je klinicka diagndza, ktora je definovana
stupajucimi alebo perzistujucimi hladinami fudského choriového gonadotropinu (hCG- human
chorionic gonadotropin) po evakuacii moly hydatiddzy, alebo ndlezom metastaz, pricom
histologické potvrdenie tumoru v zdujme zachovanie fertility nie je mozné (3). Diagndza PGTN
moze zahfniat invazivnu molu, ako aj iné formy gestacnej trofoblastovej neoplazie (napr.
gestacény choriokarcinébm). Pre invazivnu molu st charakteristické vysoké hladiny hCG
a perzistujuce krvacanie po evakuacii molarnej gravidity (1). Invazivna mola sa vyznacuje
dobrou chemosenzitivitou, preto je chemoterapia liecbou prvej volby u Zien pldnujucich
fertilitu (4). Na zaklade stagingového systému FIGO (International Federation of Gynecology
and Obstetrics) a skdrovacieho systému WHO (World Health Organisation) sa jednotlivé formy
gestacnej trofoblastovej neoplazie klasifikuji ako nizko a vysoko rizikové. Na liecbu nizko
rizikovej formy sa odporiéa monochemoterapia s moznostou zmeny chemoterapeutika alebo
prechodu na polychemoterapiu pri refraktérnosti na liecbu. Pri tejto liecbe je miera
kompletnej remisie takmer 100% (5). Vysoko rizikové pacientky vyZzaduju rdozne formy
polychemoterapie podla $tadia a skére ochorenia. PreZivanie vSak méze dosiahnut az 95 % aj
pri vysoko rizikovej forme (4).

Chirurgicka terapia - hysterektémia je indikovand u Zien neplanujucich dalsiu tehotnost,
v pripade rezistencie na chemoterapiu av pripadoch perfordcie maternice tumordznym
procesom ako urgentny Zivot zachrariujici vykon (1, 4). Po hysterektomii je moiné (v
niektorych pripadoch) sa chemoterapii Uplne vyhnut, avak adjuvantna chemoterapia je ¢asto
potrebna (6).
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Material a metody

Praca retrospektivne analyzuje pripady invazivnej moly hydatiddzy lie¢ené pracoviskom pre
zriedkavé choroby - Centrum pre gestacnu trofoblastovi chorobu (CGTCH) Slovenskej
republiky vrokoch 1993 — 2021. Analyzované boli pripady s histologicky potvrdenou
diagndzou invazivnej moly hydatidézy. Cielom préce bolo zistit klinické charakteristiky
pacientok, rozdelit ich do skupin podla terapie a nasledne skupiny porovnat. Na spracovanie
bol vyuzity program Microsoft Excel, v ktorom boli Udaje zoradené do tabuliek a nasledne
analyzované.

Vysledky

V sledovanom obdobi bola incidencia invazivnej moly 1 pripad na 139 814 gravidit a 1 pripad
na 99 704 pérodov. Do suboru bolo zaradenych 18 pacientok, u ktorych bola diagndza
invazivnej moly histologicky potvrdena. Pacientky boli rozdelené do 2 skupin. Do prvej skupiny
bolo zaradenych 8 pacientok, ktoré boli liecené chirurgicky - hysterektomiou a do druhej
skupiny bolo zaradenych 10 pacientok, ktoré boli liecené kombindciou hysterektémie
a chemoterapie. V skupinach bol vekovy priemer pacientok 40, respektive 41 rokov,
najmladsia pacientka mala 18 a najstarsia 53 rokov.

Tab. 1. Vybrané ukazovatele invazivnej a metastatickej moly v SR v rokoch 1993-2021
Ukazovatel Modalita liecby
Hysterektomia Hysterektomia + Spolu
chemoterapia

N=8 % N=10 % N=1 %
8
Kompletna mola 6 75 6 60 12 66,67
hydatidosa
Parcialna mola 1 125 1 10 2 11,11
hydatidosa
Predchadzajica Sponténny potrat 1 12,5 |2 20 3 16,67
gravidita Legalna interrupcia 0 0 1 10 1 5,56
Vek (v rokoch) 15-19 0 0 1 10 1 5,56
20-29 2 25 0 0 2 11,11
30-39 1 125 3 30 4 22,22
40-49 4 50 3 30 7 38,89
50 a viac 1 12,5 3 30 4 22,22
Hladiny hCG (1U/1) < 10° 2 25 3 30 5 27,78
103- 10* 3 375 2 20 5 27,78
10%-10° 2 25 4 40 6 33,33
>10° 1 125 1 10 2 11,11
Skore podla WHO  Low risk 8 100 9 90 17 94,44
High risk 0 0 1 10 1 5,56
Stadium podia | 6 75 5 50 11 61,11
FIGO 1l 0 0 1 10 1 5,56
. 2 25 4 40 6 33,33
IV. 0 0 0 0 0 0

hCG- ludsky choriovy gonadotropin, IU — international units
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V celom subore vznikla invazivna mola po kompletnej mole v 12 pripadoch (66,7 %), po
parcidlnej mole v dvoch pripadoch (11,1 %), po spontdannom potrate v troch pripadoch (16,7
%) a legalnej interrupcii v jednom pripade (5,6 %). V skupine Zien s kombinovanou terapiou
bola najvyssia hladina hCG dvojnasobne vyssia a priemerna hladina bola takmer dvojndsobne
vyssia v porovnani so Zenami iba hysterektomovanymi (273 784 1U/I verzus 135536 1U/l;
45 146 U/l verzus 22 772 1U/I). Metastatické ochorenie sa vyskytlo v dvoch pripadoch v
skupine iba hysterektomovanych pacientok (11,11 %) av Styroch pripadoch pacientok
s kombinovanou terapiou (22,22 %). Z nich boli vSetky metastdzy lokalizované v pltcach
avjednom pripade sa vyskytla jedna metastdza v posve (5,56 %). VSetky pacientky iba
hysterektomované boli klasifikované ako nizkorizikové podla prognostického skérovacieho
systému WHO aiba jedna pacientka bola klasifikovand ako vysoko rizikovd v skupine
kombinovane] terapie. Pat pacientok zo skupiny s kombinovanou terapiou (50 %) boli
primarne lieCené chemoterapiou andsledne bola unich vykonana hysterektémia pre
rezistenciu tumoru chemoterapiu. Priemerny pocet podanych cyklov chemoterapie bol sedem
s rozptylom od péat do devéat. Kurabilita ochorenia v oboch skupinach bola 100 %. U Ziadnej
pacientky nedoslo k relapsu ochorenia. Priemerny c¢as do dosiahnutia remisie v skupine
hysterektomovanych pacientok bol 8,5 tyZdna (4 - 19 tyZdnov). V skupine pacientok
s kombinovanou terapiou bol priemerny interval do dosiahnutia remisie 12,75 tyzdriov (7 - 23
tyzdriov).

Diskusia

Celosvetova incidencia moly hydatidézy sa uddva 0,57 az 2 pripady na 1 000 gravidit, avSak
v réznych Castiach sveta je vyskyt odlisny (4). V Eurépe a Severnej Amerike je incidencia medzi
0,8 az 1,5, vJuznej Amerike 4,6, v krajinach Blizkeho vychodu 3,2-5,8 a v Juhovychodnej Azii
3,8-13 pripadov na 1000 gravidit (1). Data o incidencii molarnej gravidity v SR su nespolahlivé
pre diagnostické nepresnosti v histopatologickom hodnoteni (nadhodnoteni). Incidencia
invazivnej moly v jednotlivych krajinach nie je presne znama. Riziko rozvoja PGTN je 15-20 %
po kompletnej mole hydatidéze a po parcidlnej mole hydatidéze 0,5-5 % pripadov, pricom
najCastejsie ide o invazivnu molu (1). Incidencia rozvoja gestacnej trofoblastovej neoplazie po
nemolarnej gravidite je 2-7 v Eurépe a Severnej Amerike a 5-200 pripadov na 100 000 gravidit
v Juhovychodnej Azii a Japonsku (7). Z nich vak ide naj¢astejsie o gestaény choriokarciném.
V CGTCH SR bolo 18 pacientok, u ktorych sa histologicky potvrdila diagnéza invazivnej moly.
Invazivna mola sa rozvinula po moldrnej gravidite v 14 pripadoch (77,78 %), ztoho po
kompletnej mole v 12 pripadoch (66,67 %) a po parcialnej mole v dvoch pripadoch (11,11 %).
Z nemolarnych gravidit v troch pripadoch po spontannom potrate (16,67 %) a v jednom po
interrupcii gravidity (5,56 %).

Vek je povaZovany za rizikovy faktor rozvoja moly hydatiddzy: Zeny nad 40 rokov maju 5 az 10-
kompletnej moly u Zien nad 40 rokov 2-krat vyssSie v porovnani so Zenami v priemernom
reprodukénom veku (9). V CGTCH malo 11 pacientok (61,11 %) vek nad 40 rokov a u 6smich
z nich sa invazivna mola rozvinula po kompletnej mole.

Metastazy sa vyskytli v Siestich pripadoch (33,33 %). Metastazy boli vo vSetkych pripadoch
v plicach avjednom pripade sa vyskytla metastaza v posve. V literature su plica a posva
najcastejSie lokality metastdz, pricom v plicach sa vyskytuji v80 %, vposve 30 %.
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Zriedkavejsie su metastazy v peceni (10 %) av mozgu (10 %), ktoré su spojené s horsou
progndzu a s vyssim rizikom krvacania a chemorezistencie (8).

Kurabilita gestacnej trofoblastovej neoplézie s nizkym rizikom dosahuje az 100 % a u vysoko
rizikovej skupiny pacientok dosahuje miera prezivania 95 % (4, 10). V Ceskej republike bola
kurabilita vietkych foriem gestacnej trofoblastovej neoplazie 98,3 % a invazivnych mol 100 %
(11). VCGTCH SR bola kurabilita 100 % a nebol zaznamenany Ziaden relaps. Prvd linia
v manazmente gestacnej trofoblastovej neoplazie je chemoterapia. U pacientok s ochorenim
limitovanym na uterus je dalSou moZnostou hysterektomia, pripadne je moiné zvazit
vykonanie primarnej hysterektémie u pacientok so splnenymi reprodukénymi poZiadavkami
(4). V unicentrickej studii z roku 2018 (Francuzsko) bola po hysterektomii bez adjuvantnej
chemoterapie dosiahnutd kompletnd remisia v 82,4 % pripadov zo 74 pacientok s nizko
rizikovou nemetastatickou formou gestacnej trofoblastovej neoplazie (12). V nasom stubore
zo Siestich pripadov metastatického ochorenia bola nutnd chemoterapia v Styroch. V dvoch
pripadoch bola zaznamenana regresia metastaz po hysterektémii bez potreby adjuvantnej
chemoterapie. Napriek chemorezistencii tumoru na primdrnu chemoterapiu bola v piatich
pripadoch dosiahnutd remisia po hysterektémii. Najdlhsi interval do dosiahnutia remisie bol
23 tyzdriov ato vskupine s kombinovanou terapiou. Najdlhsi interval v skupine iba
hysterektomovanych pacientok bol 19 tyzdriov. Dévod pre velky rozdiel v intervale remisie bol
nespolupraca pacientky v monitorovani hladin hCG po hysterektdmii. Po troch pooperacnych
kontrolach v tyZzdnovych intervaloch, pri ktorych bol zaznamenany vyznamny pokles hladin
hCG prisla pacientka na dalSiu kontrolu az po Styroch mesiacoch, kedy bola uz hladina hCG
negativna.

Zaver

Gestacna trofoblastova choroba patri do skupiny zriedkavych ochoreni. Skisenosti s liecbou
invazivnej moly su v aktualne dostupnej literature prevazne vo forme kazuistik. V praci su
prezentované data o manaZzmente invazivnej moly za obdobie 29 rokov Cinnosti Centra pre
gestaénl trofoblastovi chorobu Slovenskej republiky. Ziskané informacie mozu prispiet
k blizsiemu poznaniu ochorenia a zlepseniu starostlivosti o pacientky.
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Uvod

Defekacia patri medzi zdkladné fyziologické funkcie ludského organizmu. Integrované
a koordinované senzori-motorické funkcie riadené centralnym, mieSnym a periférnym
(visceralnym a somatickym) nervovym systémom a enterickou neurdlnou aktivitou
posobiacimi na morfologicky intaktny gastrointestindlny trakt zabezpecuju pravidelné
vyprazdrovanie nestravenych zvyskov potravy. Frekvencia vylucovania stolice je individudlna,
pohybujica sa u zdravych oséb v rozmedzi 3-krat denne az 2-krat tyzdenne. Problémy s
defekaciou mézu mat charakter jej mimovolného Uniku, teda inkontinencie, alebo naopak
nepravidelného, stazeného vyprazdriovania — obstipacie. Tazkosti maju akutny alebo
chronicky charakter a existuje Siroké spektrum pricin, ktoré ich vyvolavaju. Chronicka
inkontinencia, alebo obstipécia, vedu nielen k somatickym tazkostiam, ale predstavuju aj
zavazny psychicky a socialny problém, ktory ¢asto vedie k depresidm a izolacii pacienta. (1, 2)
Pri¢inou problémov s defekdciou méze byt dyssynergia svalstva panvového dna, komplexné
chyby sfinkterového apardtu pri anorektalnych malformaciach, pooperacné zmeny v danej
oblasti, poruchy inervécie ¢reva na Urovni ¢revnej steny v désledku dysgangliondz, alebo na
vyssej — spindlnej drovni v dosledku vrodenych alebo ziskanych defektov miechy. V. mnohych
pripadoch nie je ale pricina jednoznacne zndma. Z tohto dévodu je za icelom volby adekvatnej
lieCby nevyhnutnd komplexnd diagnostika etioldgie tazkosti. Jej stucastou su zobrazovacie
vySetrenia patrajuce po Strukturdinych abnormalitdch distalnej casti traviaceho traktu a
funkéné vysetrenia hodnotiace neuromuskularne funkcie anu a rekta. K vyznamnym funkénym
vySetreniam patri aj anorektdlna manometria, pomocou ktorej mozno detailne $tudovat
funkénost anélneho sfinkterového komplexu, rektoanalne reflexy, citlivost v oblasti rekta, jeho
motilitu a iné. V sucasnosti sa anorektdlna manometria stdva Standardom aj v diagnostike
etiolégie poruch vyprazdriovania u deti, nakolko je to neinvazivna, bezpecna a bezbolestna
vySetrovacia metdda. (1) V porovnani s dospelymi pacientmi je jej nevyhodou u deti dlhsi ¢as
vySetrenia a nutnost intenzivnejSie kooperacie s pacientom, preto je limitom najmi vek
pacienta. Nevyhnutné je taktiez brat do Uvahy anatomické pomery u pacienta, vzhladom na
velkost manometrického katétra. (5)

V sucasnosti sa vyuziva najma high-resolution anorektdlna manometria (HR-ARM). Meracie
zariadenie sa skladda z flexibilného katétra zakonceného baldnikom, ktory je napojeny na
privod vody alebo vzduchu a zavadza sa do konecnika. Na katétri su po obvode aj paralelne
usporiadané tlakové senzory spojené so zariadenim zaznamenavajucim namerané hodnoty
tlakov. Taktiez su minimalne dva senzory umiestnené v rektalnom baldniku. V kazdej Grovni
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(najéastejsie vo vzdialenosti 6 mm) je 36 obvodovych tlakovych senzorov, z ktorych namerané
hodnoty su spriemerované a vyhodnotené vysokoSpecializovanym softvérom, ktory je
sucastou zariadenia. Tlaky su ndsledne zobrazené na kolorimetrickej $kdle vo farebnom
rozsahu od modrej pre najnizsie tlaky po fialovu farbu zobrazujicu najvyssie tlaky. Zariadenie
meria tonus andlnych sfinkterov, citlivost a,,compliance” v oblasti anu a rekta a nervové
reflexy nevyhnutné k normalnemu vyprazdrovaniu. (1, 4)

Hodnotenie manometrie anu arekta u deti je limitované nedostatkom Standardizovanych
vySetrovacich protokolov a normativnych dat nameranych u vadésieho poctu zdravych
jedincov. Zakladnym cielom vySetrenia u deti je preto vylicenie organickej pri€iny tazkosti.
Podla zahrani¢nej literatiry az 80 — 91 % deti s tazkostami s vyprazdfiovanim trpi funkénou
poruchou. (3, 8)

Od marca 2020 bola anorektdlna manometria zavedena do praxe aj na Klinike detskej chirurgie
LF UK a NUDCH.

Ciefom prace je hodnotenie doposial ziskanych vysledkov u neoperovanych pacientov
s chronickymi tazkostami, najma uréenie pomeru pacientov s organickou pri¢inou tazkosti a
stanovenie frekvencie a typu funkénej poruchy.

Material a metédy
HR anorektalna manometria bola v obdobi od marca 2020 do marca 2022 realizovand u 48
pacientov s chronickymi tazkostami s vyprazdfiovanim bez predchadzajuceho operaéného
riesenia.
Pacienti museli spifiat minimalne 3 z nasledujucich kritérii Rome IV diagnostickych kritérii pre
chronickud zapchu po dobu minimalne 6 mesiacov bez zlepsenia pri konzervativnej liecbe:
Stolica menej ako 3x za tyzden
Anamnéza nadmerného zadrZiavania stolice
Anamnéza bolestivého alebo stazeného vyprazdriovania
Anamnéza objemnych stolic
Pritomnost objemnej masy stolice (fekalému) v rekte
U ,,toilet trained” deti min. 1 epizdda uniku stolice (,,Spinenia“) za tyzden (7)
Vysetrenie prebiehalo podla Standardizovaného Londynskeho protokolu s modifikaciou pre
detského pacienta (6):
Faza stabilizacie — 3-5 min.
Vysetrenie pokojové tonu analneho kandla
3-krat opakovany manéver ,,squeeze” — najsilnejSia vedoma kontrakcia andlneho
zvieraCa po dobu minimdlne 5 sekund resp. 10 sekidnd (asponi 1 pokus o ,long
squeeze”)
3-krat opakovany manéver ,,push” — imitacia defekacie — zvysovanie tlaku v rekte so
stcasnou relaxaciou analneho zvieraca
Napln baldnika (min. 3-krat) - testovanie citlivosti pri stipajucich objemoch
Rekto-andlny inhibi¢ny reflex (RAIR) - distenzia rekta vedie k reflexnej relaxacii
vnutorného analneho zvieraca a kontrakcii vonkajsieho analneho zvieraca. Tento reflex
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je kontrolovany enterickym nervovym systémom a cCiastocne sakralnym nervovymi
korerimi. (3)

8 pacientov bolo zo Studie vyradenych, nakolko pre nedostato¢nu spolupracu nebolo mozné
adekvatne vysetrit pozadované parametre.

Retrospektivnou analyzou boli hodnotené pomery tlakov v andlnom kanali a rekte pri imitdcii
defekacie a pritomnost rekto-andlneho inhibicného reflexu ako markera pritomnosti
gangliovych buniek v stene distdlneho Useku ¢reva.

Vysledky

>

|
:

=

i

=]

Obr. 1: A—fyziologicky ndlez pri manévri ,,push* — pri tlaku na stolicu dochddza k vzostupu
intrarektdlneho tlaku a relaxdcii andlneho zvieraca; B-D — dyssynergicka defekdcia (B—1. typ,
C-ll. typ, D—1II. typ)
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Do studie bolo zahrnutych 40 pacientov (22 chlapcov a 18 diev¢at) vo veku 3 — 10 rokov
(priemerny vek 4,4; SD + 1,8; median 4). Dyssynergickd defekdacia bola zistena u 36 zo 40
pacientov (90 %), s miernou prevahou nalezu u chlapcov (58,3%). NajcastejSie bola
pozorovana dyssynergicka defekdcia 1. typu — pacient dokdze vyvinut adekvatny vzostup tlaku
vrekte (pomocou zvySenia intraabdominalneho tlaku), avsak dochadza k paradoxnému
zvySeniu tonu andlneho zvieraca. Toto bolo zaznamenané u 18 pacientov (50 %). U 10
pacientov (27,8 %) bola pozorovana dyssynergicka defekacia 2. typu — pacienti nie st schopni
vyvinut dostatoény vzostup intrarektédlneho tlaku a zaroveri dochadza k paradoxnej kontrakcii
analneho zvieraca. U8 pacientov (22,2%) bola na zdklade HR-ARM diagnostikovana
dyssynergickd defekacie 3. typu — pacienti generuju dostatocnu propulzivnu silu v rekte, avak
dochadza k neadekvatnej relaxacii analneho zvieraca resp. relaxacia Uplne absentuje. (obr. 1)
(10) U vsetkych tychto pacientov bol opakovane dobre vybavny rekto-analny inhibi¢ny reflex.

U 1 pacientky (2,5 %) bol zaznamenany nizky pokojovy tlak analneho zvieraca, nizky vzostup
tonu analneho zvieraca pri manévri ,,squeeze” a taktiez nedostatocny vzostup intrarektalneho
tlaku pri manévri ,,push” s minimalnou relaxaciou analneho zvieraca. Rekto-analny inhibicny
reflex bol vsak u pacientky dobre vybavny. U tejto pacientky pokracujeme v diagnostike
organickej pri¢iny tazkosti, definitivna pri¢ina tohto nalezu zatial nebola zistena.

U 3 pacientov (7,5 %) bola pocas vysetrenia zistena absencia rekto-analneho inhibi¢ného
reflexu, na zdklade ¢oho bolo vyjadrené podozrenie na poruchu inervacie distdlneho Useku
¢reva v zmysle aganglionézy (Hirschspurngova choroba). U vSetkych tychto pacientov bola
realizovana rektalna biopsia, pricom odobrata bola vzorka celej hribky steny creva. U2
pacientov bola histopatologicky potvrdena hypoganglionéza vo vysetrovanej vzorke, pricom
tito pacienti boli ndsledne operacne rieseni. U jedného pacienta bol pocet gangliovych buniek
vo vysetrovanej vzorke normalny, preto bola u neho zvolena konzervativna liecba. (tab. 1)

Tabulka 1: Vysledky

I. typ 18
Dyssynergicka defekacia 1. typ 10
RAIR pritomny 1. typ 8
(N-37) Znizeny tonus svaloviny rekta aj | 1
andlneho kandla
RAIR nepritomny Potvrdena hypogangliondza 2
(N-3) Nepotvrdend hypogangliondza | 1

Diskusia

Tazkosti s vyprazdiiovanim predstavuji mimoriadne frustrujici problém pre pacienta aj jeho
rodinnych prislusnikov. Potvrdenie funkénej poruchy u pacientov s chronickymi tazkostami
bez doposial zistenej priciny predstavuje benefit pri planovani dalsej liecby. Vyrazna prevaha
pacientov s funkénou zadpchou koreluje s vysledkami zahrani¢nych pracovisk. (1, 3, 8) V
pomere typov dyssynergickej defekdcie mdzeme pozorovat nevyrazné rozdiely. Vtomto
smere vsak nie su k dispozicii dostato¢né data od vacsej skupiny detskych pacientov, s ktorymi
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by sme mobhli nase vysledky porovnat. Vhodnym rieenim by mohla byt multicentricka studia
so Standardizovanym protokolom vysetrenia a naslednou liecbou.

Pricinou funkénej zdpchy je najéastejSie ziskand neschopnost vylucenia stolice pre
nekoordinovanost svalstva brusnej steny apanvového dna na podklade strachu zo
samotnej defekacie vediceho v UGdvode kvedomému, anasledne aj mimovolnému
zadrziavaniu stolice. (9) Tento fakt bol opakovane anamnesticky zachyteny aj v nasej
skupine pacientov s HR-ARM potvrdenou funkénou poruchou. ZadrZiavanie stolice vedie
k dilatacii ampuly rekta, ¢o ndsledne spésobuje zhorsent motilitu koncovej ¢asti a uzatvara
tym ,,zacarovany kruh” opatovnym stazenym vyprazdfiovanim a zdrziavanim stolice. Metodou
volby v liecbe tychto pacientov je ,biofeedback” terapia, ktord je vsucasnosti vdaka
$pecidlnym zariadeniam mozZné realizovat ja vdomdcom prostredi. Nevyhnutnou stcastou
lieCby su vSak aj pravidelné rehabilitacie, posilfiovanie svalstva panvového dna
a psychologickd podpora. (5)

Najvyraznejsim benefitom anorektdlnej manometrie ako vySetrovacej metddy je vsak
jednoducha a pomerne presnd identifikacia pacientov s organickou pri¢inou tazkosti, najma
pacientov s Hirschsprungovou chorobou, kedZe u tejto skupiny konzervativnou liecbou nie je
mozné dosiahnut adekvatne vysledky veduce k zlep$eniu kvality Zivota pacienta a je u nich
nevyhnutné operacéné riesenie. V porovnani so zahrani¢nymi studiami je v nasej vzorke pomer
tychto pacientov pomerne vysoky, je viak potrebné zdéraznit, Ze islo o S3pecidlne
vyselektovanu skupinu pacientov s tazSou formou chronickych problémov. (1, 5)

Podla odporucani zahrani¢nych Specialistov bola u pacientov s absenciou RAIR realizovana
rektdlna biopsia a u pacientov s potvrdenou hypoganglion6zou ndsledne aj etdZovitd
histologizacia celého hrubého ¢reva cestou laparotémie. Pacienti uz absolvovali aj definitivne
operacné rieSenie — transpoziciu ¢reva s odstranenim hypoganglionarneho Useku.
Fyziologicky rekto-analny inhibi¢ny reflex méZzeme pozorovat u pacientov s funkénymi
poruchami a u pacientov s tazkostami na organickom podklade, ktoré nie si neurologickej
etioldgie. Normalny nalez pri manévroch ,,push” a ,,squeeze” mézeme pozorovat napriklad
u pacientov s potvrdenym organickym problémom, ktori su sledovani pred- aj pooperacne
(napr. Crohnova choroba, defekty neurdlnej riry a pod.) — tito pacienti vsak nie su zahrnuti
v tejto stadii. (1)

VySetrovanie kontrolnej vzorky zdravych detskych pacientov bez defekaénych tazkosti
predstavuje jednu z limitacii tejto vySetrovacej metddy. Dovodom je najméa skutocnost, Ze
manometrické vySetrenie anu a rekta i napriek jeho bezpeénosti a neinvazivnosti, ma aj urcité
nevyhody ajednou z nich je istd miera dyskomfortu pri vysetreni, ¢i uz fyzického alebo
psychického. V detskom veku by preto toto vysetrenie mali absolvovat len 3pecialistom
(detskym chirurgom alebo gastroenterolégom) indikovani pacienti.

Podporené ciastocne Grantom UK UK/439/2021
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Uvod

UZ prvé studie zo zahranicia poukazali na viaceré negativne dopady, ktoré mal zaciatok
pandémie COVID-19 na psychické zdravie deti, napr. problémy s koncentraciou, iritabilitu,
nepokoj, nervozitu & osamelost, prediZil sa ich ¢as traveny za obrazovkami a skratil ¢as s
kamaratmi (1, 2). U rodicov bolo pozorované preZivanie zvyseného stresu (3) a negativheho
afektu (4), pricom viac zasiahnuté boli matky, rodi¢ia s mensim po¢tom socialnych kontaktov,
s viacerymi detmi alebo mladsimi detmi (5).

V ¢asoch prirodnych katastrof ¢i pandémii st vyrazne ohrozenejsie rozlicné zranitelné skupiny,
ako napriklad fudia s predchddzajucimi dusevnymi poruchami (6). Porucha autistického
spektra (PAS) je pervazivne neurovyvinové ochorenie charakterizované deficitmi v recipro¢nej
sociadlnej interakcii a komunikacii a Uzko vymedzenymi, repetitivnymi vzorcami spravania
a zdujmov (7). Medzi dalSie priznaky PAS, ktoré znamenaju Specifické vyzvy v preZivani
pandémie, patria hlavne problémy so zvlddanim zmien a zniZzené adaptacné stratégie, zIa
tolerancia neistoty, deficity intelektu ¢i exekutivnych funkcii, zIé rozpoznavanie a zvladanie
emocii alebo ich sebareguldcia ¢i asté komorbidity ako ADHD, uzkost ¢i depresia (8).

Pri porovnani negativnych dosledkov, aké mala pandémia na deti, tie s PAS boli negativne
ovplyvnené hlavne narusenim rutin, zatial ¢o neurotypické deti socidlnou izolaciou (9).
Zavretie $kél a zavedenie online vyu¢by mohlo mat pre jedincov s PAS za nésledok zvy3enie
ako aj zniZenie stresu (10), kedZe prinieslo na jednej strane stratu niektorych intervencii
ponukanych skolskymi zariadeniami, no na druhej strane zniZzené poziadavky na socializaciu.
Dalsie zahraniéné vyskumy reportuju u jedincov s PAS od zaciatku pandémie nérast agresivity,
zmeny v stravovani, zhorSenie komunikacnych schopnosti, spankové problémy ¢i zhorsenie
priznakov PAS ako si manierizmy, pohybové a recové stereotypie (11). U viac nez 1/3 deti s
PAS sa zvysilo problémové spravanie a tie, u ktorych sa problémové spravanie prejavovalo uz
pred pandémiou, mali 2x vy$Siu $ancu zaZivat ho intenzivnejSie a Castejsie (12).

Starostlivost o deti s PAS je vo vieobecnosti naro¢nejsia, nielen kvéli samotnym priznakom a
stigme spojenej sochorenim, ale aj kvoli castym sprievodnym ochoreniam,
gastrointestindlnym a spankovym problémom. Rodic¢ia s detmi s PAS zaZivaju vo vSeobecnosti
viac rodi¢ovského stresu nez rodiny neurotypickych deti, ale aj viac neZ rodi¢ia deti s inymi
poruchami ako Downov syndrém, mozgova obrna ¢i narusenie intelektu (13). Po¢as pandémie
COVID-19 sa prevalencia depresie, Uzkosti a stresu u rodiov deti so Specidlnymi potrebami
zvysila (14), rovnako ako aj problémy so zvladanim planovania dennych povinnosti ¢i volného
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Casu (12). U deti s PAS aj ich rodicov sa vyrazne zvysilo preZivanie Gzkosti a u rodi¢ov mladsich
deti s PAS, alebo deti s vy$Sou mierou symptomov PAS, bola pozorovana vyssia miera stresu
(15).

Material a metody

Vzhladom na pandemickt situaciu prebiehal zber dat online formou. Vytvorili sme rozsiahly
dotaznik, ktory bol nasledne rozoslany rodi¢om, ktorych detom bola v predchadzajicom
obdobi diagnostikovana porucha autistického spektra v Akademickom centre vyskumu
autizmu na Fyziologickom Ustave Lekarskej fakulty a ndsledne bol dotaznik dalej Sireny online.

Dotaznik zahffal viaceré sekcie venované psychickému zdraviu rodic¢ov a deti, ako napriklad
prevalenciu spankovych problémov deti, najvyznamnejsie stresory pre rodi¢ov ¢i dostupnost
terapii pre deti s PAS, avSak predovsetkym sa zameriaval na prevalenciu depresie, uzkosti
a stresu rodi¢ov a maladaptivneho sprdvania ich deti. Priznaky depresie, UGzkosti a stresu
rodicov sme merali dotaznikom Depression Anxiety and Stress Scale DASS-42 (Lovibond &
Lovibond, 1995). Externalizované (problémy s pozornostou, sebaovladanim, agresia,
neres$pektovanie pravidiel) a internalizované (tzkost, strach, smutok, apatia, ,stiahnutie sa do
seba”) problémové sprévanie deti sme merali 2 rovnomennymi subskalami vybranymi
z Vineland Adaptive Behavior Scales—Third Edition (Sparrow et al., 2016). Nasu vyskumnu
vzorku tvorilo 506 rodi¢ov, z ktorych 236 méd dieta s PAS. Pocas prvej viny pandémie COVID-
19 na Slovensku bolo oslovenych 179 rodicov, pocas druhej viny 153 a pocas tretej viny 174.
Statistické spracovanie dat bolo vykonané prostrednictvom $tatistického programu SPSS
(Statistical Package for Social Science) verzia 25 (International Business Machines Corp., New
Orchard Road, Armonk, New York, USA). Z balika statistickych metdd bol pouzity Chi-kvadrat
s Yate korekciou continuity, t-test pre porovnanie dvoch nezavislych vyberov, Pearsonova
korela¢nd analyza, analyza kovariancie (ANCOVA).

Vysledky

Pocas prvého zberu dat nebol zaznamenany Statisticky rozdiel medzi rodi¢mi PAS deti oproti
rodicom neurotypickych deti v skore DASS s vynimkou skaly uzkosti (t(177)=2.610, p=0.010,
d=0.38). Pocas druhého zberu sme celkovo zaznamenali masivne zhor3enie vysledkov rodi¢ov
deti s PAS vo vsetkych Skalach (F(1,328)=8.171, p=0.005, n2=0.024), ¢im sa preukazal
interakény efekt vplyvu pandémie ako aj diagndzy dietata. Podrobnejsie sledovanie
interakéného efektu potvrdilo Statisticky vyznamne vyssie hodnoty rodi¢ov deti s PAS pocas
druhej viny v porovnani s rodi¢mi neurotypickych deti. Medzi druhou a tretou vinou sme
nepozorovali Ziadne signifikantné rozdiely v strese, Uzkosti a ani strese rodicov deti s PAS,
naopak u rodi¢ov neurotypickych deti sme pozorovali signifikantné zvy3enie stresu (t=2.018,
p=0.045, d=0.31). Pocas tretej viny sa rozdiely medzi rodiémi deti sPAS a rodi¢mi
neurotypickych deti preukazali len v Skale depresie t(177)=3.560, p<0.001, d=0.54). Celkové
vysledky viacnasobnej analyzy kovariancie v zamerani na preZivanie poéas vietkych troch vin
preukazali interakény vplyv diagndzy dietata, ako aj viny pandémie pri strese (F(2,500)=4.646,
p=0.010, n2=0.018) a depresii (F(2,500)=4.233, p=0.015, n2=0.017). Interakény efekt pri
uzkosti sme nepozovali (F(2,500)=2.222, p=0.109, n2=0.009). Zmeny prevalencie priznakov
depresie, Uzkosti a stresu u rodi¢ov oboch skupin ilustruje Graf ¢.1.
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Graf. 1 Zmeny prevalencie depresie, Uzkosti a stresu rodi¢ov v priebehu 1.-3.viny pandémie

V pripade internalizovaného maladaptivneho spravania (F(2,682)=66.012, p=0.113, n2=0.004)
ako aj externalizovaného maladaptivneho spravania (F(2,682)=0.936, p=0.783, eta=0.000) sa
nepreukazali vplyvy vin pandémie na vysledky. Pri podrobnejsich analyzach sme zistili zvy$enie
internalizovaného maladaptivheho spravania pocas druhej viny u PAS deti (t(153)=2.324,
p=0.021, d=1.45) azaroven zniZenie externalizovaného maladaptivneho spravania
u neurotypickych deti (t(175)=2.594, p=0.010, d=0.39), pricom toto spravanie bolo opat
zvy$ené na povodnu Uroven pocas tretej viny (t(177)=2.420, p<0.001, d=0.63). Pocas vsetkych
merani nezavisle od obdobia pandémie dosahovali PAS deti vyrazne vyssie internalizované
(F(2,682)=5249.946, p<0.001, eta=1.00) ako aj externalizované maladaptivne spravanie
F(2,682)=1190.921, p<0.001, eta=1.00), ¢im bol hlavny efekt diagndzy potvrdeny. Zmeny
v maladaptivhom spravani deti v priebehu pandémie st znazornené aj v Grafe ¢. 2.
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Graf. 2 Zmeny prevalencie externalizovaného a internalizovaného maladaptivneho spravania
deti od obdobia pred pandémiou po 3.vinu
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Diskusia

Nase vysledky sa ukazali byt ¢iastotne v kontraste so zahrani¢nymi $tudiami, ktoré uz pocas
prvej viny pandémie COVID-19 reportovali zhorsenie psychického stavu deti aj rodicov (1-5).
V nasej vyskumnej vzorke bola u oboch skupin rodi¢ov prevalencia depresie, Uzkosti aj stresu
relativne nizka, s vynimkou zvysSenej Uzkosti rodi¢ov deti s PAS. Pri interpretacii vysledkov je
samozrejme nutné zohladnit Specifikd vyvinu pandemickej situacie na Slovensku pocas prvej,
druhej a tretej viny. Pocas prvej viny boli napriek relativne nizkym poctom nakazenych na
Slovensku rychlo zavedené prisne opatrenia pre zniZenie Sirenia virusu, vratane zatvorenia
vsetkych skolskych zariadeni, tak ako aj vsetkych zariadeni poskytujlcich terapie pre deti
s PAS. Vdaka priaznivej pandemickej situdcii vSak prva vina netrvala dlho a Slovensko bolo
povazované za jednu z krajin, ktoré zvladli prvd vinu pandémie dobre.

Pocas druhej viny bolo Slovensko dramaticky viac zasiahnuté, ¢i uz poctom nakazenych,
poctom umrti ¢i dopadom na zdravotny systém a ekonomiku. V nasom vyskume pocas druhej
viny obe skupiny rodic¢ov zaZivali zvySenu mieru priznakov depresie, Uzkosti a stresu, avsak
psychicky stav rodi¢ov deti s PAS sa zhorsil ovela vyznamnejsie, v sulade so zahrani¢nymi
Studiami z tohto obdobia (12, 14, 16). Medzi prvou a druhou vinou sa vyznamne nezmenilo
externalizované maladaptivne spravanie deti s PAS, ale zniZilo sa u neurotypickych deti, ktoré
sa pravdepodobne flexibilnejSie adaptovali na situdciu a naucili reSpektovat nutné
obmedzenia. Naopak internalizované maladaptivne spravanie (Uzkost, strach, smutok, apatia,
,stiahnutie sa do seba“) sa nezmenilo u neurotypickych deti, ale vyznamne narastlo u deti
s PAS.

Zatial ¢o v psychickom zdravi rodiCov deti s PAS nenastali medzi 2. a 3. vinou Ziadne
signifikantné zmeny, pozorovali sme signifikantné zvySenie stresu u rodi¢ov neurotypickych
deti. Pocas tretej viny sa teda rozdiely medzi rodi¢mi oboch skupin skoro vyrovnali, rozdiely
v strese a Uzkosti boli Statisticky nevyznamné, u rodicov deti s PAS sme zistili pretrvavajicu
vysSiu  prevalenciu  depresie. U neurotypickych deti sme pozorovali zvysenie
externalizovaného maladaptivneho spravania, u deti s PAS boli zmeny vtomto smere
minimalne. Tretia vina bola na Slovensku poétami nakazenych velmi podobna druhej, avsak
mnoZstvo zavedenych opatreni bolo nizZsie a skoly fungovali prezen¢nou formou. Ako sme
pozorovali aj v nasom vyskume, vyznamne stupla dostupnost rozli¢nych intervencii pre deti
s PAS. Je mozné predpokladat, Ze zlepSenie dostupnosti terapii ako aj névrat k prezenénej
vyuébe mohli u rodin s detmi s PAS zabranit dalsiemu zhorSeniu psychického stavu, aky nastal
u rodicov neurotypickych deti.

V sulade so Studiou Rogowskej a spol., (17) aj nase zavery naznacuju, Ze existuju vyznamné
rozdiely v miere psychickych tazkosti, ktoré ludia preZivali pocas prvej, druhej a tretej viny
pandémie COVID-19. Vysledky nasho vyskumu je samozrejme potrebné interpretovat aj
s ohladom na jeho limity, predovietkym na skuto¢nost, Ze i$lo o sériu troch prierezovych studii
a o online zber dat sebahodnotiacimi metddami. Nase vysledky vSak jasne poukazuji na to, Ze
pandémia COVID-19 mala negativny dopad na dusevné zdravie mnohych rodin na Slovensku,
avsak dopad na rodiny s detmi s poruchou autistického spektra bol zavaznejsi. Zvysena
dostupnost réznych intervencii a otvorenie 3kél, ktoré mézu pinit odlah&ovaciu funkciu hlavne
pre rodicov deti s PAS su jednym z moznych vysvetleni preco sa rozdiely v psychickom zdravi
rodiCov pocas tretej viny takmer vyrovnali. Aj ztejto Studie vyplyva potreba zvysenia
dostupnosti terapii nielen pre deti s PAS, ale aj ich rodicov, resp. potreba dostupnosti terapii
v SirSom kontexte.
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Uvod

Extraceluldrna DNA (ecDNA) je DNA nachéddzajlca sa mimo buniek. Prvykrat ju popisali Mandel
a Metais (1). ECDNA méZe byt jadrového (ncDNA) alebo mitochondridlneho pévodu (mtDNA).
Nachddza sa v mnohych telesnych tekutinach, vratane krvnej plazmy. ECDNA méze byt do
cirkulacie uvolnena prostrednictvom réznych procesov ako napriklad v procesoch apoptdzy,
v cirkulacii degradovana deoxyribonukleazami, ale taktiez moze byt pred nukleazami chranena
vazbou s proteinmi ¢i moze byt viazana vo vezikulach (4,5). ECDNA ma imunomodulaény efekt
(5), prozapalovy ucinok (5,6) a moze byt zapojend v rozvoji rozliénych choréb, ako napriklad
autoimunitnych chorobach (7), zapalovych érevnych chorobach (8) alebo kardiovaskularnych
chorobach (9). V cirkulacii sa nachadza vo viacerych formach, ¢i uz volnd alebo viazana v
nukleozémoch, virtozomoch, neutrofilovych extracelularnych  pasciach alebo v
extraceluldrnych vezikuldch (EV)(4). Exozémy su jednym z typov EV. Maju sféricky tvar a ich
velkost je 30 — 150 nm. Su uvoltfiované in vivo takmer vietkymi bunkami v tele (10) a in vitro
bunkovymi kultirami (11). Nachadzaju sa vo vietkych telesnych tekutinach, vratane krvi, slin,
moca, bronchoalveolarnej tekutiny alebo materského mlieka (12). St zloZené z fosfolipidovej
dvojvrstvy a obsahuju 3Specifické proteiny, pricom niektoré z nich slGZia ako ich markery
(napriklad CD9, CD81, TSG101), enzymi, lipidy, metabolity a nukleové kyseliny (RNA a DNA)
(13).

Rozlicné studie preukdazali rozdielne vysledky, o sa tyka mnoZstva DNA asociovanej
s exozdmami. Fernando a kol. (2017) demonstrovali, Ze priblizne 90% ecDNA v [udskej plazme
je v exozomoch (14). Naopak Jeppesen a kol. (2019) publikovali, Ze exozémy neobsahuju
ecDNA a autori navrhuji prehodnotit zloZenie exozémov (15). Navrhujd novy model aktivnej
sekrécie ecDNA mechanizmom zavislym na autofagii a multivezikularnom teliesku, ktoré je
sucastou biogenézy exozomov. Tento model je nezavisly na transporte DNA exozémami.
KedZe mdze byt ecDNA prozépalovd, pricom mtDNA je viac prozépalovd, je délezité zistit, ¢ je
ecDNA v exozémoch chranend pred degradaciou v cirkuldcii a ktory typ DNA sa v exozdmoch
nachadza vo vyssich koncentraciach.

Cielom tejto studie je zistit pévod ecDNA asociovanej s exozdOmami izolovanymi z fudskej
plazmy metddou izoldcie, ktora vylucuje falosne pozitivne vysledky spésobené ko-izolaciou
neexozomalnych kompartmentov. Spdsob izolacie bol in$pirovany ¢lankom Jeppesen a kol.
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(2019). Prinosom tejto Studie je zistenie lokalizicie a subceluldrneho pévodu ecDNA
asociovanej s exozdmami, ako aj objasnenie jej lokalizacie vzhladom na exozémy a odhad
pribliznej koncentracie ecDNA.

Material a metody
Izoldcia plazmy z fudskej krvi

Krv bola odobrata od zdravych dobrovolnikov (n = 3) z Ustavu molekuldrnej biomediciny do
heparinovych odberiek (Greiner Bio-One GmBH, Kremsm{nster, Austria). Od jedného ¢loveka
boli odobraté tri heparinové odberky spolu v objeme priblizne 30 ml krvi. Krvnd plazma bola
izolovana diferencidlnou centrifugaciou — 10 minut, 1 600g pri 4°C, nasledne bol ziskany
supernatant opat centrifugovany — 10 minut, 16 000g pri 4°C. Aby mohla byt plazma pouzita
na izolaciu exozédmov bola eSte raz centrifugovana — 20 mindt, 16 000g pri 4°C. Po
centrifugdcii bola plazma rozdelena na dve skupiny s rovnakym objemom. Do prvej skupiny
bola pridand DN4za - TURBO™ DNase (TURBO DNA-free™ Kit, Thermo Fisher Scientific, USA)
podla manudlu. Do druhej skupiny DNaza pridana nebola.

Izolacia exozémov z ludskej plazmy

Plazma salebo bez pridania DNazy bola pouZitd na izoldciu exozémov diferencidlnou
ultracentrifugaciou (UC). Plazma bola rozdelena na 2,5 ml alikvéoty do tavitelnych
ultracentrifugacnych tub (Beckman Coulter, Inc., Brea, CA, USA). Do celkového objemu boli
tuby doplnené fosfatovym timivym roztokom (PBS). Plazma spolu s roztokom PBS bola
ultracentrifugovana — 100 000g, 90 minGt pri 4°C v uhlovom rotore 70.1 Ti Fixed-Angle
Titanium Rotor (Beckman Coulter, Inc., Brea, CA, USA). Po UC bol supernatant vyliaty a
vysledny pelet bol rozsuspendovany v 90 ul PBS. Zozbierané pelety boli umiestnené na dno
ultracentrifugacnej tuby Open-Top Thinwall Ultra-Clear Tube (Beckman Coulter, Inc., USA). Na
vzorku bol napipetovany vopred pripraveny iodixanolovy hustotny gradient (12%, 18%, 24%,
30% a 36% vrstvy) s pouzitim komeréného roztoku OptitPrep (Sigma-Aldrich, USA). Pripravené
vzorky boli nasledne ultracentrifugované — 120 000g, 15 hodin pri 4°C (Jeppesen et al. 2019).
Po UC boli horné frakcie gradientu v objeme 8 ml odobraté a ultracentrifugované — 120 000g,
4 hodiny pri 4°C. Vysledny pelet bol zozbierany rozsuspendovanim v 90 ul PBS.

Charakterizacia exozémov

Exozémy boli charakterizované velkostou, tvarom a pritomnostou exozomalnych markerov.
Velkostna distribucia bola zmerana prostrednictvom pristroja Nanosight NS500 (Malvern
Panalytical Ltd., Spojené kralovstvo), ktory funguje na principe analyzy sledovania pohybu
nanocdastic v suspenzii. Castice boli pred meranim 1000x zriedené v PBS. Pristroj zaznamenéaval
30 sekundové vided kazdého merania prostrednictvom CCD kamery, ktoré nasledne
vyhodnotil.

Tvar exozémov bol vizualizovany transmisnym elektrénovym mikroskopom Morgagni 268D
(FEI, Brno, CZ) pri zva¢$eni 56 000 — 71 000x. Toto meranie sa uskutoénilo na Ustave histoldgie
a embryoldgie, Lekarskej fakulty, Masarykovej univerzity v Brne. Rozmrazené exozémy boli
umiestnené na medenu mriezku potiahnutd formvarom/uhlikom (HF35Cu, PyserSGl Limited,
Kent, UK). Exozdmy nasadali na mriezku 2 minuty pri izbovej teplote. Nasledne bola mriezka
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oplachnutd redestilovanou vodou a ofarbend 2% molybdénanom aménnym v pomere 1:1 pri
izbovej teplote po dobu 20 — 30 sekund. Farbivo bolo odsaté filtracnym papierom a vzorka
bola hned' pozorovanda pod mikroskopom.

Exozomalne markery boli detegované metddou western blot. Na detekciu sa ako primarne
protilatky pouZili 25 kDa anti-CD9, 45 kDa anti-TSG101
a 91 kDa anti-Calnexin (ako negativna kontrola) (Abcam, Inc., Cambridge, UK). Vsetky
protildtky boli riedené v pomere 1: 1000 v 5% roztoku hovadzieho sérového albuminu.

Analyza extraceluldrnej DNA

EcDNA bola izolovana z 200 pl plazmy a 90 pl exozémov komercnym kitom QlAamp DNA Mini
Kit (Qiagen, Germany). Na izoldciu boli pouZité tri typy exozomov: exozomy izolované z plazmy
bez pridania TURBO™ DNazy (Exo), exozomy izolované z plazmy s pridanim TURBO™ DNazy
(PExoD) a exozémy, do ktorych bola pridana TURBO™ DNaza po finalnej UC (ExoD).
Koncentracia ecDNA bola fluorometricky zmerana prostrednictvom kitu Qubit® 1X dsDNA HS
Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, USA) a pristroja Qubit® 3.0 fluorometer (Thermo Fisher
Scientific, USA).

Subceluldrny pévod ecDNA bol stanoveny kvantitativnou polymerdzovou reakciou. Ako
supermix bol pouZity SsoAdvanced universal SYBR Green Supermix (Bio-Rad, USA).
Na kvantifikaciu ncDNA bol pouZity primer B-globin (F: GCT TCT GAC ACA ACT GTG TTC, R: CAC
CAA CTT CAT CCA CGT TCA). Na kvantifikaciu mtDNA bol pouzity primer D-loop (F: CAT AAA
AAC CCA ATC CACATC A, R: GAG GGG TGG CTT TGG AGT).

Lokalizacia ecDNA v exozdmoch

Na urcenie lokalizacie ecDNA boli exozomy rozdelené do dvoch skupin a napipetované
do Ciernej 96-jamkovej platne. Prva skupina exozomov bola osetrend 0,05% Tritonom X-100
(Sigma-Aldrich, USA), ktory naruSil exozomalnu membrdnu, ¢im sa uvolnila DNA
do extracelularneho priestoru. Druhd skupina exozdmov zostala neporusend. K obom vzorkam
sa pridalo fluorescenéné farbivo Sytox Green Nucleic Acid Stain (0,05 uM) (Thermo Fisher
Scientific, USA). Pripravené vzorky boli inkubované 30 minut pri 37 °C. Po inkubdcii sa
fluorescencia merala na spektrofotometri Synergy 4 (BioTek, USA) pri excitaénej vinovej dizke
488 nm a emisnej vinovej ditke 525 nm. Namerané jednotky relativnej fluorescencie boli
normalizované na percentd, kde 100 % bol najvyssi namerany fluorescencény signal vo vzorkach
osetrenych Tritonom X — 100.

Statistika
Ziskané vysledky boli statisticky spracované programom GraphPad Prism (verzia 8.0.1).
Vysledne déta su prezentované ako priemer + Standardnd chyba priemeru.

Vysledky

Pritomnost exozémov bola potvrdena transmisnou elektronovou mikroskopiou, western
blotom a analyzou sledovania nanocastic. Tvar izolovanych vezikdl bol charakteristicky
pre exozémy a ich velkost sa pohybovala od 97 do 130 nm. Pritomnost 44 kDa exozomalneho
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markera TSG101 a 21 kDa exozomdlneho markera CD9 bola potvrdena western blotom.
Pritomnost 90 kDa Calnexinu ako negativnej kontroly potvrdend nebola.

Koncentracia a lokalizacia ecDNA v exozémoch

Koncentracie ecDNA boli merané v plazme a v exozomoch. Koncentracia ecDNA v plazme bola
23,11 * 6,96 ng/ml plazmy. Koncentracia ecDNA v Exo bola 0,47 + 0,09 ng/ml plazmy.
Koncentrécia ecDNA v PExoD bola 0,67 + 0,16 ng/ml plazmy a koncentracia ecDNA v ExoD bola
0,21 + 0,07 ng/ml plazmy. Vysledné koncentracie su aritmetickym priemerom nameranych
vysledkov + SEM. Na porovnanie pomeru nechranenej DNA na povrchu exozému k jeho
celkovému obsahu DNA boli exozémy zafarbené fluorescenénym DNA farbivom a bud' boli
osetrené Tritonom X-100, ¢im sa permeabilizovala ich membréana alebo ostali neporusené. Po
porovnani fluorescen¢ného signdlu vo vzorkdch sa zistilo, Ze priblizne 60 — 75 % ecDNA sa
nachadza na povrchu exozémov. Hodnoty su percenta relativnych fluorescencnych jednotiek
+ SEM. Jadrova DNA bola detegovana vo vsetkych vzorkdch plazmy, ale nebola detegovand v
niektorych vzorkach exozomov s alebo bez pridania TURBO™ DNdazy. MtDNA bola detegovana
vo vsetkych vzorkach plazmy a vo vSetkych vzorkdch exozomov s alebo bez pouZitia TURBO™
DNazy.
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Obrazok 1: ECDNA v plazme a exozémoch.

A: Kvantifikicia ecDNA v plazme a exozémoch. Udaje st uvedené ako priemer + SEM. Exo —
exozémy izolované z neosSetrenej plazmy. PExoD - exozémy izolované z plazmy osetrenej
TURBO™ DN4&zou. ExoD - exozdmy oSetrené TURBO™ DNazou.

B: Lokalizacia ecDNA v exozdmoch. Percento ukazuje, Ze priemernd koncentracia DNA je mimo
vezikul.
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Diskusia

Otazka pritomnosti DNA v exozémoch z plazmy, jej povod, lokalizécia a koncentracia je napriek
uz publikovanym studidm stale nezodpovedana. Aby sme ¢o najpresnejsie urcili pritomnost
DNA v exozémoch, pouZili sme metddu izolacie exozomov, ktord minimalizuje spolo¢nu
izolaciu inych Casti buniek, ktoré by mohli obsahovat DNA. Preto sme v tejto $tudii izolovali
exozomy z fudskej plazmy pomocou UC s hustotnym iodixanolovym gradientom, Specifickym
postupom inspirovanym publikdciou Jeppesen a kol. (2019). Touto metddou sa zabrani ko-
izolacii neexozomalnych kompartmentov.

Asociacia exozomov s ecDNA nebola doposial v fudskej plazme dostato¢ne preskimana. Viac
publikacii sa zameriava na vztah medzi ecDNA s exozémami izolovanymi z bunkovych kultar
alebo exozdmami pochadzajlcimi z rakovinovych linii buniek. Fernando a kol. (2017) a Lazo a
kol. (2021) preukazali, Ze exozomy ziskané z plazmy obsahuji ecDNA (16). My sme taktiez
preukazali, Ze exozomy z plazmy mézu obsahovat DNA, aj ked dékladny vyskum publikovany
v Cell od Jeppesena a kol. (2019) ukazal opak. Autori ukazali, Ze exozomy neobsahuji DNA a
Ze existuju aj iné neexozomalne Castice, ktoré obsahuji DNA a daju sa lahko izolovat s
exozémami. Na druhej strane boli v tejto Studii boli na izolaciu exozémov pouzité bunkové
linie DKO-1, DiFi a SW620, bunky fudského glioblastomu Gli36 a bunky ludského Zenského
karcinému prsnika MDA-MB-231. Preto je tazké dospiet k zaveru, ¢i ich vysledky platia aj pre
exozémy v plazme. Pouzitie fudskej plazmy na rozdiel od bunkovych linii je fyziologicky
relevantnejsie a zloZitejSie. Podla nasich vysledkov exozémy z plazmy obsahuju priblizne 2 %
ecDNA pritomnej v plazme, pricom je vacSina exozomalnej DNA mitochondridlneho pévodu.

Nedavno bol uverejneny c¢lanok Neubergera a kol. (2021), kde demonstrovali a
charakterizovali kinetiku a lokalizaciu DNA v spojeni s EV prostrednictvom fyziologického
modelu cvicenia (17). Autori izolovali EV z plazmy zdravych [udi pomocou vylucovacej
chromatografie alebo imunoafinitného zachytenia, po ktorom nasledovala magneticka
separacia pre EV markery: CD9+, CD63+ a CD81+. MnoZstvo DNA sa kvantifikovalo bez alebo
s pridanim DN&zy. Podobne ako my, ukazali, Ze iba mala ¢ast DNA je chrédnend vo vnutri EV a
viac DNA je spojenej s povrchom EV. Avsak, v porovnani s nasou metddou izolacie Neuberger
a kol. (2021) pouzili inG metddu izolacie exozdmov ako UC. Nie je teda zname, ¢i autori
analyzovali DNA v exozémoch, mikrovezikulach, velkych casticiach alebo neexozomalnych
kompartmentoch. My sme preukdzali Ze 25 - 40 % ecDNA sa nachadza
vo vnutri exozémov. Zvy$ok DNA by mal byt lokalizovany na povrchu exozémov, ¢o je
v sulade s vysledkami Neubergera a kol. (2021) a Lazaro-lbafez a kol. (2019). Okrem toho nase
vysledky ukazujui, Ze d&ast zodpovedajica ecDNA vo vnutri exozémov je chrénena
pred degradaciou DN4zou. MnoZstvo ecDNA na jeden exozém bolo prepocitané na zéklade
koncentracie castic nameranej pomocou pristroja NanoSight a priemernej koncentracie
ecDNA v exozémoch. Vysledkom je, Ze na exozém je 10™ '2 ng ecDNA, &o je menej ako
hmotnost 1 képie DNA. Preto sme dospeli k zaveru, Ze ecDNA nie je pritomna v kazdej vezikule.

V tejto praci sa nam podarilo potvrdit pritomnost ecDNA v exozémoch izolovanych z fudskej
plazmy diferencidlnou UC a UC s hustotnym iodixanolovym gradientom. Nase vysledky
potvrdzuju, Ze vo vy$sej koncentracii sa vexozomoch nachadza mitochondridlna DNA
v porovnani s jadrovou DNA. MtDNA je chranena pred DN4zami v exozomoch, ¢im méze byt
kvoli svojej prozépalovej funkcii pre telo prostrednictvom exozémov nebezpecnd. Otazkou
zostava, ¢i sa pomer chrdnenych DNA v patologickych stavoch meni a ako to ovplyviuje vznik
zapalovych procesov.
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Tdto studia bola podporend Ministerstvom skolstva, vedy, vyskumu a Sportu Slovenskej
republiky (VEGA 1/0674/21).
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Uvod

Poroticka hyperostdza a cribra orbitalia s povaZované za stresové markery vyuZivané na
posudenie zdravotného a vyZivového stavu jedincov historickych populacii. Ide o najéastejSie
typy lézii, ktoré boli identifikované v archeologickych nalezoch [udskych kostrovych
pozostatkov. Porotickd hyperostéza je definovanad ako ohrani¢ené porotické oblasti na
vonkajSom povrchu kranidlneho trezoru a cribra orbitalia predstavuje velmi podobny stav, ale
lokalizovany na strope ocnice (1). Tieto paleopatologické lézie si predmetom zdujmu vedcov
uZ viac ako jeden a pol storocia, avsak ich presna etioldgia je stale neznama. Predpoklada sa
asocidcia s anémiou a nedostatkom Zivin (2), ale literatdra sa rozchadza v tvrdeniach, ¢i k ich
vzniku vedu dedi¢né alebo ziskané formy anémie (3).

Doposial nebola vykonana Ziadna studia na urcenie mozZnej asociacie laktézovej intolerancie
s paleopatologickymi nalezmi na kostrovych pozostatkoch. Predpoklada sa, Ze v minulosti
dospeli jedinci neboli schopni travit laktézu. Adaptacia na laktazovd perzistenciu priniesla
fudom selektivnu vyhodu po domestikacii dobytka, oviec a kdz asi pred 7 500 — 9 000 rokmi
(4). Vsetky alely laktdzovej perzistencie vykazuju signdly pozitivnej selekcie, ktoré boli
rozptylené migraciou (5).

U ludi eurépskeho povodu je s pretrvavanim laktazy asociovany hlavne jeden polymorfizmus-
MCM®6:¢.1917+326C>T (rs4988235). Je umiestneny priblizne 14 kb pred génom LCT. Genotyp
C/C je spojeny s nizSou aktivitou génu pre laktazu, zatial ¢o genotypy C/T a T/T su spojené s
pretrvavanim laktazy (6). Najskorsie vyskyty tejto alely boli zaznamenané v Spanielsku,
datované asi 5 000 rokov BP (before present) (7). Studie zaloZené na archaickej DNA zistili, ze
genotyp pre laktdzovu perzistenciu mal vo vacésine oblasti neolitickej Eurépy velmi nizke
frekvencie. V dobe bronzovej to bolo 10 % (8). Na nasom Uzemi je alela pre laktazovu
perzistenciu v sucasnosti pritomna u 76 % jedincov (9).

Material a metody
Biologicky material
Pre Gcely nasho vyskumu boli vyberané vylu¢ne kosti s paleopatologickymi znamkami
malnutricie. Analyzovanych bolo 30 jedincov, pochadzajucich z pohrebiska Cifer-Pac a z
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cintorina na hrade Devin. Archaickd DNA bola preferencne izolovand zo zubov a skalnej kosti,
pre dosiahnutie ¢o najvyssich vytazkov.

Dekontamindcia vzoriek a izolacia archaickej DNA

Na chemicku dekontaminaciu vzoriek sa pouZil 5% roztok chlérnanu sodného, ultracista voda
a UV svetlo. Vsetky dekontaminacné postupy boli zaloZzené na publikovanych kritériach
Poinara a Coopera (10). Vysusené vzorky boli mechanicky rozdrvené pomocou dvoch skrutiek
a predizenej matice. Archaickd DNA bola extrahovana podla optimalizovaného protokolu
Rohlanda a Hofreitera (11).

PCR amplifikacia a sekvenovanie DNA

PCR reakcia bola pripravena v celkovom objeme 20 ul, obsahujica: HOT FIREPol® Buffer B2 1
x; MgCl2 2,5 mM; HOT FIREPol® DNA polymerazu 1 U; dNTP 0,2 uM; primery forward a reverse
0,125 pmol/ul; ultracistd H,0 do vysledného objemu a DNA templat 1,5 ng. Pre kazdu analyzu
bola pouZitd negativna aj pozitivna kontrola. Podmienky programu TouchDown PCR boli: 95
°C 15 minut; 14 cyklov: 95 °C 30's, 60 °C - 53 °C 25 s (-0,5 na cyklus), 72 °C 30 's; 22 cyklov: 95
°C305s,54°C255s,72°C30s; 72 °C 10 min; 10 °C 5 min. PCR produkty sa nasledne purifikovali
pomocou EPPIC Fast (A&A Biotechnology.) Na sekvenovanie PCR produktov bol pouZity BigDye
™ Terminator v1.1. Purifikované sekvenaéné produkty boli sekvenované na genetickom
analyzatore ABI PRISM 3130x1 (Applied Biosystems).

Vysledky

Z celkového suboru 30 jedincov sa ndm podarilo pre lokus HBB ¢.118C>T (rs11549407) stanovit
genotyp 29 jedincov. Pre lokus HBB ¢.93-21G>A (rs35004220) to bolo 30 stanovenych
genotypov, pre lokus PKLR c. 1529G>A (rs113403872) 28 genotypov, pre lokus G6PD c.934
G>C (rs137852318) to boli 2 stanovené genotypy a pre lokus G6PD c.653C>T (rs5030868) 15
genotypov. Pre Ziaden lokus asociovany s anémiou sme nedetegovali Ziaden patologicky
variant. Pre lokus asociovany s laktézovou intoleranciou MCM®6:¢c.1917+326C>T (rs4988235)
sme stanovili genotyp 30 jedincov. Detegovali sme 24 jedincov s genotypom C/C, 5 jedincov s
genotypom C/T a 1 jedinca s genotypom T/T (Graf 1), ¢o zodpoveda frekvenciam genotypov:
C/C80%, C/T 16,7 % aT/T 3,3 %. Alelova frekvencia pévodnej alely C je 0,884 a derivovanej alely
Tje 0,116. Chi-kvadrat test nezavislosti nepreukdzal statisticky vyznamny rozdiel medzi populdciou
s paleopatologickymi léziami a zodpovedajlicou referen¢nou historickou populdciou (x2 =
0,463, p = 0,496). Studovana historicka populdcia jedincov so znamkami podvyzivy je v Hardy-
Weinbergovej rovnovahe (x2 = 1,0987 p = 0,953). Vykonanym Statistickym porovnanim bol
zisteny vyznamny rozdiel (x2= 17,304, p= 0,000032) medzi nami Studovanou stredovekou
populaciou a sucasnou geograficky blizkou ¢eskou populaciou.
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Graf 1: Porovnanie genotypovych frekvencii pre lokus MCM6:c.1917+326C>T u suéasnych a
historickych populacii (vyrobend na zéklade 9, 12, 13 a nami zistenymi datami).

Diskusia

Genotypizdciou nami vybranych variantov asociovanych s anémiou u historickych populacii sa
doposial nezaoberali Ziadne vyskumné skupiny a teda neexistuju ani frekvencie tychto
variantov u priestorovo alebo datovanim relevantnych stredovekych populdcii. Nepodarilo sa
nam detegovat Ziaden nami skimany patologicky variant asociovany s anémiou, ¢o poukazuje
na to, Ze geneticka zlozka pri malnutricii nemusi hrat velku Ulohu a Ze za tieto lézie skdr mézu
environmentalne faktory, ako je nedostatok Zeleza ¢i vitaminu B12. Hoci skimana historicka
populdcia je relativne mald a vy$si stuperi inbridingu by mohol ovplyvnit nase vysledky,
predchdadzajica studia (14) ukazala relativne velku variabilitu v mitochondridlnej DNA a teda
nepredpokladdme v nami sledovanom subore jedincov mieru pribuznosti vyznamne vyssiu ako u
nahodnych nepribuznych jedincov tej istej populacie. Taktiez nepredpokladdme skreslenie
nasich dat kontaminaciou vzhladom na dodrziavanie publikovanych kritérii, dekontaminaénych
postupov a pravidelny monitor prostrednictvom negativnych kontrol vyuZivanych v procese
izolacie aj pri PCR amplifikdcii. Nasa Studia vsak trpi obmedzenim typickym pre vyskum aDNA
a to relativne malym siborom analyzovanych jednotlivcov, CiZze na zéklade tejto Studie nie je
mozné vyvodit jasny zaver. Navyse nemdzeme vylUcit genetickd formu anémie spbsobent
vzacnejsimi variantmi.

KedZe anémia a malnutricia su najviac pertraktované faktory v etioldgii cribra orbitalia alebo
porotickej hyperostdzy, genotypizovali sme lokus asociovany s intoleranciou laktézy ako
mozZny geneticky faktor malnutricie. V nasom subore stredovekych jedincov s
paleopatologickymi markermi podvyzivy sme zistili vy$Siu frekvenciu pévodnej alely C (0,884)
ako u referencnej stredovekej populacie (0,75) a ovela vysSiu frekvenciu ako u sucasnej
populacie (0,24) (9), ¢o naznacuje spojenie intolerancie laktdzy s patologickym fenotypom.
Zmeny frekvencie vyskytu povodnej alely MCM®6:c.1917+326C v eurdpskej populdcii a nami
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zistend frekvencia je zndzornené na grafe 2. Vsetky Statistické porovnania vsak boli
nevyznamné.

Vo veku 5 rokov klesaju prirodzené hladiny laktazy u jedincov s homozygotnym genotypom
C/C (15). Tito jedinci méZu trpiet nedostatkom Zivin v dosledku zapalovych procesov v éreve,
¢o méze viest k podvyZive (16). NajpocetnejSou vekovou kategdriou v nasom subore jedincov
je Infans |, teda vek, ktory edte nemozno spdjat s intoleranciou laktézy. V nasej studii vsak boli
zastUpené aj vyssie vekové kategodrie, pricom Statistické porovnanie naznacuje, Ze u tychto
jedincov mohla intolerancia laktézy prispiet k malnutricii a néasledne k cribri orbitalia a
porotickej hyperostoze.

Nami skimanad historickd populacia je v Hardy-Weinbergovej rovnovahe (x2=1,0987 p =
0,953), takZze neoCakavame skreslenie moznou kontaminaciou.

Chi-kvadrat test nezavislosti vSak nepreukazal Statisticky vyznamny rozdiel medzi populédciou
so znamkami podvyZivy a referencnou historickou populaciou (x 2= 0,463, p= 0,496). Nase
data boli porovnané aj so sti¢asnou ¢eskou populaciou (9), kde bol zisteny signifikantny rozdiel
medzi tymito populdciami (x2= 17,304, p= 0,000032). Na zaklade tohto vysledku vSak asocidciu
nemozno potvrdit z dévodu ¢asového rozdielu a prebiehajlicej pozitivnej selekcie variantu
MCM6:c.1917+326T.

[y

o

W

]
w

Frekvencia pévodnej alely
:ﬂ

]
ta

Skory neolt  Stedny neolit  Neskory nedit  Dobabronzova Stredovek Sufasnost

Graf 2: Zmeny frekvencie vyskytu pévodnej alely MCM6:c.1917+326C v eurépskej populacii Cerveny
bod predstavuje nami zistenu frekvenciu (zhotovené na zdklade publikacii 9, 12, 17, 18 a nami
zistenymi datami).
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Uvod

Akutne zlyhanie pecene predstavuje Zivot ohrozujuci stav, pocas ktorého dochadza
k odumieraniu hepatocytov, infiltracii neutrofilov do miesta zapalu a rapidnemu uvolfiovaniu
DNA do extraceluldrneho priestoru. Takato extraceluldrna DNA (ecDNA), jadrového i
mitochondridlneho pdévodu, mdze pochadzat aj z aktivovanych neutrofilov vytvarajucich
neutrofilové extracelularne pasce (NETy) ako vysledok Specifickej bunkovej smrti—NETézy (1).
Okrem imunoprotektivnych funkcii NETov, v sicasnosti prevladaju dokazy o ich prozapalovom
charaktere. Spolu s ecDNA, ktord iked je telu vlastnd, vo vysokom mnoZstve dokazu
stimulovat vrodenu imunitu vyvolanim sterilného zépalu, amplifikovat zdpalové kaskady a
napomahat k progresii pos$kodenia pecene, pripadne aZ k smrti (2). Jednu z potencialnych
terapeutickych moZnosti predstavuju enzymy deoxyribonukledzy (DNazy) so schopnostou
degradovat DNA. Ich terapeuticky potencidl bol preukdzany v experimentalnych $tudiach
zameranych na liecbu chor6b asociovanych s vysokou koncentraciou cirkulujicej ecDNA ako
napriklad sepsa ¢i hepatorenalne poskodenie (3) (4).

Doteraz nebolo dostatocne objasnené ¢i vysoké mnozstva cirkulujiucej ecDNA pochdadzaju
z odumierajucich hepatocytov alebo z NETov. Ciefom tejto prace bolo popisat dynamiku
a poévod plazmatickej ecDNA, NETov a DNazovej aktivity v animdlnych modeloch akdtneho
zlyhania pecene indukovanych paracetamolom (APAP) a tioacetamidom (TAA). VyuZitim mysi
s deficitom tvorby PAD4 (peptidyl arginin deiminaza 4 ako regulator tvorby NETov) a CRAMP
(katelicidin ako kIG¢ovy komponent NETov) sme chceli overit vyznam NETov v akitnom zlyhani
pecene. Testovany bol aj terapeuticky efekt exogénne dodanej DNazy I.

Material a metody

Zlyhanie pecene bolo indukované dospelym C57BL/6) mysiam, mysiam s deficitom PAD4 a
CRAMP pomocou intraperitonealnej aplikacie APAP (300 mg/kg, n=80) alebo TAA (200 mg/kg,
n=60). V rdmci APAP modelu zlyhania peéene sa mysiam odobrala potrava 16 hodin pred
podanim induktora. V tomto modeli zlyhania peéene sa sledoval aj uc¢inok exogénne dodanej
DNazy | (10 mg/kg), ktord sa intraperitonealne aplikovala v polovici trvania 12 hodinového aj
24 hodinového zlyhania pecene.

Po 12, 24 alebo 48 hodinach sa odobrala krv z retro-orbitalneho plexusu mysi do heparinovej
skdmavky, ktora bola scentrifugovana na 1600 g, 10 min a nasledne 16000 g, 10 min pri 4 °C.
Nasledovala izolacia ecDNA pomocou QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Nemecko),
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koncentracia celkovej ecDNA v plazme sa stanovovala fluorometricky (Qubit 3.0, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)) ajej subcelularny pévod pomocou real-time PCR.
Pomocou prietokovej cytometrie sa sledoval pocet neutrofilov a % NETov v krvi, v ktorej
najprv nastala osmolyza erytrocytov a nasledne boli pouZité fluorescencné protilatky — PE-
Cy7-Ly6G; TO-PRO-3, anti-citrullinated histone H3 primarna protildtka a sekundarna anti-
rabbit Alexa488 protilatka (Biolegend, San Diego, CA, USA). DNazova aktivita bola merand
v plazme pomocou modifikovanej gélovej single-radidlnej difuznej metdody (SRED)
a prepocitand pomocou softvéru Imagel (NIH, Bethesda, MD, USA).

Statisticka analyza bola vykonana pomocou GraphPad Prism 9.1.2 (GraphPad Software, San
Diego, CA, USA) s vyuZitim one-way ANOVA a data su prezentované ako aritmeticky priemer s
kladnou Standardnou odchylkou.

Vysledky

Koncentracia plazmatickej ecDNA v oboch modeloch akutneho zlyhania pecene bola najvyssia
24 hodin po indukcii u wild-type mysi (Obr. 1A, B). V pripade APAP to bolo 9x viac (p<0.001,
F=6.48) a v pripade TAA induktora aZ 17x viac (p<0.001, F=13.77) v porovnani s kontrolnou
skupinou bez zlyhania pec¢ene. Endogénna DN&zova aktivita bola najvyssia po 12 hodindch od
indukcie v oboch modeloch zlyhania pecene (APAP: p<0.001, F=6.60; TAA: p<0.001, F=6.70)
(Obr. 1C, D). Deficit tvorby PAD4 alebo CRAMP u mysi v pripade APAP modelu zlyhania pecene
zasadne neovplyvnil koncentraciu ecDNA (PAD4: p<0.01, F=7.77; CRAMP: p=0.23, F=1.72)
(Obr. 1E, F).
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Obr. 1: Koncentrdcia celkovej plazmatickej extraceluldrnej DNA (A,C) a DNazova aktivita (C,D)
C57BL/6J mysi v oboch modeloch zlyhania pe¢ene (APAP — paracetamol, TAA — tioacetamid)
v ¢asovych bodoch 12, 24 a 48 hodin od indukcie. Koncentracia celkovej extraceluldrnej DNA
v plazme mysi s deficitom tvorby peptidyl arginin deiminazy 4 (PAD4) a katelicidinu (CRAMP)
(E, F). * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001.
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Pocet neutrofilov v periférnej krvi v APAP modeli zlyhania pecene nebol rozdielny medzi
skupinami (p=0.32, F= 1.20) (Obr. 2A). V pripade TAA modelu bolo pozorované signifikantne
nizsie mnozstvo neutrofilov uz po 12 hodinach v porovnani s 24 hodinami (Ob. 2B) (p<0.05,
F=5.14). Percentudlne zastupenie NETov ani v jednom modeli zlyhania pecene nebolo vyssie
ako u kontrolnej skupiny bez zlyhania pecene (APAP: p= 0.09, F=2,66; TAA: p=0.26 , F=1.59)
(Obr. 2D, E). Aplikacia exogénnej DN4azy | viedla k znizZeniu nukledrnej frakcie ecDNA, ale nie
celkovej koncentracii ecDNA (18x a 10x) v plazme (nukledrna ecDNA: p<0.001, F=9.30; celkova
ecDNA: p<0.01, F=5.99) (Obr. 2C, F).
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Obr. 2: Pocet neutrofilov (A, B) a percentudlne zastupenie neutrofilovych extracelularnych
pasci (NETov) (D, E) v periférnej krvi po 12 alebo 24 hodinovom APAP (paracetamol) a TAA
(tioacetamid) modeli zlyhania pecene. (C) Koncentracia plazmatickej celkovej extracelularnej
DNA a (F) mnozstvo genomickych ekvivalentov nukledrnej ecDNA v paracetamolovom (APAP)
modeli zlyhania pecene po 12 a 24 hodinach aj po aplikacii DNazy | v polovici trvania zlyhania
(APAP 12h + DN&za, APAP 24h + DNaza).

* p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001.

Diskusia

V predloZenej praci sa nam podarilo Uspe$ne navodit modely akdtneho zlyhania peéene, pocas
ktorych sme pozorovali rychle zvySenie plazmatickej ecDNA. Pocet neutrofilov pocas APAP
modelu zlyhania pe¢ene mal klesajuci trend v ramci 24 hodin, hoci v pripade TAA modelu bol
pokles poétu neutrofilov uz po 12 hodinéach. Co sa tyka percentudlneho zastipenia NETov
v periférii, ani v jednom modeli sme nepozorovali vyssie zastupenie v porovnani s kontrolnou
skupinou. Na zaklade pozorovanych vysledkov je mozné vytvorit hypotézu, ze neutrofily
migruju z periférie na miesto zdpalu a zotrvavaju tam pocas 24 hodinového zlyhania,
fagocytuju alebo zomru a do cirkuldcie sa dostavaju potom len ako fragmenty ecDNA. Avsak,
NETy zrejme nie su hlavnym zdrojom ecDNA pri poskodeni pecene pretoZe zablokovanie ich
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tvorby cez reguldtor tvorby NETov PAD4 alebo katelicidin neviedol k zmene plazmatickej
koncentracie ecDNA. Zdrojom vysokej koncentracie ecDNA nemusia byt primarne
odumierajuce hepatocyty, ale aj oblicky alebo svaly ako vysledok sprievodného poskodenia.
Aplikacia DNazy I sice zniZila koncentraciu subceluldrnych frakcii ecDNA, konkrétne nuklearnu
i mitochondridlnu, ale neodstranila ju Uplne, ¢o mozino vysvetlit vy3Sou fragmentaciou,
pripadne protekciou ecDNA histénonmi, ktoré mozu byt naviazané na ecDNA a ochratiovat ju
pred odstrariovanim enzymom DNazy | (5) alebo mikrovezikulami ako su exozozémy (6). To
zaroven moze byt pri¢inou chybajiceho Gcinku na priebeh zlyhania. Aj napriek tomu ma liecba
pomocou DN&z potencial, nakolko napriklad DN&zall3 dokaze 3tiepit ecDNA chranenu
histénmi, ale na overenie pri zlyhani pecene st potrené dalSie Studie.

Daldimi krokmi nasho vyskumu je zameranie sa na farmakologické moznosti ovplyvnenia
tvorby a rozpozndavania ecDNA, ale aj na odliSnosti experimentalnych modelov od patogenézy
zlyhavania pecene v klinickej medicine.

Podporené ciastocne grantom Ministerstva Skolstva, vedy, vyskumu a Sportu SR VEGA
1/0649/21 a grantom Agentury na podporu vyskumu a vyvoja APVV-17-0505.
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Uvod

Zapalové crevné choroby (z angl. inflammatory bowel diseases, IBD) oznaduju progresivne
nespecifické zapaly traviaceho traktu, ¢asto chronického charakteru so striedanim faz remisie
arelapsu. Medzi IBD patri Crohnova choroba (CD) a ulcerdzna kolitida (UC). Zatial ¢o CD
postihuje rézne vrstvy a Casti traviaceho traktu, zapalové procesy UC su lokalizované na sliznici
a podslizni¢nej vrstve hrubého creva. V sicasnej rychlo sa rozvijajucej dobe prevalencia IBD
neustdle stupa [1], [2].

Priznaky IBD su ¢asto neSpecifické a variabilné. V zdvaznych pripadoch méze ist nielen len
o zniZenie kvality Zivota, ale aj Zivot ohrozujuci stav, napriklad rakovinu hrubého creva.
Etiopatogenéza IBD nie je v sucasnosti dostatocne popisana. Diagnostikovani pacienti su
lie¢eni symptomaticky, protizapalovou liecbou. Navyse, zlatym Standardom v diagnostike IBD
je pomerne invazivna endoskopia [3].

Z tohto d6vodu st animalne modely déleZitou sucastou vyskumu IBD. Poskytuju priestor pre
zefektivnenie diagnostiky a pochopenie mechanizmov prebiehajucich v patogenéze IBD.
Déraz je kladeny na metddy umoznujuce neinvazivnu diagnostiku pred nastupom klinickych
priznakov a typickych znakov, a na opakované dlhodobé sledovanie progresie ochorenia.
Jednym z najéastejSie pouZivanych animalnych modelov IBD je experimentdlna kolitida
vyvolana chemickou latkou dextranom sulfitom sodnym (DSS). DSS poskodzuje bunky
¢revného epitelu, ¢im priamo narusuje integritu Crevnej bariéry. DSS model kolitidy je
pomerne jednoduchy na realizaciu a lahko reprodukovatelny. V zavislosti od frekvencie
podavania DSS a jeho koncentracie je mozné simulovat akdtnu alebo chronickd kolitidu [2],
[4].

Medzi jeden z hlavnych faktorov potencidlne podnecujicich vznik zapalu v IBD povazujeme
nerovnovdhu imunitnych odpovedi. Sucastou vrodenej imunitnej odpovede su
polymorfonukledrne neutrofily (PMN). Tie sa za fyziologickych podmienok nenachadzaju
v zdravej sliznici ¢reva. V patofyzioldgii zdpalu vSak dochadza ich k infiltracii a aktivacii, kedy
tvoria neutrofilové extracelularne pasce, indukuju procesy fagocytézy a uvolfiuju lytické
enzymy. Dal3ou z ich funkcii je tvorba reaktivnych foriem kyslika (ROS), ktora je katalyzovana
vo fagozémoch PMN enzymom myeloperoxidaza (MPO). Zatial ¢o fyziologické koncentracie
ROS sluzZia ako signalne molekuly regulujice rast, adhéziu a diferenciaciu buniek, dlhodobo
zvy$ené koncentracie ROS oxiduju bunkové struktury a poskodzuju nukleové kyseliny. Sic¢asné
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Studie popisuju vyznamne vyssie koncentracie MPO u IBD pacientov, pricom koncentréacia
MPO koreluje so zavaznostou IBD. Pritomnost ROS a aktivita MPO zohravaju tak déleZitd dlohu
v procese zapalu a poskodeni sliznice ¢reva. Vysledkom ich nerovnovdhy je narusenie
homeostazy a chronicky zépal [4], [5].

V sulasnosti je moziné pritomnost ROS aaktivitu MPO detegovat prostrednictvom
chemiluminiscenénej molekuly luminol. Tato latka Specificky reaguje s ROS. V zasaditom
prostredi je mozné luminol zase vyuZit na detekciu krvi, konkrétne okultného krvacania ako
jedného zo znakov kolitidy. V oboch pripadoch dochadza k oxidacii luminolu, ktory prechadza
do excitovaného stavu. Vysledkom je emisia chemiluminiscencie s emitujicim maximom
vinovej dizky 425nm [6], [7].

Vlastnosti luminolu sa vyuZivaju aj v animalnych modeloch in vivo. Luminol bol doposial
vyuzity pre detekciu zapalu v modeloch reumatoidnej artritidy, dermatitidy alebo rakoviny [6],
[8], [9]. Ziadna z experimentalnych tadii sa vak nezamerala na moznost detekcie signalu pred
vyvinom typickych klinickych znakov kolitidy. Preto bolo hlavnym ciefom tohto experimentu
sledovat vznik a progresiu zapalu hrubého ¢reva v akitnom a chronickom DSS-indukovanom
modeli kolitidy neinvazivnou in vivo metddou so zameranim na detekciu pred nastupom
typickych znakov kolitidy. Vysledky Studie boli doplnené o chemiluminiscenénli detekciu
okultného krvacania ex vivo.

Material a metody
Akutny a chronicky model kolitidy:

Vtomto experimente boli pouzité samice mysi kmeria C57BL/6J (n=44). Zvierata boli
umiestnené v kontrolovanom prostredi s 12-hodinovym cyklom striedania svetla a tmy, so
stalou teplotou 24 + 2 °C a vlhkostou 55 + 10 %. Pocas doby trvania experimentu boli chované
so Standardnou kfmnou zmesou a s pristupom k pitnej vode ad libitum. Experimentalna
kolitida bola indukovanad zamenenim pitnej vody za roztok DSS o prislusnej koncentracii.
Roztok DSS bol pripraveny rozpustenim Dextran Sulfate 40 Sodium Salt BioChemica (PanReac
AppliChem, Darmstadt, Nemecko) v 1x PBS.

Pre ucely akutneho animalneho modelu kolitidy bolo vybranych 36 samic, ktoré boli nahodne
rozdelené do 3 skupin: kontrolna skupina (A_CTRL, n=12), skupina s kolitidou indukovanou 2
% roztokom DSS (A_2%_COL, n=12) a skupina s kolitidou indukovanou 4 % roztokom DSS
(A_4%_COL, n=12). Animalny model akutnej kolitidy prebiehal 7 dni. Pocas tohto obdobia pili
obidve COL skupiny mysi roztok DSS nepretrzite.

Pre tGcely chronického animalneho modelu kolitidy bolo vybranych 8 samic, ktoré boli nahodne
rozdelené do 2 skupin: kontrolna skupina (C_CTRL, n=4), a skupina s kolitidou indukovanou 2
% roztokom DSS (C_2%_COL, n=4). Animalny model chronickej kolitidy prebiehal celkovo 6
tyZzdniov. Pocas tohto obdobia boli COL skupine mysi pravidelne striedané cykly poddavania
roztoku DSS a pitnej vody. Dizka jedného cyklu trvala 7 dni. Ako DSS cyklus bol oznageny 1., 3.
a 5. tyzden experimentu a ako wash-out cyklus bol oznadeny 2., 4. a 6. tyZden experimentu.
Metddy:

Poc¢as doby trvania oboch animalnych modelov kolitidy bola sledovanda hmotnost
experimentalnych mysi, spotreba vody (CTRL skupiny) a roztoku DSS (COL skupiny). Pravidelne
bola zbierana stolica. Jej konzistencia a pritomnost krvi bola vizualne hodnotena nasledovnym
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skére: tvrda konzistencia (skdre 0), makka konzistencia (1), vodnata konzistencia (2), vodnata
konzistencia s pritomnostou krvi (3). Zbierana stolica bola po odbere uchovévana pri teplote -
20 °C po dobu spracovania. Na konci experimentu boli zvieratd usmrtené. Po usmrteni bola
odmerana dizka a hmotnost hrubého &reva.

Meranie zépalu v ¢reve in vivo:

Pre meranie zapalu in vivo bol pouZity roztok luminolu s koncentraciou 50 mg/ml, ktory bol
pripraveny rozpustenim Luminol sodium salt (Biosynth Carbosynth, Compton, Spojené
kralovstvo) v 1x PBS. Tento roztok bol pocas doby pouZivania skladovany pri teplote 4 °C a
chraneny pred pristupom denného svetla. Bezprostredne pred meranim bolo
experimentalnym mysiam intraperitonealne podanych 100 pl luminolu. Pritomnost zapalu,
ateda emisia chemiluminiscentného Ziarenia, bola merand pomocou pristroja IVIS
SpectrumCT In Vivo Imaging System (PerkinElmer, Waltham, MA, USA) s nasledovnymi
parametrami: expozi¢ny ¢as 5 mindt, medium binning, field of view-C, F/Stop-1. Po¢as doby
merania boli mysi uspané inhalaénou anestézou s pouZitim 3 % roztoku isofluranu.
V animalnom modeli akutnej kolitidy bol zépal sledovany na 3., 5. a 7. deri experimentu. V
animalnom modeli chronickej kolitidy bol zapal sledovany na 3., 5. a 7. derl experimentu pocas
DSS cyklov.

Meranie pritomnosti krvi v stolici ex vivo:

Pre ucely merania pritomnosti krvi bolo navazenych 0,1 g luminolu a 7,5 g KOH, ktoré boli
rozpustené v 125 ml destilovanej vody. Pripraveny roztok bol pocas doby pouZivania
uchovavany pri teplote 4 °C a chraneny pred pristupom denného svetla. Vzorky pozbieranej
stolice boli spracované pridanim 500 pl destilovanej vody s nédslednou homogenizaciou.
Vzniknuty homogenat bol centrifugovany 2 minuty pri odstredivej sile 8000 g. Nasledne bolo
200 pl supernatantu prepipetovanych do Cistej skimavky. Bezprostredne pred meranim bol
roztok luminolu zmiesany s 35 % H20; v pomere 1:1. Do skimavky so supernatantom bolo
pridanych 300 pl roztoku luminolu. Meranie chemiluminiscencie sa uskutocnilo na pristroji
IVIS SpectrumCT In Vivo Imaging System (PerkinElmer, Waltham, MA, USA) s nasledovnymi
parametrami: expozi¢ny ¢as 1 s, medium binning, field of view-C, F/Stop-1.

Vyhodnotenie a Statistickd analyza:

Na meranie emitovaného chemiluminiscencného signalu in vivo a ex vivo bol pouzity interny
program zobrazovacieho pristroja. Ziskané vysledky boli Statisticky spracované a graficky
vizualizované v programe GraphPad Prism (verzia 9.0.0, GraphPad Software, San Diego, CA,
USA). Na vyhodnotenie vysledkov bol pouZity parametricky T-test a ANOVA test s
Bonferroniho korekciou. Vysledne data boli prezentované ako priemer + Standardna odchylka.
Za signifikantné boli povaZované rozdiely s hladinou vyznamnosti p<0,05.

Vysledky:

V akdtnom animalnom modeli kolitidy sme sledovali zauzivané znaky kolitidy: pokles telesnej
hmotnosti, konzistenciu stolice, pritomnost okultného krvacania a skratenie dizky ¢reva. V
skupinach A_2%_COL a A_4%_COL doslo pocas doby trvania experimentu k poklesu
hmotnosti. V porovnanis poc¢iatoénou hmotnostou nastal vyrazny pokles v skupine A_4%_COL
na 5. den (p<0,05) av skupine A_2%_COL na 7. deni experimentu (p<0,05). V skupine
A_4%_COL bol pozorovany v posledny deri experimentu vy3si pokles hmotnosti (18 + 6 %) v
porovnani so skupinou A_2%_COL (10 *+ 7 %) vzhladom na pociato¢nd hmotnost tela. Vizudlne
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bola krv v stolici pozorovand u 50 % mysi skupiny A_2%_COL na 6. deni, v skupine A_4%_COL
na 4. defi experimentu. Na konci experimentu bola df?ka ¢reva v skupine A_2%_COL (p<0,01)
a v skupine A_4%_COL skupiny (p<0,001) vyznamne kratsia v porovnani s kontrolnou A_CTRL
skupinou.

V akitnom animalnom modeli kolitidy sa nepodarilo chemiluminiscenéne preukazat
pritomnost zapalu v ¢reve A_2%_COL a A_4%_COL skupin mysi v porovnani s kontrolnou
A_CTRL skupinou. Napriek tomu bola detekcia pritomnosti krvi v stolici Uspesna. V
skupine A_2%_COL bola emisia chemiluminiscencie vyznamne vyssia od 5. diia podavania
roztoku DSS (p<0,05), a v skupine A_4%_COL4 % DSS od 3. dria podavania roztoku DSS
(p<0,05) v porovnani s kontrolnou A_CTRL skupinou (Obr. 1). Této chemiluminiscen¢na
metdda bola porovnavana s komeréne dostupnymi testami okultného krvacania (FOB test,
citlivost 10 ng/ml). Detekcia krvi v stolici chemiluminiscenciou detegovala pritomnost krvi
v stolici o deri skor nez komerény FOB test.

Detekcia krvi v stolici

6x108=

5x108-

4x108=

3x108-

2x10°-

Ziarenie [p/s/cm?/sr]

o A_CTRL
o A 2% COL
s A 4% COL
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Obr.1 Detekcia okultného krvacania ex vivo v akitnom modeli kolitidy. Narast emitovanej
chemiluminiscencie v skupindach A_CTRL, A_2%_COL aA_4%_COL v priebehu trvania
experimentu (* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001).

V chronickom animdlnom modeli kolitidy boli opat sledované standardné znaky kolitidy. V
skupine A_2%_COL doslo k poklesu telesnej hmotnosti v porovnani s pociato¢nou telesnou
hmotnostou na konci 1. (5+ 3 %), 2. (5 6 %) a 3. (8 £ 5 %) DSS cyklu. Vizudlne hodnotenie
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pritomnosti krvi v stolici zodpovedalo obdobiam relapsu. Na konci experimentu bola dizka
Creva v skupine C_2%_COL vyznamne kratSia v porovnani s kontrolnou C_CTRL skupinou
(p<0,05).

V skupine A_2%_COL bol detegovany postupny ndrast emitovanej chemiluminiscencie
v priebehu ¢asu s vyznamnym vzrastom pocas 5. cyklu (p<0,05) v porovnani s kontrolnou
C_CTRL skupinou (Obr. 2). Chemiluminiscen¢na detekcia pritomnosti krvi v stolici bola v
skupine C_2%_COL vyznamne vyssia na 7. den vietkych DSS cyklov v porovnani s kontrolnou
C_CTRL skupinou (p<0,05).

Detekcia zapalu v ¢reve
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Obr.2 Detekcia zapalu ¢reva u mysi in vivo v chronickom modeli kolitidy. Narast emitovanej
chemiluminiscencie v skupindch C_CTRL a C_2%_COL v priebehu experimentu (* p<0,05, **
p<0,01, *** p<0,001).

Diskusia

V akdtnom animdlnom modeli kolitidy boli v skupindch A_2%_COL a A_4%_COL uspesne
pozorované typické znaky rozvoja kolitidy, akymi su pokles hmotnosti, zmeny v konzistencii
stolice a nasledne pritomnost okultného krvacania. V dosledku zapalu doslo u tychto skupin k
skrateniu dizka hrubého &reva. Mézeme tak konitatovat, 7e akutna kolitida bola indukovana
uspesne.

V akitnom modeli kolitidy sa nepodarilo chemiluminiscenéne preukézat pritomnost zapalu
Creva a medzi jednotlivymi experimentalnymi skupinami neboli pozorované vyznamné
rozdiely. Emisia chemiluminiscenéného signalu bola merana aj mimo oblast zaujmu brusnej
dutiny, napriklad v oblasti Gstnej dutiny a rekta. Podobny nespecificky signal uvadza aj stadia
venujlca sa zobrazovaniu tumoru in vivo [6], kde bola okrem miesta injekcie nadorovych
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buniek emitovand luminiscencia v oblasti brusnej dutiny arekta. Tento signdl mohol byt
ddsledkom prirodzeného vylu¢ovania luminolu.

Podarilo sa detegovat krv v stolici mysi pred jeho viditelnym vyskytom a nastupom prvych
znakov kolitidy. Tato metdda tak méZe predstavovat potencidlny nastroj pre detekciu
okultného krvécania. Nevyhodou metddy ostdva nutnost pristrojového vybavenia pre analyzu.
V sucasnosti boli vlastnosti luminolu vyuZité pre sledovanie aktivity MPO uZ aj
prostrednictvom komeréného Luminol Reaction Experiment Kitu [10].

V chronickom animalnom modeli kolitidy boli v skupine C_2%_COL UspeSne pozorované
typické znaky rozvoja kolitidy, ¢im sa predpokladad jej Uspesna indukcia. Bol detegovany narast
emisie chemiluminiscencie v priebehu ¢asu s vyznamnym zvySenim v poslednom 3. DSS cyklu.
Zéroven sa podarilo detegovat okultné krvacanie pred jeho viditelnym vyskytom v stolici.
Sucasné studie popisuju, Ze MPO produkujice ROS sa méZe vyznamne podielat na progresii
chronického zapalu. Nakolko ROS reguluju imunitnG reakciu signalizaciou prozapalovej
chemotaxie na miesto zapalu a aktivacie, postupny narast chemiluminiscencie méze byt
dosledkom pozitivnej spatnej vazby ROS, pricom poskodenie tkaniva vyvolaného ROS
opatovne stimuluje prozapalovi chemotaxiu. V dosledku tohto dochadza k lokdlnemu
zvySovaniu produkcie ROS a perzistencii zdpalu [11], [12]. Tento poznatok mdze pomdct pri
sledovani progresie IBD. Naopak, niektoré publikdcie na sledovanie progresie chronického
zapalu aplikovali lucigenin, nezavisly na MPO aktivite, ktory zobrazuje aktivitu Phox
v makrofagoch [7], [13].

Chemiluminiscen¢nd metdda diagnostiky IBD luminolom predstavuje novy potencidlny nastroj
pre opakované a dlhodobé sledovanie aktivity IBD bez nutnosti endoskopického invazivneho
zakroku. Z vysledkov experimentu vyplyva, Ze zapal v ¢reve mysi je moZné neinvazivne in vivo
detegovat pomocou emisie chemiluminiscencie luminolu iba v pripade chronickej kolitidy, a to
v obdobi relapsu. Predmetom dalSieho vyskumu tak ostdva neinvazivna diagnostika
prebiehajucej akutnej formy IBD a remisie chronickej formy IBD.

Podporené grantom VEGA 1/0674/21 a VEGA 1/0649/21.

Zoznam poutZitej literatury

1. Kaplan GG a Windsor JW: The four epidemiological stages in the global evolution of
inflammatory bowel disease. Nat Rev Gastroenterol Hepatol 2021; 18{1): 56-66.

2. Wirtz S, Popp V, Kindermann M, Gerlach K, Weigmann B, Fichtner-Feigl S, Neurath MF:
Chemically induced mouse models of acute and chronic intestinal inflammation. Nat
Protoc 2017; 12{7): 1295-1309.

3. Zhang YZ a Li YY: Inflammatory bowel disease: Pathogenesis. World J Gastroenterol
WIJG 2014; 20{1): 91-99.

4. Weéra O, Lancellotti P, a Oury C: The Dual Role of Neutrophils in Inflammatory Bowel
Diseases. J Clin Med 2016; 5{118) 1-24.

5. Hansberry DR, Shah K, Agarwal P, a Agarwal N: Fecal Myeloperoxidase as a Biomarker
for Inflammatory Bowel Disease. Cureus 2017; 9{1): e1004.

6. Alshetaiwi HS, Balivada S, Shrestha TB, Pyle M, Basel MT, Bossmann SH, Troyer DL:
Luminol-based bioluminescence imaging of mouse mammary tumors. J Photochem
Photobiol B 2013; 127: 223-228.

Paulina Belvoncikova, Barbora Koneénd, Barbora Gromova, Roman Gardlik (2023) Luminol — novy neinvazivny
diagnosticky nastroj zapalovych ¢revnych ochoreni. Zbornik vedeckych prac. 60. fakultna konferencia Studentskej
vedeckej odbornej ¢innosti a XVII. vedecka konferencia doktorandov LF UK. Univerzita Komenského v Bratislave



179

7. Tseng JC a Kung AL: In vivo Imaging Method to Distinguish Acute and Chronic
Inflammation. J Vis Exp JoVE 2013; 78: 50690.

8. [8] Gross S, Gammon ST, Moss BL a spol: Bioluminescence imaging of
myeloperoxidase activity in vivo. Nat Med 2009; 15{4): 455-461.

9. Hofmann MCJ, Schmidt M, Arne O, Geisslinger G, Parnham MJ a de Bruin NMW!J: Non-
invasive bioluminescence imaging as a standardized assessment measure in mouse
models of dermal inflammation. J Dermatol Sci 2018; 91:153-163.

10. Park AM a Tsunoda I: Forensic luminol reaction for detecting fecal occult blood in
experimental mice. BioTechniques 2018; 65{4): 227-230.

11. Chami B, Martin NJJ, Dennis JM, Witting PK: Myeloperoxidase in the inflamed colon: A
novel target for treating inflammatory bowel disease. Arch Biochem Biophys 2018;
645: 61-71.

12. Davies MJ a Hawkins CL: The Role of Myeloperoxidase in Biomolecule Modification,
Chronic Inflammation, and Disease. Antioxid Redox Signal 2020; 32{13): 957-981.

13. Tseng JC a Kung AL: In Vivo Imaging of Inflammatory Phagocytes. Chem Biol; 19{9):
1199-1209.

Paulina Belvoncikova, Barbora Koneénd, Barbora Gromova, Roman Gardlik (2023) Luminol — novy neinvazivny
diagnosticky nastroj zapalovych ¢revnych ochoreni. Zbornik vedeckych prac. 60. fakultna konferencia Studentskej
vedeckej odbornej ¢innosti a XVII. vedecka konferencia doktorandov LF UK. Univerzita Komenského v Bratislave



180

27. Uloha proteinu Rap1 v evolcii kvasinkovych telomér.
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Uvod

Teloméry, extrémne konce linedrnych chromozémov, vykazuju vysokd mieru evolucnej
konzervovanosti naprie¢ organizmami. Ich nukleotidové sekvencie su u vacsiny zndmych
organizmov tvorené repeticiami tzv. ,cicavéieho” motivu 5 TTAGGG 3’, ktory rozpoznava
viacero nepribuznych typov telomérickych proteinov (1). Tento a jemu podobné motivy boli
popisané naprie¢ eukaryotmi od prvokov, bezstavovcov, hub az po vyssie rastliny a stavovce,
vratane cloveka (2-4).

Ku rozsiahlej diverzifikacii od takychto motivov vsak doslo u kvasinkového pododdielu
Saccharomycotina. Tato diverzifikdcia bola u mnohych druhov sprevadzana aj prestavbou
proteinovych komplexov chraniacich teloméry. U zdstupcov bazédlnych vyvojovych vetiev
pododdielu je dvojvlaknova Cast telomér viazana proteinom Tayl (telomere-associated in
Yarrowia 1) (5), pre evolu¢ne mladsie vetvy jeho poziciu nahradza protein Rapl (repressor
activator protein 1) (6). V pripade proteinu Tay1 bol pozorovany pokles afinity k telomérickym
motivom, ktorych sekvencia sa vyrazne odliSovala od ,cicav¢ieho” motivu v podmienkach
in vitro, zatial ¢o ortolégy Raplp rozpoznavaji mnohé z tychto motivov prirodzene
v podmienkach in vivo (7).

Cielom prace je pripravit protein Raplp kvasinky S. cerevisiae a v podmienkach in vitro
testovat zmenu jeho afinity k réznym typom telomérickych repeticii.

Material a metody

Amplifikovanu sekvenciu génu kddujluceho protein Rapl kvasinky sme klonovali do plazmidu
PGEX-6P-1 vyuzitim Gibson assembly assay. Na produkciu plazmidov sme vyuZili bakteridlny
kmen Escherichia coli DH5a. Naklonované plazmidy sme izolovali vyuZitim NucleoSpin Plasmid
Kit-u (Macherey-Nagel) a spravnu inzerciu sme overovali sekvenacnou analyzou.

Pre indukciu expresie sme transformovali kmen E. coli BL21 (DE3) a samotnu expresiu sme
vyvolali pridanim IPTG do Zivného LBA-glukézového média. Protein zdujmu sme zo
sonikovaného bakteridlneho peletu purifikovali afinitnou chromotografiou vyuZitim
glutathionu na koldénke. Eluovany bol nasledne pomocou Prescission proteazy.
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Na sledovanie zmeny afinity pripraveného proteinu ku vybranym telomérickym repeticiam
sme vyuZili metédu kompeticnej gélovej retarddcie (Electrophoretic mobility shift assay). Na
naslednu kvantifikdciu mnoZzstva volnej a retardovanej sondy sme vyuZili softvér Fiji ImageJ.

Vysledky
Pripraveny protein sa preukazal byt funkénym a lspeSne rozpoznaval jemu vlastnu

teloméricku repeticiu v podmienkach in vitro.
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Obr. 1: Sken Storage Phosphor Screen (Kodak) po kompeti¢nej gélovej retardacii s proteinom
Rapl vyhotoveny pomocou Personal Molecular imager Fx. Vsetky shift-y reprezentuju

komplex proteinu s radioaktivnou sondou.

Graf 1: Relativne mnoZstvo volnej sondy za pritomnosti roznych kompetitorov vo vzorke. Graf
vyhotoveny na zdklade dat ziskanych kvantifikaciou troch snimok z kompeti¢nej gélovej
retarddcie proteinu Rapl pomocou softvéru Fiji Imagel. Chybové Usecky znazorruju

smerodajnu odchylku.
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