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Mil¢ kolegyne, kolegovia, vazeni Citatelia

Kazdoro¢ne sme si v novembri zvykli pripominat’ nestora a prvého prednostu slovenskej
anatomie profesora MUDr. Juliusa Ledényi - Ladzianskeho.

Vzhladom na stfasni pandemicku situaciu nie je mozné usporiadat’ pamétny den pri tejto
prilezitosti. Avsak aj napriek tomu, tak ako kazdy rok vydavame zbornik. Tohto roku s témou
Sucana veda v obdobi COVID-19.

Verim, ze d’alsi Ladzianskeho den uz bude taky ako byval po minulé roky.

Prajem Vam vSetkym pevné zdravie

FEliska Kubikova
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350. VYROCIE UMRTIA UCITELCA NARODOV

(350th anniversary of the death of the teacher of nations)

Bolekova Adriana

Ustav anatémie UPJS LF v KoSiciach, Srobdrova 2, 041 80 Kosice
adriana.bolekova@upjs.sk

Suhrn

Jan Amos Komensky je vyznamnou osobnost'ou v oblasti pedagogiky, vychovy a filozofie. Bol
spisovatel’, teoldg, jazykovedec, myslitel’, humanista a filozof a predovSetkym tvorca novej
pedagogiky. Je znamy svojimi vyrokmi: Opakovanie je matkou vzdelanosti a Skola hrou. Tento
velikdn predbehol dobu svojim myslenim, jeho historicky vyznamné ndzory nesti nad¢asovy
pristup k vzdelavaniu. Mnohé sucasné principy efektivneho (mozgovo-kompatibilného) ucenia
sa stotoznuju s mySlienkami jeho ucenia. S lictou na neho spominame pri prileZitosti 350.
vyrocia jeho timrtia.

Krucové slova
Jan Amos Komensky, u€enie, vzdeldvanie

Summary

John Amos Comenius is a significant figure in the field of pedagogy, education, and philosophy.
He was a writer, theologian, linguist, thinker, humanist, philosopher, and above all a creator
of new pedagogy. He is known for his statements: Repetition is the mother of education and
Learning through play. This great man preceded his time by his thinking, his historically
significant views carry a timeless approach to education. Many current principles of effective
(brain-compatible) learning are based on the ideas of his learning. We remember him
with respect on the 350th anniversary of his death.

Keywords
John Amos Comenius, study, education

Uvod

Jan Amos Komensky (lohannes Amos Comenius) sa narodil 28.3.1592, presné miesto doteraz
nie je znadme, viacer¢ moravské obce sa pysia jeho ,,pravym* rodnym domom (v tom Case
sa miesto narodenia nezaznamenavalo). Bol najmladsi z piatich deti a jediny syn v sedliacke;j
rodine (1). Studoval v Nemecku, v 24 rokoch bol vysviteny za kitaza Jednoty bratskej. \VV tom
Case bola Rimskokatolicka cirkev vyhlasena za jediné pravoplatné nabozenstvo na Morave.
Jan konvertovat’ nechcel, radsej sa do konca Zivota zdrziaval v zahrani¢i. OdiSiel so svojou
rodinou do pol'ského LesSna, strediska ¢innosti Jednoty bratskej, kde posobil ako ucitel’ latinCiny
na gymnaziu. Skoly ovladala cirkev, bohosluzby prebiehali v latin¢ine, takze vyucba spodivala
hlavne v tom, ze sa Studenti ucili naspamat’ latinské slova a vety, ¢im sa pripravovali prednostne
na knazské povolanie. Komensky si uvedomoval Zalostny stav, nedostatky a nedokonalosti
vzdelavacieho systému v 17. storo¢i. Skoly nazval mrzadenim mysle. Vzdelavat' sa smeli
iba bohati chlapci, chudobné deti nedostali Ziadnu moznost’ a disciplina bola zbyto¢ne prisna

).



Reformy v Skolstve

Komensky bol znechuteny nevhodnymi metédami vyucby, ¢o ho priviedlo k rozhodnutiu
uskutocnit’ v Skolstve vyrazné zmeny. Zastaval nazor, ze metédy ucenia sa memorovanim
su zastaralé a Ze vzdelavanie by malo byt praktické, prijemné, tak, aby sa Skola stala miestom,
kam by ziaci aj uditelia chodili radi. Jeho cielom bolo zaviest’ progresivny systém vyucby
pre vetkych, v ktorom by sa pristupovalo od zékladnych pojmov k zloZitej$im. Studenti
nemaju byt zat'azovani uc¢ivom, ktoré je neprimerané ich chapaniu. Vyzdvihoval ucenie hrou,
pouzivanie predstavivosti, zdérazinoval nutnost’ rozvijat’ zmyslové schopnosti. Presadzoval,
aby sa pocas prvych skolskych rokov vyucovalo v materinskom jazyku (nie v latinskom),
navrhol znizit’ pocet ziakov v triedach (bolo ich 80 az 100). Komensky sa pric¢inil o revolu¢né
zmeny aj v organizacii Skolstva. Definoval pojem Skolsky tyzden, Skolsky rok, skolské
prazdniny. Vychova deti spociatku prebiehala doma, do Siestich rokov sa detom venovali
rodicia. Deti od 6 do 12 rokov sa v obecnej skole ucili Citat’, pisat’, pocitat’, ndbozenstvo, spev,
rucné prace a realie (o prirode a spolo¢nosti). Do 12 rokov bola Skola spolo¢na pre chlapcov
a dievcata, vyucovanie prebichalo dve hodiny doobeda a dve poobede. Mladez od 12 do 18
rokov navstevovala gymnasium, latinska skolu, ktora doplnila vzdelanie o sedem slobodnych
uceni (gramatika, rétorika, dialektika, aritmetika, geometria, astrondmia a muzika), o prirodné
vedy (zemepis, dejepis, matematiku) a jazyky. Mladi l'udia od 18 do 24 rokov Studovali
na academii, vysokej Skole, kde sa ucili katechizmus, pravo alebo medicinu. Po ukonéeni §kol
mali l'udia cestovat’ po vlasti ¢i cudzine, takito forma ucenia sa nazyval apodemia. Komensky
zdorazioval, Ze vzdelavanie ¢loveka sa nikdy nekon¢i a trva cely zivot (3).

Niektoré pedagogické nazory Jana Amosa Komenského

o Ucitel’ by mal ucit’ nie tol'’ko, kol'ko sim sa moze naucit’, ale kol’ko ziak mdze pochopit’.

e Spravne vyucovat znamena spdsobit’, aby sa ziak ucil s chut'ou a dokladne.

o Nadany ucitel’ vie pokojne znasat’ nevedomych ziakov a vie nevedomost’ uc¢inne zaplasit'.

e Vyucovat nie je takmer ni¢ iného, nez ukazovat’, ako sa jedna vec odlisuje od druhej majuc
rozny ucel, formy a povod. Kto teda dobre rozlisuje, dobre vyucuje.

e Ak nieCo ziadny zmysel nema, alebo ak podrobnosti chybaju, tomu nemozno
ani porozumiet’, ani posudit’, a teda to nemozno do pamati vstepit.

e Pochopenie veci spociva v zisteniu, k ¢omu a akym spésobom naleZzi vec ktoroukol'vek
svojou cast’'ou a ako sa lisi od inych veci pribuznych.

o Pristane sa citat' nejaka vec raz, aby sme vedeli, ¢o obsahuje; po druhé, aby sme ju
pochopili; po tretie, aby sme si ju vtla¢ili do pamaiti; po Stvrté ticho si ju opakovat’, aby
sme zistili, ¢i sme ju pevne obsiahli (4).

Najznamejsie diela Jana Amosa Komenského

Kniha Brana jazykov otvorend spdsobila prevrat vo vyucbe latin¢iny. Text bol usporiadany
do dvoch stipcov, z ktorych jeden bol v &eitine a druhy v latindine, porovnavanim oboch
jazykov sa ulah¢ilo ucenie. Tato ucebnica bola prelozena do 16 jazykov. Orbis pictus (Svet
v obrazoch), ilustrovana ¢itanka pre deti, bola medznikom v dejinach pedagogiky, skoro dvesto
rokov sa pouzivala ako predSkolska ucebnica, v ktorej miesto slov boli pouzivala obrazky.
Komensky opisal vsetky svoje pedagogicko-didaktické nazory, vyucovacie metddy a principy
vo svojom najvyznamnejSom diele Didactica magna. Stanovuje Vv nej nutnost’ vyucovania
pre kazdého, uz od mala a dosiahnutie urcitého stupnia vzdelania, pri¢om Skolsk4d dochadzka
ma byt povinna a zadarmo. U¢ivo musi byt primerané veku a individudlnym schopnostiam
Studentov, malo by nadvdzovat v rdmci jedného predmetu, ale aj k ostatnym predmetom.
Vyzdvihol nutnost’ ustaviéného opakovania. Zastaval nazor, Ze vyu€ovanie ma byt ndzorné
a zédbavné, a Ze sa ziak najviac nauci, ak vysvetluje inym, pretoZe priama skusenost umozni
lepSie zapamitanie uciva a Ze vSetko naucené sa ma prevadzat’ do praxe. Komensky odmietal


https://cs.wikipedia.org/wiki/Didactica_magna

telesné tresty za nevedomost ucebnej latky, ale pripastal ich za poruSenie discipliny.
K udrzaniu pozornosti sa musi prispiet’ pestrejSou vyucbou a zaujimavym pristupom k vykladu
uciva (5).

Sucasnost’ a Komensky

Komenského nazory boli na jeho dobu tak revolu¢né, ze ani v st¢asnosti sa na neho nezabudlo.
V polovici 19. storoCia vznikla komeniologia, moderny vedny odbor, ktory sa zaobera
systematickym vyskumom prinosu Komenského do svetovej kultary, vedeckym skimanim
jeho zivota, ¢innosti, diela a posobenia. Komensky vSetky svoje projekty prakticky odskusal,
dodnes sa pouzivaju sa jeho systematické vyucovacie metddy a obrazové pomocky. Niekedy
sa zd4, ze pedagogika uz ni¢ také prevratné ako Komensky neobjavila (5). Keby Komensky zil,
urcite by si v§imol paradox vysokych $kol: najvazenejSie osobnosti vo vzdelavani (profesori,
docenti) ziskali akademické tituly za vedeckil Cinnost’ a zvyCajne nemaju pedagogické
vzdelanie. Kazdy absolvent lekarskej fakulty musi pisat’ diplomovu pracu, pricom iba zlomok
z nich sa bude venovat’ vede alebo vyskumu vo svojej kariére.

Komensky veril v uctu k ¢loveku, v jeho dobru a vychovatel'n povahu, v rozum a filozofiu.
Jeho filozofiou bola pansofia — vSeveda, uceleny systém poznania, harmonia ovladajuca
kozmos. Ucenci z celej Eurdpy ho pokladali za vodcovsku osobnost’ a vyhl'adavali jeho rady.
Komensky pokladal vzdelanie za zjednocujucu silu I'udstva. Bol presvedCeny, ze vSeobecné
vzdelanie moze pomoct’ zaistit’ mier na svete (6).

Zaver

Zasluhou Komenského sa pedagogika stala vednym odborom. Jeho genialita sa prejavila v tom,
ze mnohé jeho principy vzdelavania su sticastou mozgovo-kompatibilného ucenia, moderne;j
vedy o efektivnom uceni, ktord vyuziva vedecké poznatky o fungovani mozgu, o com
on Vo svojej dobe nemohol mat’ ani tuSenia (7, 8). V historii Skolstva ma Komensky vylucné
postavenie, jeho vzdeldvacie metddy znamenali zmeny v spdsobe vyuCovania, zaviedol
moderny trend na poli vzdelania. Zomrel 15.11.1670 vo veku 78 rokov v Amsterdame.
Zanechal vyznamny odkaz pre d’alSie generdcie a mnohé jeho myslienky platia doteraz. Jana
Amosa Komenského nazyvame aj otcom modernej pedagogiky.

Pod’akovanie
Préca bola podporena grantom KEGA 019UPJS-4-2018.
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BOLESTI TVARE, NEURALGIA N. TRIGEMINUS

(Facial pain, trigeminal neuralgia)

Breza Andrej, Kubikova Eliska

Anatomicky ustav, Lekdrska fakulta Univerzity Komenského, Sasinkova 2, 811 08 Bratislava
andrej.breza@fmed.uniba.sk, eliska.kubikova@fmed.uniba.sk

Suhrn

Vela bolesti tvare je spdsobené trojklannym nervom n. trigeminus, ale nie kazda bolest’ na tvari,
ktord nie je symptomom Specidlneho organového ochorenia (napr. chory zub) moze byt
oznacena ako neuralgia trigeminu. Na to je potrebna existencia celkom urcitych symptémov.
Pri vyskyte bolesti tvare musia byt’ najprv vyliéené ochorenia o¢i, prinosovych dutin, a zubov,
predtym ako sa vobec ¢o len pomysli na ochorenie tvarového nervu.

KPucové slova
n. trigeminus, neuralgia, 1ézia

Summary

Many facial pains are caused by the trigeminal nerve n. trigeminus, but not every pain in the
face that is not a symptom of a special organ disease (e.g., a diseased tooth) can be termed
trigeminal neuralgia. This requires the existence of quite certain symptoms. When facial pain
occurs, diseases of the eyes, beneficial teeth, and teeth must first be ruled out before any facial
nerve disease is thought of.

Keywords
trigeminal nerve, neuralgia, lesion

Uvod

Bolest’ je najéastej§im a naviac obtazujiicim priznakom trigeminélne;j 1ézie. Dal$im priznakom
patri porucha citlivosti alebo oslabenie Zuvacich svalov.

Termin 1ézie u senzitivnheho nervu je pomerne komplikovany, pretoZze sa mdze prejavit
bolestivost'ou ¢i parestéziami v Stadiu iritacie €1 anestézie v Stadiu kompresie.

Neuralgia n. trigeminus je charakterizovana poruchou citlivosti koZe ¢i sliznic v inervacnej
oblasti n. trigeminus (8). Bolest byva dominujucim problémom, ale ak proces progreduje,
dochadza k destrukcii neurénov a K vyvoju zony necitlivosti.

Pri¢iny postihnutia trojklanného nervu st rozne. Mdze to byt napriklad trauma, zapaly,
demyelinizécia, naddory a iné.

Prevalencia a incidencia neuropatie n. trigeminus nie su zname. V literature ako najcastejsie
priiny su uvadzané jatrogénne posSkodenia (po zubnom oSetreni), trauma ale aj tumory
mozocka €i lebe¢nej bazy. Celosvetovo asi ako najcastejsia pricina postihnutia trigeminu byva
uvadzana lepra.

Anatomia

Nervus trigeminus (n.V) je zmieSany senzitivny a motoricky nerv. Ma 3 vetvy : n.opthalmicus
(V1), n.maxilaris (V2), a n.mandibularis (V3). Tieto vetvy sprostredkuju snimanie kozZnej
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a slizni¢nej citlivosti z oblasti tvare, vlasatej Casti hlavy, Gstnej dutiny, nosnej a paranazalnych
dutin oka.

Senzitivna aferentacia je cez talamus do primdrnej senzitivnej korovej oblasti. Motoricky
n.trigeminus inervuje zuvacie svaly. Senzitivna inervacia je velmi dodlezitou funkciou
trigeminu (1).

Etiologia
Lézia v klasickom zmysle mdze vzniknut’ v ktorejkol'vek Casti systému.
Podl'a anatomickej klasifikacie sa daju delit”:

a) supranuklearne syndromy

b) preganglionarne syndromy

NajcastejSou pricinou, ktoré vedu k poskodeniu n. trigeminus je poranenie.

Poranenie méze byt jatrogénne, ku ktorému dochadza pri zubnych zakrokoch, pri Grazoch
napriklad zlomenine bazy lebecnej, onkologickych (nadorovych) ochoreniach, kedy dochadza
ku kompresie intra a extrakranialnej ¢asti trigeminu.

Intrakranidlne moéze byt postihnuty trigeminus n. réznych urovniach, od oblasti kmena
prepontinovej cisterny, trigeminalneho ganglia alebo kavernézneho sinusu. Dalej sa moze
objavit’ karcinomat6za menig, ktora sa vyskytuje najcastejsie pri karcinéme plic, pri lymféme
alebo melanoéme. Pri stanoventi tejto diagnézy st kranidlne nervy postihnuté v 80%.

Medzi d’alSie nadory, ktoré postihuju trigeminus patri neurindm, meningeém, epidermoidny
karcinom. Ku klinickym prejavom priradujeme parestézie a necitlivost’ v tvari. Modze
sa vyskytnut i bolest’ alebo dyzestézia.

Metabolické postihnutie sa tyka zvlast’ lebe¢nej brany, ktora sa prejavi nebolestivou poruchou
citlivosti v tvari (3).

Trigemunovascular Cranial parasympathetic Internal carotid artery
activation (CGRP) activation (VIF) delation (cavernous)

Obr. 1 Cluster headache schéma patofyziologickych dejov
A trigemonovaskularny komplex, B kranialny parasympaticky systém, C Sympatickd inervacia
a. carotica interna (7)
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Cievne priciny
Malformacie (kaverndzny hemangiéom) méze byt pric¢inou neuropatie trigeminu (6).

Zapaly a autoimunitné ochorenia

Sem patri sklerodermia a Sjogrenov syndrom. Neuropatia u Sjogrenovho syndrému
sa vyskytuje azZ u 93% pacientov. Takisto roztriisend sklerdza byva pri¢inou tvarovej bolesti
alebo poruchy citlivosti v oblasti tvare. Aj demyeliniza¢ny proces v oblasti mozgového kmena
sa relativne Gasto prejavi neuropatiou trigeminu. Dal§ou moZnou pri¢inou moze byt’ sarkoidéza
s granulomatdznou infiltraciou bazalnych mening (4).

Infekcie

Medzi najcastejSie infekcie patri lepra, ktord sposobuje viacnasobni kranidlnu neuropatiu,
zvlast n. facialis a n. trigeminus. Medzi d’alSie infekcie patria virus herpes simplex a varicella
zoster. Rizikovymi faktormi je vek a intenzita akutnej bolesti. Bolesti byvaju pal¢ivé, vel'mi
intenzivne a niekedy tazko ovplyvniteI'né. Zoster opthalmicus zasahuje zas o¢ny bulbus
a nieckedy sposobuje aj 1éziu okohybnych nervov a oéného nervu (5).

Toxické a metabolické priciny
Sem patri poskodenie trichloretylénom (2) ale aj chemoterapia napr. cisplatinom.

Kongenitalne poruchy
Ide cisto len o senzitivne priznaky poSkodenia n. trigeminu.

Neuralgia trigeminu
Jednd sa otypicky neuralgicky charakter. Bolest je vyznamnda, intermitentna.
Pozname 2 zakladné typy:

1) neuralgiu esencialnu (klasicku)

2) neuralgiu symptomaticku (sekundarnu)
Klasicka neuralgia je relativne vzacna, (najCastejSie je postihnuta 2. vetva). Vyskytuje
sa najcastejSie okolo 40. roku Zivota, .maximum 6-7 dekada.

Tolosa - Huntov syndrom
Ide o bolestivu oftalmoplégiu. Postihnuta byva 1. a Il. vetva n. trigeminus.

Migréna

Patri medzi primarnu bolest” hlavy. Pri nej dolezit tlohu hraju mediatory (neurotinus-miterg).
Jednym  znajdolezitejSich je serotonin  (SHT-hydroxytryptamin), dalej GABA
(gabaaminomaslova kyselina), VP (vazoaktivny intestinalny polypeptid), substancia P ¢i oxid
dusny (NO). Migréne vzhladom k ¢astému rodinnému vyskytu sa pripisuje aj geneticky
multifaktorialny zaklad (7).

Trigeminové autonomne bolesti hlavy

Cluster headache (CH) patria medzi nie prili§ ¢asté primarne bolesti hlavy. Viac st postihnuti
muzi v pomere 6-8:1. Pacienti mavaji konstantné jednostranné zachvaty, vel'mi silné bolesti
pal¢ivého charakteru. Bolest’ byva lokalizovana orbitalne &i periorbitélne. Dalej sa objavuje
aj slzenie oka, kongescia nosnej sliznice na prisluSnej strane. Bolesti pocas zachvatu
st tak silné, ze pacienti nedokdzu ani lezat’ ani stat’. V priebehu 24 hodin sa zachvat moze
niekol'kokrat zopakovat. Provokujucim faktom byva aj alkohol, alebo pobyt vo vysokej
nadmorskej vyske. Diagnézu stanovujeme na zdklade klinického obrazu, anamnézy,
a negativnych vysledkoch zobrazovacich metdd.
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Paroxyzmdlné hemikranie

Vyskytuje sa CastejSie u zien okolo 20. roku zivota. Je charakterizovana ¢astymi vel'mi kratko
trvajucimi atakmi. Bolest’ sa objavuje v okoli oka a zasahuje aj temporalnu a supraorbitilnu
oblast’. V terapii zaberie Indometacin, ktory zaroven sluzi aj ako diagnosticky test.

SUNCT syndrom (,shortlasting unilateral neuralgiform headaches with conjunctival
injection and tearing“)

Autondémna zriedka bolest’ hlavy, ktord je charakterizovana kratko trvajicimi epizdédami
jednostrannej ostrej bodavej alebo prebehujlicej bolesti, ktora trva 2-4 minuaty. Frekvencia
zachvatu vSak moze byt 3-200 za den.

Bolest’ je sprevadzana vegetativnymi prejavmi ako zaCervenanie spojivky na strane bolesti,
slzenie, kongescia nosnej sliznice, sekrécia z nosa alebo potenie ¢ela. Vyskyt viac u muzov.
Pre pacientov so SUNCT symptémom moze byt prevencia MR mozgu.

Zaver

Trigemindlna 1ézia sa vacSinou manifestuje poruchou citlivosti v tvari alebo sliznic,
¢i parestéziami alebo bolest'ou v inervacnej oblasti nervu. Niekedy je sprevadzany oslabenim
Zuvacieho svalstva. Rozpoznanie etioldgie tejto poruchy je vzhladom na vysoky pocet
sekundarnych pricin zalozené na dokladnom klinickom vysetreni za pomoci zobrazovacich
metod (MR,CT).

Liecba po urceni priCiny je cielena na problém. U neuralgickych pacientov je vzdy
aj symptomaticka.
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PROCESSUS SUPRACONDYLARIS

(Supracondylar process)
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Suhrn

Processus supracondylaris je vrodena kostna varidcia distdlneho konca ramennej kosti,
oby&ajne vybichajuca priblizne 5 cm nad medialnym epikondylom, jeho tvar a dizka mozu
rozne varirovat. Z hrotu vybezku moéze vybiehat kratky véz- Struthersovo ligamentum,
k medialnemu epikondylu humeru. Tieto dve variabilné Struktury ¢asto sposobuju utlak nervus
medianus a treba ich mat’ na pamati.

KPuacové slova
humerus, processus supracondylaris

Summary

The supracondylar processus is an inherited bony variation of the distal end of the humerus,
usually extending approximately 5 cm above the medial epicondyle, its shape and length may
vary. A short ligament, the Struthers” ligament, may extend from the tip of the protrusion to the
medial epicondyle of the humerus. These two variable structures are often causes of the median
nerve comppression syndrome and should be kept in mind.

Keywords
humerus, supracondylar process

Uvod

Processus supracondylaris ramennej kosti je zriedkavd kostnd anomadlia vyskytujica
sa priblizne u 1% -2,7% l'udskej populécie a zvyCajne byva detekovana ndhodne (1, 2). Tento
vrodeny kostny vycnelok sa nachadza na anteromedidlnej ploche distdlnej casti humeru,
priblizne S5cm proximalne nad medidlnym epikondylom ramennej kosti a najcastejSie dosahuje
velkost” 2- 20mm zahybajic distadlnym smerom (2). Vo vicsej Casti pripadov je jeho vyskyt
asymptomaticky. Méze vSak moze aj viest' aj k tzv. syndromu processus supracondylaris,
ak dojde k utlaku neurovaskuldrnych Struktar tymto vybezkom alebo Struthersovym vizom:
ligamentum Struthers je aberantny véz prebiehajuci od distadlneho humeru k jeho medialnemu
epikondylu, vyskytuje sa u2,7% populacie, relativne ¢asto moze sposobit’ utlak pod nim
prebiehajuceho nervu, byva pri¢inou az 0,5% kompresivnych neuropatii nervus medianus.(5)
Na ramene sa nachadza viacero moznych miest, kde méze dochadzat’ k tlaku nervus medianus
veduc tak k jeho ,,uzinovej neuropatii (itlakovému poskodeniu). Jednou zo zriedkavejSich
pricin je jeho utlak v oblasti processus supracondylaris avo foramen supracondylaris.
Zriedkavo sa tento utlak moéze prejavit aj ako ,klaudikéacia® predlaktia. Zlomenina tohto
kostného vybezku moze viest’ k bolestivému opuchu na medidlnej strane ramena (1).
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Material a metody

Tuto kostn anomaliu sme pozorovali na historickom kostnom materiali Anatomického ustavu
Lekarskej fakulty Univerzity Komenského v Bratislave, ktory je vystaveny v sklenenych
vitrinach pozdiz chodieb Ustavu. Tento kostny material nesluzi k vyuke, je viak dokazom
starostlivosti nasich predchodcov s imyslom rozSirenia naSich anatomickych vedomosti.
Pre charakteristiku tejto kostnej anomalie sme najprv zmerali niektoré rozmery ramennej kosti:
jej dizku v pozdiznej osi (mm), vzdialenost medzi oboma epikondylmi (mm), $irku a vysku
jej hlavice (mm). N4jdeny anomdlny kostny vyc€nelok sme potom charakterizovali tymito
rozmermi a vzdialenostami: A) rozmery popisujice vztah vybezku k okoliu: vzdialenost
vrcholu zdola (zvy€ajne 48 — 85 mm), vzdialenost’ vrcholu od medidlneho epikondylu
(zvyCajne 27 — 68 mm), vzdialenost’ vrcholu od linea lateralis (zvy¢ajne 33 — 51 mm) a B)
rozmery vybezku: dizka (zvy&ajne 4-25 mm), vyska ( zvy&ajne 1,5 — 12 mm), $irka (zvycajne
1,5 — 8 mm), hrabka ( zvycajne 1 — 5,5 mm), Sirka bazy (zvycajne 8 — 29 mm), vzdialenost’
vrcholu od dolného okraja baze (zvycajne 1 — 12 mm). Merania sme robili posuvnym
meradlom.

Obr. 1 Vystaveny historicky kostny material Anatomického ustava LFUK, Bratislava
(kde sa nachadzaji obe ramenné kosti s uvedenymi anomaliami). Meranie posuvnym meradlom.

Vysledky

Processus supracondylaris sme pozorovali na 2 vystavenych ramennych kostiach historického
kostného materialu Anatomického ustavu LFUK. V jednom pripade to bol hékovity vybezok
smerujuci distalne (humerus 1) a v druhom pripade (humerus 2) len mensi hrbol¢ek. Rozmery
a vzdialenosti sme pre prehl'adnost’ zobrazili v tabul’ke.
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Obr. 2 Vystavena (Pava) ramenna Kost’ s vi¢§im anomalnym vyénelkom (humerus 1)

A

Obr. 3 Vystavena (tieZ Pava) ramenna kost’ s mens$im anomalnym kostnym vybezkom (humerus 2)
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Tab. Charakteristika ramennych kosti a ich anomalnych vybezkov

Diskusia a zaver

V roku 1998 Sener E. so spolupracovnikmi (3) popisali kazuistiku 35-ro¢nej zeny s 2-rocnou
anamnézou bolesti a parestézie v oblasti pravého lakta. Bola pravacka a pracovala ako
ucitel’ka. Jej symptomy sa zvyraziovali pri dvihani riky hore pocas pisania na tabul'u a pocas
aktivnej extenzie v lakti a pronacii predlaktia. VySetrenie oblasti pravého lakta odhalilo
citlivost’ nad mediélnou stranou distdlneho humeru, kde bol hmatny kostny vybezok

6-8 cm proximalne nad medidlnym epikondylom. Tinnelov aj Phalenov test boli negativne
a testy svalovej sily boli tiezZ v norme, rovnako ako aj senzitivne a motorické funkcie nervov.
Pronacia vystretého lakt’a spdsobovala bolesti v okoli lakt’a. Dopplerovské vysetrenie vretenne;j
a laktovej tepny v réznych polohadch nezaznamenalo pokles pulzacie. Priamy radiogram
pravéeho lakt’a odhalil processsus supracondylaris vo vySke 7cm nad medidlnym epikondylom
humeru a vy¢nievajucic $ikmo dole v anterio-posteriornom pohlade, pricom z lateralneho
pohl'adu nebol badatel'ny. Ked’Ze konzervativna liecba zlyhala, chirurgicka exploracia odhalila
kostny vyénelok a Struthersovo ligamentum utlacajice nervus medianus a arteriu brachialis
pod vdzom- oba boli resekované spolu s okosticou. Postoperativne bola pacientka
bez symptomov a po 2 tyzdiioch sa vratila k svojej praci. (3)

Naopak, relativne nedavno, brazilski autori Caetano EB a spolupracovnici (4) realizovali
anatomicku $tidiu na 60 hornych konéatinach (26 muzov, 4 Zeny- obe horné koncatiny), priCom
processus supracondylaris nenasli ani na jednom ramene, zato v Struthersovo ligamentum nasli
Vv 6 pripadoch (z toho 2 obojstranne), priCom v tychto pripadoch vzdy nasli aj vysoky odstup
musculus pronator teres.(4)

Processus supracondylaris je kongenitdlna varidcia distalneho konca ramennej kosti- kostny
vybezok vyvstavajici z anteromedidlneho povrchu humeru priblizne 5 cm nad medialnym
epikondylom smerujtc dole, dopredu a dovnutra k medialnemu epikondylu. Z hrotu vybezku
moze vybiehat’ fibrozny oblukovy pruh (v zriedkavych pripadoch méze byt’ osifikovany) -
Struthersovo ligamentum (spéjajliice suprakondylarny vybezok s medidlnym epikondylom. (3)
Tieto dve anomalne Struktury treba tiez vziat’ v ivahu ako mozné priciny pri podozreni na utlak
nervus medianus a citlivost’ v oblasti lakta.
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VARIABILITA ODSTUPU AA. RENALES PSOV

(The variability in origin of the renal arteries in dogs)
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Sthrn

Ciel'om tejto prace bolo popisat’ variabilitu odstupu aa. renales psov. Stiidia bola realizovana
na korozivnych preparatov 10 krizencov psov. Oblickové artérie u vSetkych psov odstupovali
z brusnej aorty kaudalne od a. mesenterica cranialis. V praci popisujeme dve moznosti odstupu
obli¢kovych artérii u psov, a to vo vaésine pripadov lateralny odstup aa. renales z brusnej aorty
a Vv mensom pocte pripadov ventralny odstup z brusnej aorty. Zaroven, sa v praci popisuje
poznatkom o arterialnom systéme psov a to méze byt vyuzité v biomedicinskom vyskume,
experimentalnej chirurgii a klinickych disciplinach.

Kracové slova
oblicka, pes, angiologia, a. renalis, tepna

Summary

The aim of this study was to describe variability in the origin of the renal arteries in dogs.
The study was performed on 10 mix-breed dog’s carcasses and corrosion casting technique was
used as an appropriate method. The renal arteries were formed from the abdominal aorta beyond
the cranial mesenteric artery in all cases. We described two vascular patterns in the origin
of the renal arteries in dogs. The lateral vascular origin pattern was described in the majority
of cases and the ventral vascular origin pattern was described in the rest of the cases. We found
duplication of the left renal artery originated from the ventral wall of the abdominal aorta
in one case. The results of our study can contribute as a new basic knowledge on arterial system
in dogs and it can be used in biomedical research, experimental surgery and clinical sciences.

Keywords
kidney, dog, angiology, renal arteries, artery

Uvod

Oblickové tepny (aa. renales) ako parové vetvy brusnej aorty zasobujuce oblicky odstupuju
Z laterdlnej steny brusnej aorty (3,6). Pocas embryogenézy sa z aorty vyvijaju ventrélne,
dorzalne a lateralne vetvy ciev, a prave aa. renales sa vyvijaju z lateralnych vetiev (ciev) aorty
(2). Po odstupe aa. renales z brusnej aorty nastava ich bifurkacia pred hillus renalis na ramus
dorsalis a ramus ventralis (3).

Variacie oblickovych artérii s u psov pomerne cCasté. Intenzivnym vyskumom sa pocas
niekol’kych dekad zistilo, Ze oblicku moze zasobovat’ niekol’ko samostatnych vetiev sii€asne.
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Podobne, ako u psov, takéto varidcie v arteridlnom zasobeni oblicky boli popisane u morciat,
kralikov, oSipanej, oviec, norkov a ¢loveka (1,4,5,7).

Poznanie anatomickych varicii cievneho zasobenia organov je mimoriadne délezité a moze
vyrazne redukovat’ komplikécie pocas chirurgickych zakrokov na oblickéach, ako su parcialne
alebo totalne nefrektomie a iné zakroky (terapeutického alebo experimentalneho charakteru)
na obli¢kach a pril'ahlych organoch a cievach psov.

Ciel'om naSej prace je zamerat’ sa na variabilitu v odstupe obli¢kovych artériii a popisat’ mozné
vzory priebehu extraparenchymalnej (extrahilarnej) casti oblickovych tepien u krizencov psov
Vv ramci slovenskej populacie.

Material a metodika

V praci sme pouzili 10 kriZzencov psov, priemerného veku 6,5 roka a hmotnosti 3 kg. Psy boli
na zaklade suhlasu majitel'ov pouzité v studii po humannej eutanazii vykonanej pre nepriazniva
prognoézu ochorenia na ziadost majitelov. Thned’ po eutanazii bola vykonand laterdlna
torakotdmia za ucelom perfuzie arteridlneho systému cez 'avli komoru srdca. Ako perfuzne
médium sme pouzili 0,9% fyziologicky roztok (Mikrochem Trade spol. s.r.o., Pezinok,
Slovenska republika) vzdy Cerstvo pripraveny pre tento ucel. Po perfuzii sme cez 'avii komoru
srdca aplikovali samopolymerizujucu dentdlnu zivicu Duracryl Plus (SpofaDental a.s., Jicin,
Ceska republika) za t¢elom vizualizacie arteridlneho systému. Po uplynuti Gasu potrebného
na polymerizéciu Zivice boli kadavéry psov macerované v 2% roztoku hydroxidu sodného
(Mikrochem Trade spol. s.r.0., Pezinok, Slovenska republika) pri teplote 65°C po dobu 2 dni.
Po maceracii mékkych tkaniv boli korozivne preparaty psov umyté vodou a susSené
pri laboratérnej teplote. Preparaty boli prehliadnuté makroskopicky a aj pod operacnym
mikroskopom ZEISS Movena S7 (Carl Zeiss Meditec AG, Jena, Nemecko) pre detailnejSie
pozorovanie tepien.

Pri manipulécii so zvieratami poas eutandzie a pri naslednej manipulécii s kadaver6znym
materidlom boli dodrZané etické normy zaobchadzania so zvieratami.

Obr. 2 Korozivny preparat arterialneho zasobenia I'avej obli¢ky psa (lateralny pohl'ad)
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Vysledky

U vSetkych jedincov aa. renales odstupovali z brusnej aorty kaudalne od a. mesenterica
cranialis. Pravostranna a. renalis odstupovala v 6 pripadoch z lateralnej steny brusnej aorty.
V 4 pripadoch bol odstup a. renalis z ventalnej steny brusnej aorty. V dvoch pripadoch
z pravostrannej a. renalis odstupovala a. abdominalis cranialis. Lavostranna a. renalis
v 5 pripadoch odstupovala z lateralnej steny brusnej aorty a u5 jedincov z ventralnej steny
brusnej aorty. V jednom pripade boli pozorované dve Tlavostranné aa. renales, ktoré
odstupovali z ventralnej steny brusnej aorty a mozno ich pomenovat’ ako a. renalis sinistra
cranialis a a. renalis sinistra caudalis, zaroven samostatne tvorili ramus dorsalis a ramus
ventralis. Ramus dorsalis tvorila a. renalis caudalis a ramus ventralis tvorila a. renalis
cranialis. V jednom pripade z l'avostrannej a. renalis odstupovala a. abdominalis cranialis
a samostatne a. phrenica caudalis. V 7 pripadoch boli aa. renales samostatné tepny zasobujtice
vyhradne oblicky. Iné signifikantné variacie v odstupe a formovani aa. renales u psov sme
nezaznamenali.

Obr. 3 Ventralny pohPad na dvojita a. renalis sinistra - fotografia z opera¢ného mikroskopu
Popis: 1- aorta abdominalis, 2 - a. renalis dextra, 3. ren sinister, 3a - a. renalis sinistra cranialis,
3b - a. renalis sinistra caudalis, 4. a. mesenterica cranialis
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Obr. 4 Sikmy pohPad na odstup a. abodminalis cranialis z a. renalis dextra
Popis: 1 — aorta abdominalis, 2 — ren dexter, 2a — a. renalis dextra, 3 — a. abdominalis cranialis

Diskusia

V sucasnosti existuje mnoho Stadii zaoberajucich sa vaskularizéciou obli¢iek u domacich
a laboratornych zvierat.

Sajjarengpong (4) realizoval S$tidiu na 144 psoch, v ktorej popisuje samostatny vznik
aa. renales u 130 psov. U 14 psov bol zisteny dvojity odstup a. renalis sinistra. Prava oblickova
tepna nevykazovala ziadne variacie. Podobna formacia dvoch I'avych oblickovych tepien bola
zistena u jedného nasho pripadu. Stadia Sajjarengpong (2006) vsak nepopisuje variacie
Vv odstupe tepien a neboli tiez popisané presné miesta odstupu obli¢kovych tepien z brusnej
aorty.

23



U kralikov Supuka a kolektiv (7) popisuju podobné vzory odstupu aa. renales ako v nasej
stadii. Zaroven v jednom pripade bola popisana aj a. renalis accessoria. Autori popisuju
u dvoch pripadov vznik a. renalis dextra v arovni a. mesenterica cranialis, ale nejednalo
sa 0 odstupy z ventralnej steny brusnej aorty. Zaroven autori konStatuju pritomnost’ dvojitej
a. renalis sinistra u 10% pripadov.

Mazensky a Flesarova (1) popisovali variacie oblickovych artérii u morciat. Vo vicSine
pripadov odstupovala a. renalis ako samostatna vetva pre obli¢ku. V niektorych pripadoch
autori popisuju dvojité aa. renales pre prava alava oblicku, aVvjednom pripade trojith
a. renalis dextra, terminologicky definovanu ako a. renalis dextra cranialis, a. renalis dextra
media, a. renalis dextra caudalis

Autori taktiez popisuju u niektorych jedincov (morcata a kraliky) vznik a. abdominalis
cranialis z a. renalis podobne ako my, ale v studii Sajjarengponga (2006) nebol tento odstup
popisany. Z uvedenych informacii vychddza aj to, Zze u tychto zvierat nebol popisany vznik
a. phrenica caudalis z a. renalis, ako v nasom jednom pripade (1,4,7).

U jedincov pouzitych v naSej $tadii sa uplatiiuje najastejSie lateralny odstup aa. renales
Z brusnej aorty a nasledne ventralny odstup aa. renales z brusnej aorty. V 3 pripadoch sme
zistili z aa. renales odstupujuce iné cievy ato v dvoch pripadoch a. abdominalis cranialis
a v druhom pripade a. phrenica caudalis. Pritomnost’ viacnasobnej a. renalis sme zaznamenali
len u jediného psa. Podl’a literatiry viacnasobné aa. renales boli v minulosti popisane u psov,
osipanych, ¢loveka a morcata (1,4,7).

Chirurgické rieSenie patologickych stavov obli¢iek u psov sa dostdva na urovenn humannej
mediciny a z naSich skusenosti pri chirurgickych zakrokoch, ako je radikalna nefrektomia, boli
pozorované znacné odliSnosti v arteridlnom zéasobeni u psov podstupujucich tento zékrok.
Prave preto sme sa rozhodli vykonat’ tato Stidiu na dostupnej vzorke psov, bez plemennej
prislusnosti, teda ,,krizencov*, ktoré tvoria najvicsie percento psej populacie na Slovensku.

V stcasnosti pes stale sluzi ako dolezité experimentdlne a modelové zviera v biomedicinskom
vyskume, neurovedach, kardiochirurgii a urogenitdlnej chirurgii. Krizence psov st velmi
heterogénna a Zial’ dynamicky sa rozSirujica populacia. Mozné genetické odchylky fenotypovo
prejavujuce sa u danych jedincov mozu menit’ zauzivané a doposial’ popisané anatomické
pomery Vv organizme. Zaroven si uvedomujeme limity nasej Stidie najmé v pocte jedincov.
Jedna sa vSak o naSu pilotntl $tidiu. V buducnosti sa chceme komplexnejSie venovat’ danej
problematike s va¢sim poétom jedincov a s pouzitim zobrazovacich metdd.
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Suhrn

Ischemické cievne mozgové prihody vo vertebrobazilarnom povodi predstavuju priblizne
patinu vietkych mozgovych prihod. Castym nalezom na cievach v zadnej mozgovej cirkulacii
su anatomické variacie ktoré ovplyvituji hemodynamické prudenie krvi, ¢im prispievaju
Vv pripade trombodzy alebo embolizacie k rozvoju ischemického poskodenia. Hypopldzia
a.vertebralis je Castym a asymptomatickym nalezom v populacii. Viacero prac poukazalo prave
na vys$§i vyskyt tejto cievnej anomalie v spojitosti S rozvojom ischemického poskodenia
Struktar vertebrobazilarnej cirkulacie. Zisteny bol signifikantne vyssi vyskyt hypoplazie arteria
vertebralis u pacientov ktori prekonali ischemickit CMP v zadnej cirkulécii. Cielom nasej
prace je poukazat’ na vyznam hypoplazie a.vertebralis v kazdodennej praxi vo vztahu ku vzniku
ischemickej cievnej mozgovej prihody.

KPacové slova
hypoplazia arteria vertebralis, ischemicka cievna mozgova prihoda

Summary

Ischemic strokes in the vertebrobasilar territory account for one-fifth of all ischemic strokes.
A common finding on vessels within posterior circulation are anatomical variations that affect
hemodynamic blood flow, thus contributing to the development of ischemic damage in the
event of thrombosis or embolization. Vertebral artery hypoplasia is a common
and asymptomatic finding in the population. Several studies have pointed to a higher incidence
of this vascular anomaly with regard to the development of ischemic damage to structures
of posterior circulation. A significantly higher incidence of vertebral artery hypoplasia was
found in patients who suffered from posterior circulation ischemic stroke. The aim of our work
is to point out the challenges of hypoplasia of the vertebral artery in everyday practice in relation
to the onset of ischemic stroke.

Keywords
vertebral artery hypoplasia, ischemic stroke

Uvod

Ischemické cievne mozgové prihody (iICMP) v stcasnosti predstavujii nielen zavazny
medicinsky, ale aj socioekonomicky problém. Podl'a vysledkov z registrov cievnych
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mozgovych prihod iCMP v zadnej cirkulacii (vertebrobazilarne;VB povodie) predstavuju
celkovo priblizne 23-26% (1,2), aviak vyssi vyskyt (40%) bol zaznamenany v Azijskych
krajinach (3).

Ischemické poSkodenie Struktir VB povodia je spojené s vySSou miernou mierou recidivy
ICMP, hlavne v prvych siedmych dioch, v porovnani s iCMP v karotickom povodi. Hlavnym
prediktorom recidivy bola ateroskleréza ciev VB povodia (4). V pripade stenozy ciev VB
povodia bolo zistené az 24.6% riziko recidivy iCMP v prvych 90 diloch v porovnani so 7.2%
rizikom pri absencii stenotickych zmien (5). Ateroslerotické postihnutie ciev (tzv. Large artery
disease, LAD) vo VB cirkulécii sa najcastejSie vyskytuje v proximalnom (VO0) a distdlnom
(intrakranialnom) tseku arteria vertebralis (AV), v priebehu proximalneho a stredného useku
a. basilaris a v odstupovom segmente a.cerebri posterior (tzv. P1-PCA) (6). Mechanizmy
vzniku iCMP na podklade LAD mo6zu zahriiovat’ distalnu embolizaciu aterosklerotického platu
(tzv.artery to artery embolizm), ruptiru platu v mieste zizenia s nasadajicou trombdzou
(in situ trombosis) a okluziu perforantov. Prave anatomické varidcie vertebralnych artérii maju
vplyv nielen na rozvoj iCMP vo VB povodi, ale vyznamne vplyvaji aj na mozgovu cirkulaciu.
Podrla priebehu AV popisujeme Styri seky. V prvom segmente (V1) AV prebieha od odstupu
a.subclavia az po vstup do foramen transversi C6. Vo V2 segmente AV pokracuje az do tirovne
C2. Usek (V3) sa toéi lateralne z Girovne C2 do vstupu do foramen transversi C1 kde perforuje
dura mater. Intrakranidlny segment (V4) prebieha od vstupu do foramen magnum az po spojenie
s druhostrannou AV formujtc arteria basilaris. Toto anatomické delenie ma aj klinicky vyznam.
Odstup AV (niekedy oznaCovany ako VO usek) je najcastejSim miestom vzniku
aterosklerotickych zmien v priebehu AV. Nasledujiicim ¢astym miestom aterosklerotickych
(stenotickych, okluzivnych) zmien je intrakranialny, V4, segment. Usek V2 a V3 je Gastym
miestom vzniku disekcie cievnej steny. Prave odstupovy usek (V0) ako hlavny zdroj distalnej
embolizécie je Castokrat ultrasonografickym vySetrenim tazko zobraziteI'ny (7).

~ Basidar Arsery

Obr.1 Segmenty v priebehu arteria vertebralis (8)

Hypopldzia AV (HAV) je Casty néalez pri zobrazeni ciev VB povodia. Priemer AV moZze
do znacnej miery varirovat, pricom za hypopladziu sa v§eobecne povazuje priemer cievy pod 2
mm (9). Okrem hypoplazie je ¢astym a ndhodnym nalezom aj asymetria AV, zistena u 68.9%
pacientov bez anamnézy ischemickej CMP, s dominanciou l'avostrannej AV (46.5% vs. 22.4%;
0.323 = 0,057 cm vs. 0,297 £ 0,052 cm, p <0,001) (9). Vyskyt HAV sa pohybuje v Sirokom
rozmedzi, 15.6% (potvrdené CT angiografiou) az 26.5% s pouzitim MR angiografie (MRA-
TOF) ¢o je dané hlavne typom pouzite] metodiky (USG, CT angiografia, MR angiografia)
(8 - 10). Zriedkavym nalezom (3.4%) je aplazia AV (12).
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Hypoplazia AV vyrazne ovplyviuje aj hemodynamické pradenie krvi v cievach VB povodia.
V pritomnosti HAV dochadza k poklesu prietokového objemu a nérastu prietokovej rezistencie
v ipsilaterdlnej AV a kompenzaénym vzostupom prietokového objemu na kontralaterdlnej
strane (13, 14). Rozsiahla metaanalyza zahritujuca viac ako 3800 pacientov s prekonanou
ischemickou CMP, potvrdila vyskyt HAV na Grovni 18.6%, so signifikantne vys$§im vyskytom
Vv pripade iCMP vo vertebrobazilarnej cirkulacii (29.2% vs. 15.0%; RR 1.81; p<0.001) (14).
Je potrebné podotknit’ heterogenitu medzi jednotlivymi Stidiami vychédzajucu z réznych
vysetrovacich metodik. Podobne ako predchadzajuce stadie, aj Park a kol. (9) poukazali
na vysoky vyskyt HAV. U neselektovanej kohorty pacientov s iCMP bola HAV zistena v
35.2% (CastejSie vpravo, 19.3% vs. 12.5%). Takisto signifikantne vyssi vyskyt HAV bol
dokéazany

v pripade iCMP v zadnej cirkulécii (45.6% vs 27.1%, p<0.001). Vyskyt HAV sa signifikantne
neodliSoval (26.5% vs. 27.1%) medzi zdravou kohortou pacientov a tymi s anamnézou iCMP
z karotického povodia. Skoro u polovice pacientov (45.1%) s iCMP vo VB povodi, bola zistena
stendza/okluzia AV a u vicSiny z nich (89.1%) tento nalez bol na strane hypoplastickej AV.
Prave v pripade HAV je pozorovany nizsi prietok a pokles prietokovych rychlosti co sa moze
podiel’at’ na akceleracii protrombotického a aterosklerotického procesu v tychto cievach. Vyssi
vyskyt HAV bol pozorovany na pravej strane (66.1%) azaroven jej pritomnost’
zvysilapravdepodobnost’ hypoperfuzie a.cerebelli posterior inferior (42.4% vs. 7.6%, p<0.001).
Predpoklada sa, Ze vys$$i pravostranny vyskyt HAV je spojeny s anatomickou lokalizaciou
lavostrannej AV, odstupujicej z a.subclavia ktord pocas embryonalneho vyvoj podlieha
vysSiemu tlakovému gradientu (11).

Viacero prac poukazalo na rizikové faktory spojené¢ s HAV a vznikom iCMP v oblasti VB
povodia. Hypopldzia AV bola signifikantne menej Castd u pacientov s kardioembolickou
pri¢inou CMP a zaroven nebol zisteny signifikantny rozdiel vo vyskyte HAV medzi tymito
pacientmi a asymptomatickymi (33.3% vs. 31.3%; p > 0.05). Podobne HAV nemala vplyv (61
% vs. 57 %; p > 0.05) na charakter neurologickej symptomatologie (TIA vs. iCMP). Caste;jsi
vyskyt TIA na podklade HAV bol pozorovany u pacientov mladSich ako 50 rokov (68.2 % vs.
50 %; OR = 1.32, p = 0.047). V pripade pacientov vysSicho veku (> 50 rokov) tato korelacia
potvrdena nebola (51.9 % vs. 58.8 %; p > 0.05). Vysledky tychto autorov (16) poukazuju
na fakt, Ze iCMP nekardioembolickej etiologie sa CastejSie vyskytovali (viac ako 60%)
v proximadlnej Casti VB povodia, zatial ¢o kardioembolizmus bol spojeny s distdlnou
lokalizaciou trombdzy. Taktiez zistili korelaciu medzi stupiom hypoplazie a stendzou/
okluziou AV. U pacientov s iCMP vo VB povodi a priemerom AV menej ako 2.2 mm autori
zistili 22.9% vyskyt sten6zy/oklizie AV v porovnani s pacientami s vy$$im priemerom AV
(> 3 mm) kde vyskyt stendzy/okluzie bol iba 5.6% (p=0.015) (15). Rizikové faktory ako
st hypertenzia, diabetes mellitus, faj¢enie a hyperlipidémia nemali vplyv na vyssi vyskyt HAV
(17). Dokumentovana bola aj asociacia HAV a inych anatomickych variacii vo VB povodi.
Pritomnost HAV bola spojend s vy$§im vyskytom tzv.fetalnej cirkuldcie Wilisovho okruhu
(FCW) pri ktorej je pritomna hypoplazia ev. aplazia P1 useku a.cerebri posterior
a zaroven okcipitalny lalok a pril'ahlé Struktiry su zasobované prostrednictvom mohutne
vyvinutej a. communicans posterior. Tato anatomickd variacia ma vyznam pri embolizacii
z karotického do VB povodia. Gaigalaite a kol. (18) zistili, ze vyskyt FCW bol castejsi
u pacientov s HAV (28.8% vs. 13.5%, p<0.001). Podobne vyssi vyskyt FCW (50% vs.13.5%,
p<0.005) bol pozorovany u pacientov V pripade ze hypoplastickh AV ustila priamo
do a.cerebelli posterior inferior a absentovala jej komunikacia s a.basilaris. Tento nalez,
vys$sieho vyskytu FCW v pritomnosti hypoplazie AV, podporuje hypotézu, Ze pokles perfuzie
cez VB povodie je kompenzovany z karotického povodia prostrednictvom fetalnej cirkuléacie
Willisovho okruhu.
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Hypopléazia vertebralnej artérie je ¢astym néalezom pri neurozobrazovacom vysetreni ktora
sposobuje hemodynamické zmeny vo vertebrobazilarnom povodi. Mnoho prac zaroven
poukdzalo na vysSiu mieru rizika vzniku ischemickej cievnej mozgovej prihody, hlavne
v zadnej mozgovej cirkuléacii pri nadleze HAV. Preto znalosti vyznamu tejto cievnej anomalie
by mali byt zvazované v klinickej praxi pri diagnostike priciny vzniku ischemickej cievnej
mozgovej prihody.
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Suhrn

Cielom predkladanej Stadie je kvantitativne hodnotenie zmien krvnej a lymfatickej
mikrocirkulacie vzhl'adom k stupiiu zapalovej infiltracie a k hyperplazii epidermis. Na sti¢asnu
detekciu krvnych aj lymfatickych mikrociev sme pouzili dvojiti imunohistochémiu
s protilatkami anti CD34 a anti D2-40. Morfometrické vyhodnotenie sme realizovali pomocou
softvéru QuickPhoto Micro Version 2.3, priom sme merali plochu krvnych (BVA),
a lymfatickych mikrociev (LVA), bunkovu infiltraciu (CIA) a hrabku epidermis (EPIA).
Statisticka analyza hodnot BVA a LVA nepotvrdila signifikantny nérast so zvySujiicou
sa zapalovou infiltraciou. V léziach so slabou, miernou a silnou zapalovou infiltraciou sa
hodnoty BVA pohybovali od 1,06%, 1,19% po 1,21%, hodnoty LVA od 0,76 %, 0,76%
po 0,91%. Pri korelacnej analyze sme zistili miernu pozitivnu koreldciu medzi hodnotami CIA
a BVA (r=0,326, p=0,255), apodobne medzi EPIA a BVA (r=0,413, p=0,142). Miernu
pozitivnu korelaciu sme potvrdili aj medzi EPIA a LVA (r=0,460, p=0,098) a medzi CIA
a LVA (r=0,442, p=0,114).

Krucové slova
krvna a lymfaticka mikrocirkulécia, lichen ruber planus, zapalova infiltracia, epidermalna
hyperplazia

Summary

The objective of the present study was quantitative evaluation of the blood and lymphatic
microvessel area within the lichen planus lesions in relation to the inflammatory infiltration
and epidermal hyperplasia. Double immunohistochemistry with monoclonal anti CD34 and
anti D2-40 was used for the detection of the blood and lymphatic microvessel, respectively.
Blood vessel area (BVA), lymphatic vessel area (LVA), epidermal thickness (EPIA)
and cellular infiltration area (CI1A) were evaluated by the morphometric software QuickPhoto
Micro Version 2.3. Statistical analysis did not confirm significant increase in BVA with
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increased level of the inflamation (BVA 1.06%, 1.19% and 1.21% in the lesions with weak,
mild and strong CIA, respectively). Similarly LVA values increased but insignificantly ( LVA
0.76%, 0.76%, 0.91% in the lesions with weak, mild and strong CIA, respectively). Correlation
analysis confirm only mild relation between CIA and BVA (r=0.326, p=0.255), and between
EPIA and BVA (r=0.413, p=0.142). Mild positive correlation was confirm between EPIA
and LVA (r=0.460, p=0,098) and between CIA and LVA (r=0.442, p=0.114).

Keywords
blood and lymphatic microcirculation, lichen ruber planus, inflammatory infiltration, epidermal
hyperlasia

Uvod

Lichen ruber planus je relativne ¢asté subakttne az chronické zapalové ochorenie koze, ktoré
sa mdze vyvijat' aj na slizniciach (1, 2). Podl'a najnovSich zisteni sa lichen ruber planus
zaraduje k ochoreniam sprostredkovanymi T-lymfocytmi. Predpoklada sa, ze ide
0 autoimunitné ochorenie, sprostredkované autoreaktivnymi T—lymfocytmi, ktoré skrizene
reaguju voci epidermalmym keratinocytom, a to najmé bazalnym. K aktivacii cytotoxického
potencialu T-lymfocytov dochadza zvycCajne po expozicii antigénu prostrednictvom antigén
prezentujucich buniek. Z exogénnych antigénov su to najcastejsSie virusy, baktérie, kontaktné
alergény ale aj lieky. Ako autoantigény sa chovaji najma nadorové bunky (1, 2).

V histopatologickom obraze lichen ruber planus je zjavné typické zhrubnutie epidermis
s akantézou a ortokeratdézou. Keratinocyty v stratum spinosum su zviacSené a maju bledu
cytoplazmu. Bazalne bunky charakterizuje hydropicka vakuolarna degeneracia. Dermadlne
papily su ¢asto baldénovito rozsirené, pritomny je husty epidermotropne orientovany lymfocyto
- histiocytovy infiltrat. V epidermis a v oblasti dermoepidermalnej junkcie sa objavuju koloidné
telieska (1-4). Je predpoklad, ze tak ako u inych chronickych dermat6z aj u lichen planus hra
mikrocirkulacia vyznamnu ulohu. Prevazna véacsina dostupnych Studii sa venovala sledovaniu
krvnych ciev v slizniénych 1ézidch lichen planus, nakolko tie su z terapeutického hl'adiska
torpidnejSie. Ich vysledky potvrdili zvySenu angioproliferaciu resp. narast plochy krvného
mikrocirkulaéného rieciska v slizni¢nych 1éziach (5-10), priCom niektori autori potvrdzuju
predpoklad, Ze kapilarna hustota je indikatorom progresie ochorenia (10).

Stadiom zmien mikrocirkulacie v koznych 1éziach sa zaoberal Hussein (11) a Salem (12).
Rovnako ako my v nasej predchadzajuce;j studii (13) potvrdili narast plochy krvnych mikrociev
vV koznych 1éziach lichen ruber planus. V spominanej predchddzajucej Studii sme navyse
hodnotili aj lymfaticki mikrocirkulaciu a rovnako potvrdili jej narast v 1éziach lichen ruber
planus oproti zdravej kozi (13).

V predkladanej §tadii sme sa zamerali na kvantitativne hodnotenie zmien krvnej a lymfatickej
mikrocirkulacie vzhl'adom k stupiiu resp. miere bunkovej zdpalovej infiltracie a vzh'adom
K hyperplazii (hribke) epidermis.

Material a metody

Stubor pozostaval zo vzoriek zdravej koze (10) a z koZnych 1ézii lichen ruber planus (14)
odobratych z oblasti trupu. Na sti¢asnu detekciu krvnych aj lymfatickych mikrociev sme pouzili
dvojita imunohistochémiu s nasledovnymi protildtkami: Monoclonal Mouse CD 34 Class Il
Clone QBEnd 10 Code N° M7165 (Dako A/S , Denmark) pre krvné mikrocievy a Monoclonal
Mouse Anti-Human D2-40 (Clone D2-40, Dako, Denmark A/S) pre lymfatické mikrocievy.
Pracovali sme s vizualiza¢nym syst¢émom 2G EnVision Doublestain kit (code No. K5361 alebo
K1395 Dako, Denmark A/S) presne podl'a odporacani vyrobcu. Ako chromogény boli pouzité
diaminobenzidin a permanentné Cervend. Morfometrické hodnotenie sme realizovali pouzitim
softvéru QuickPhoto Micro Version 2.3 (Promicra, Praha, Ceska republika). Kvantitativne
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zmeny krvnej a lymfatickej cirkulacie sme hodnotili nasledovnymi parametrami, BVA, LVA,
plocha bunkovej infiltracie (CIA) v pars papillaris dermis a jednotkova plocha epidermis
(EPIA).

Plocha endotelovych buniek krvnych kapilar (BVA) bola definovana ako percento plochy
endotélii detekovanych pomocou monoklonélnej protilatky Anti-Human CD34 v Standartnej
ploche pars papillaris dermis (14-16).

Plocha endotelovych buniek lymfatickych kapilar (LVA) bola definovana ako percento plochy
endotélii detekovanych pomocou monoklonalnej protilatky Anti-Human CD34 v Standartnej
ploche pars papillaris dermis (14-16). Plocha infiltrovana bunkami (CIA) bola definovana ako
percento plochy pritomnych buniek v Standartnej ploche pars papillaris dermis
(15,16).Standartna plocha pars papillaris dermis, v ktorej bola hodnotena BVA a aj LVA a CIA
predstavovala plochu cca 0, 1 mm?. Jednotkova plocha epidermis (EPIA) bola definovana ako
podiel plochy epidermis nad hotspot oblastou v dermis a dizky vonkaj$ieho okraja epidermis
nad meranou plochou. Tento prepocet plochy na jednotku dizky povrchu sa oznauje
aj ako priemerna hrubka epidermis. Uvedené parametre sme vyhodnocovali vzdy z minimalne
5 tzv. hotspot oblasti (17).

Vysledky

Hodnoty CIA vo vzorkach sa pohybovali od od 3,25% do 12,87% a boli samozrejme
signifikantne vysSie ako v zdravej kozi (0,70% + 0,11). Vzorky sme podl'a stupnia infiltracie
rozdelili do troch skupin (vid’ tabul’ka 25): slaba (CIA do 4%), stredna (CIA od 4% - 8%) a silna
skupina (CIA nad 8%). Hodnoty CIA mierne pozitivne korelovali s BVA (r=0,328, p=0,252)
a LVA (r=0,444, p=0,112).

Hypertrofia epidermis bola v hodnoteni lichen ruber planus trochu S$pecificky parameter.
Vykazovala totiz signifikantnl individualnu variabilu v skupinach aj ked’” celkovo rozdiel
signifikantny nebol (vid’ tabulka 1). V skupine so slabym stupfiom infiltracie sa EPIA
pohybovala od 74,62 um do 135,84 um, v strednej skupine od 90,74 um do 159,89 pum
a v skupine s najvyssou infiltraciou od 88,44 pm do 198,66 pm. Pri hodnoteni skupin ako celku
sme zistili, Ze narast oproti hodnotdm v zdravej kozi bol iba v skupine so strednym (p=0,011)
asilnym stupiiom infiltracie (p=0,010). Rozdiel medzi hodnotami EPIA v zdravej kozi
a Vv léziach so slabym stupiiom zapalu nebol signifikantny (p=0,220). Hodnoty EPIA pozitivne
ale iba mierne korelovali s hodnotami CIA (r=0,339, p=0,236), BVA (r=0,326, p=0,255) a LVA
(r=0,442, p=0, 114).

Pri vyhodnocovani vysledkov hodndt BVA, sme nezaznamenali signifikantny narast s narastom
infiltracie. Hodnoty sa pohybovali od 1,06%, 1,19% a 1,21% v 1éziach so slabou, miernou
a silnou zapalovou infiltraciou. Hodnoty LVA sice rastli od 0,76 % v léziach so slabou
infiltraciou az k 0,91% so silnou infiltraciou, ale rozdiel medzi skupinami bol opat
insignifikantny.

Pri korelacnej analyze sme zistili miernu pozitivnu koreldciu medzi hodnotami CIA a BVA
(r=0,326, p=0,255), a trochu vyssiu korelaciu medzi EPIA a BVA (r=0,413, p=0,142). Miernu
pozitivnu korelaciu sme potvrdili aj medzi hrubkou epidermis a LVA (r=0,460, p=0,098)
amedzi CIA a LVA (r=0,442, p=0,114) (tabul’ka 1).
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CIA EPIA BVA LVA
v % vum v % v %
zdravd koZa 0,70 £ 0,11 72,64 £ 3,61 0,77+0,11 0,32+£0,08
n=10
zdravd koZa vs lézie lichen slaby 0,220
ruber planus < 0,0001 stredny 0,011 <0,0001 < 0,0001
T test - hodnota p silny 0,010
lézie lichen ruber planus
n=14
slaby stuperi
zdapalovej infiltrdacie 3,46 + 0,45 105,46 + 32,37 1,06 = 0,24 0,76 = 0,09
v dermis
stredny stuperi
zdapalovej infiltracie 7,25 £0,52 128,83 + 28,83 1,19+ 0,16 0,76 £ 0,20
v dermis
silny stuperi
zdapalovej infiltrdacie 11,42+ 1,15 137,49 + 40,39 1,21+0,15 0,92 + 0,25
v dermis
spolu 0,385
ANOVA <0,0001 slaby stupen 0,032 0,460 0,398
hodnota p stredny stupen <0,0001
silny stupen<0,0001
Student slaby vs stredny 0,0001 0,391 0,344 0,999
Neuman stredny vs silny 0,0001 0,555 0,825 0,444
Keuls test Slaby vs silny <0,0001 0,354 0,469 0,303
Hodnota p

Tab. 1 Plocha bunkovej infiltracie (CIA), jednotkova epidermalna plocha resp. priemerna hribka
epidermis (EPIA), plocha krvnych a lymfatickych endotélii (BVA a LVA) v koznych 1éziach lichen
ruber planus.

Diskusia a zaver

Chronicky zapal charakterizuje proliferacia, migréacia a infiltracia tkaniva zdpalovymi bunkami.
Narastajica masa tkaniva s nadbytkom zapalovych buniek vedie v mieste zapalu k zvySeniu
nutricnych poziadaviek ak relativnej hypoxii tkaniva (18). Hypoxia je zéaroven jednym
z hlavnych stimulov angiogenézy a akumulécie zépalovych buniek (19). Na druhej strane
novotvorené krvné cievy udrzuji chronicky zapal tym, Ze umoziiuju transport zapalovych
buniek a zabezpecuju prisun vyzivy akyslika do miesta zapalovej proliferacie tkaniva.
Zviacsenie endotelove] plochy ma sucasne aj vysSiu kapacitu na tvorbu adhéznych molekul
a zapalovych cytokinov (18). Tento spitnovdzobny mechanizmus medzi chronickym zapalom
a angiogenézou potencuje oba procesy (9,19,20). Je preto mozné predpokladat’, Ze novotvorba
ciev sprevadzajica chronicky zapal zvySuje intenzitu zapalového procesu a aj jeho trvanie.
Doposial’ v8ak nie je jasné, ktory ztychto dejov je pri¢ina a ktory nasledok (9,18-20).
Lymfatické cievy regulujii zépalovy proces transportom tekutin, leukocytov a antigén-
prezentujucich buniek z miesta zépalu do regionalnych lymfatickych uzlin a sekundarnych
organov lymfatického systému (21). Predpoklada sa, ze niektoré zapalové cytokiny negativne
ovplyviiuji kontraktilitu lymfatickych ciev, ktord vytstuje do ich insuficiencie a nasledne
do kompenzacnej lymfangiogenézy (22,23). Novotvorené¢ lymfatické cievy v mieste
chronického zapalu pomahaju redukovat zapalovy edém a podporujii imunitné procesy
transportom makrofagov a dendritickych buniek (24,25).

Epidermélna hyperplazia alebo priemernd hribka epidermis vykazovala vo vzorkach lichen
ruber planus variabilitu vo vnutri skupin, ale nie medzi skupinami navzajom. Pri celkovom
hodnoteni rozdielov medzi skupinami sme zistili, ze priemerna hrubka epidermis v léziach
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so slabou zapalovou inflitrdciou sa signifikantne neliSila od priemernej hrubky epidermis
v zdravej kozi. K signifikantnému nérastu hrubky dochadzalo az v 1éziach so strednym stupniom
infiltracie (o 70% oproti zdravej kozi) a silnym stupiiom infiltracie (o 90% oproti zdravej kozi).
Ich vzajomny rozdiel vSak nebol Statisticky vyznamny.

Vysvetlenim moéze byt tedria Rubin et al. (26), ktori udéavaju, Ze epidermdlny turnover
je v léziach lichen ruber planus najskor spomaleny. Destrukcia a apoptoza v stratum basale
vedie najskor k znizenej proliferacii, nasledne vSak dochadza ku kompenzacénej a reaktivnej
epidermalnej hyperproliferacii, vysledkom ¢oho je zhrubnuté stratum granulosum a stratum
spinosum je variabilne zhrubnuté (26). Hodnoty priemernej hribky epidermis pozitivne mierne
korelovali s mierou zapalovej infiltracie. Parihar et al. (27) vo svojej stadii potvrdili u pacientov
s klasickou formou lichen ruber planus hyperplaziu epidermis v 96% vzoriek, atrofiu epidermis
v tomto type nepotvrdili.

Morfometrické hodnotenie mikrocirkulaéného rieCiska v 1éziach lichen ruber planus s réznym
stupniom zapalu ukazalo, Ze plocha krvnych kapilar v pars papillaris dermis ma tendenciu rast’
so vzrastajucou infiltraciou aj ked’ ich narast nebol Statisticky vyznamny. Z korelacnej analyzy
vyplynulo, ze koreladcia medzi plochou krvnych kapilar v pars papillaris dermis a infiltraciou
je mierne niz$ia ako korelacia medzi plochou krvnych kapilar a priemernou hrubkou epidermis.
Plocha lymfatickych kapilar v pars papillaris dermis korelovala porovnatelne so stupiiom
infiltracie a s priemernou hrabkou epidermis.

Hoci dostupné stadie potvrdzuju vyznamny vztah medzi zapalom a angio/lymfangiogenézou
a epidermalnou hyperplaziou, detailné patofyziologické a molekularne mechanizmy nie
su uplne objasnené a vyzaduju si d’alSie Stidium. Vzajomny vzt'ah a ovplyviovanie uvedenych
procesov by mohol byt benefit pre terapeutické stratégie, ked’Ze inhibiciou angiogenézy
pripadne aktivaciou lymfangiogenézy by pravdepodobne mohlo ddjst’ k potlaceniu zapalovych
reakcii.
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Suhrn

Koronavirusové ochorenie 2019 (COVID-19) primarne postihuje pl'ica a dychacie cesty, av§ak
prejavuje sa aj hyperimunitnou odpoved’ou, zapalom a symptémami spojenymi s dysfunkciou
mikrobioty. Mikrobiota zohrava ddlezita ilohu v metabolizme, imunitnych reakciach a ochrane
hostitel’'a pred patogénmi. Zmena fyziologickej homeostdzy mikrobioty - dysbidza sa spéja
so stratou druhovej diverzity a koreluje s roznymi ochoreniami alebo stavmi. Existuju dokazy
otom, Ze v patogenéze COVID-19 hra ulohu naruSenie epitelovej bariéry creva, zapal
a dysbidza. Existuje mnoho ddkazov o prospesnosti probiotik pri prevencii a lieCbe infekcii
hornych a dolnych dychacich ciest, dysbioze, ¢i pri zvySeni imunity ériev a pluc selektivnou
stimuldciou urcitymi bakteridlnymi kmenimi. K dneSnému diiu existuje malo priamych dokazov
0 prospesnom ucinku probiotik v prevencii a liecbe COVID-19, avSak doposial’ publikované
vysledky nam déavaja pozitivny signal o moznosti ich vyuzitia. Terapeuticky tc¢inok probiotik
v prevencii a liecbe COVID-19 sa predpoklada len na zaklade nepriamych dokazov. Potrebné
su preto d’alSie dokazy tykajuce sa validacie probiotik vo vzt'ahu ku COVID-19.

KPucové slova
probiotika, COVID-19, mikrobiota, cytokiny, dysbioza

Summary

Coronavirus disease 2019 (COVID-19) primarily affects the lungs and respiratory track, but
is also manifested by a hyperimmune response, inflammation, and symptoms associated with
intestinal microbiota dysfunction. The microbiota plays an important role in metabolism,
immune responses, protection of the host against pathogens. Altered microbiota physiological
homeostasis - dysbiosis is associated with loss of species diversity and correlates with various
diseases or conditions. There is evidence that intestinal disruption, inflammation and dysbiosis
play a role in the pathogenesis of COVID-19. There is much evidence of the benefit
of probiotics in the prevention and treatment of upper and lower respiratory tract infections,
dysbiosis, or in increasing intestinal and lung immunity by selective stimulation with certain
bacterial strains. To date, there is little direct evidence for the use of probiotics in the prevention
and control of COVID-19, but the results published so far give us a positive signal for their use
in COVID-19 infection. The therapeutic effect of probiotics on the prevention and treatment
of COVID-19 is only expected on the basis of indirect evidence. Therefore, further evidence
is needed regarding the validation of probiotics in relation to COVID-19.

Keywords
probiotics, COVID-19, microbiota, cytokins, dysbiosis
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Uvod

Koronavirusové ochorenie 2019 (COVID-19) bolo Svetovou zdravotnickou organizéaciou
(WHO) oficidlne oznacené za chorobu, ktora je sposobena tazkym akutnym respiracnym
syndromom koronavirusu 2 (SARS-CoV-2) vo februari 2020 (1). Ochorenie primarne postihuje
plica a dychacie cesty, ale moze sa tiez prejavit’ symptémami spojenymi s gastrointestindlnym
traktom (GIT), ako je dysfunkcia ¢reva u niektorych pacientov so zdvaznejSim klinickym
priebehom ochorenia (2) a hyperimunitnou odpoved’ou oznacovanou ako ,,cytokinova burka“
(3,4). Medzi skoré klinické prejavy pacientov s COVID-19 na zac¢iatku ochorenia st horucka
(98%), kasel’ (82%), tinava a dychavi¢nost, ktoré mozu rychlo prechadzat’ do zépalu pluc (5).
Respiracné priznaky st heterogénne a sprevadza ich slabost’ a inava. Vyskytuju sa tiez bolesti
hlavy, zaludka a svalov (myalgia), bolesti v hrudnom kosi, strata chuti a vone, kozné problémy
(zihl'avka), neurologické problémy a GIT priznaky, ako st hnacka, zvracanie, nevol'nost’, strata
chuti do jedla, gastrointestinalne krvacanie a bolesti brucha (5,6,7,8).

KTlacovu tlohu pri ovplyviiovani vyskytu tychto klinickych priznakov maju cytokiny, ktoré
su tiez zdrojom zapalu (9,10). U pacientov s tazkym priecbchom COVID-19 boli stanovené
vyznamne zvySené hladiny cytokinov (napr. IL-2, IL-7, IL-10, MCP-1, MIP1A, TNF-a a in¢).
Zapalova odpoved’ po infikovani SARS-CoV-2 ma protivirusova ulohu, avSak silna
»cytokinova burka* v désledku nevyvazenej odpovede mdze byt pre pacientov vel'mi skodliva
(3,5). Preto je dolezité hladat rozne stratégie na ucinné potlacenie ,,cytokinovej burky*
nevyhnutné na prevenciu, ako aj lie¢bu pacientov s COVID-19.

Mikrobiota ¢loveka a jej funkcie

Normélnu mikrobiotu l'udského tela predstavujii mikroorganizmy osidl'ujice kozu, ustnu
dutinu, dychacie cesty, urogenitalny a GI trakt, schopné koexistencie s hostitefom (11).
Najvicsie mnozstvo mikroorganizmov sa nachaddza v GIT a ovplyviuju tak nas zivot v zdravi
a chorobe (12). Crevna mikrobiota predstavuje zlozity ekosystém tvoreny z viac ako 100
bilibnov mikroorganizmov. Dominantné st kmene Firmicutes a Bacteroidetes, v mensom
zastipeni su pritomné kmene Proteobacteria, Actinobacteria a Verrucomicrobia (13,14,15),
pricom jednotlivé kmene obsahuji mnoho réznych druhov (16). Bakterialne kmene zija
v dokonalej harmonii a zohravaju dolezita llohu v metabolizme, imunitnych reakciach, ochrane
hostitel'a pred patogénmi, obojsmerne komunikuju medzi GITom a centradlnym nervovym
systétmom (17,18) a pl'icami (19). Probiotika sitaZzia s patogénmi o receptory na sliznici
dychacieho a Gl traktu, syntetizujii proteiny, ktoré im umoziuju adherovat’ k proteinom
virusovych buniek a/alebo k slizni¢nej vystelke hostitel'a, ¢im zabraniuji kolonizacii virusov.
Prijem probiotik dokédze zlepSit zdravie buniek hrubého creva, zvysit celistvost’ sliznic
a zabranit’ prechodu toxinov alebo virusov/baktérii do krvi (20).

Zmena fyziologickej homeostazy ¢revnej mikrobioty, zndma ako dysbidza, sa spdja so stratou
jej druhovej diverzity a koreluje s r6znymi ochoreniami alebo stavmi, ako s napr. hnacky
spojené s uzivanim antibiotik, diabetes 2. typu, bezné infekéné choroby (21), infekcie
dychacich ciest (19), niektoré ochorenia plic, vratane alergie, astmy a cystickej fibrozy (22).
Pacienti infikovani COVID-19 vykazovali tiez mikrobidlnu dysbi6ézu, so zniZzenym obsahom
probiotickych kmefiov Lactobacillus a Bifidobacterium (23). Patogenéza sa spaja aj
s narusenim epitelovej bariéry a zdpalom, ¢o sa da zmiernit’ suplementaciou probiotikami.
Samotny koronavirus spust’a tvorbu zapalovych cytokinov, o méze spolu so zapalom vyvolat
syndrom akutnej respira¢nej tiesne, arytmiu, Sok az multiorganové poskodenie (5,24).

PretoZe v sti€asnosti nie je zatial’ k dispozicii vakcina alebo Specifickd, uc¢inna, klinicky overena
liecba COVID-19, najlepSou stratégiou je prevencia udrziavanim vysokej hygieny, vyhybanim
sa kontaktu s infikovanymi I'ud'mi a posiliovanim nasho imunitného systému. U pacientov
infikovanych COVID-19 bola navrhnutd vyZzivova suplementdcia prebiotikami a/alebo
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probiotikami zamerand na regulaciu rovnovahy crevnej mikrobioty a na zniZenie rizika
sekundarnej infekcie v dosledku bakteridlnej translokacie (25).

Probiotika v prevencii a lie¢he COVID-19

Podl'a WHO, Organizacie pre vyzivu a pol'nohospodarstvo (FAQO) a Medzinarodnej vedecke;j
asociacie pre probiotikd a prebiotikd (ISAPP) st probiotika definované ako ,,zivé
mikroorganizmy, ktoré pri spravnom podani poskytuji hostitelovi zdravotny prinos,, (26).
Najbeznejsie pouzivanymi kmenmi st Lactobacillus sp., Bifidobacteria a Saccharomyces
(27,28). Probiotika, prebiotikd a fermentované potraviny mozu zvySovat’ aktivitu mikrobioty
a ¢revna imunitu prostrednictvom ich silnych imunomodula¢nych a protizdpalovych tcinkov
(29). Priaznivy vplyv probiotik alebo symbiotik na prevenciu hornych dychacich ciest dokazalo
mnoho §tadii (19,30,31,32,33). Probiotika v kombinacii s vitaminmi by mohli byt’ tiez vhodnou
stratégiou na vSeobecnii modulaciu imunitného systému (34).

Kedze sa COVID-19 stal pandémiou vel'mi rychlo, podavanie probiotik sa na zaklade
nepriamych dokazov, ale aj Studii zameranych na ¢revnu mikrobiotu a probiotika vo vzt'ahu ku
COVID-19, javi ako mozny nastroj v prevencii a liecbe (35,36). V stcasnosti je registrovanych
niekol’ko klinickych studii zameranych na zistenie Glohy probiotik v prevencii a liecbe COVID-
19 (36), ktoré by nam mohli poskytnut’ viacero dokazov o moznom Specifickom a bezpe¢nom
pouziti probiotik pri manazmente pacientov s COVID-19 (obrazok 1). Metaanalyza autorov Liu
akol. (2020) dokézala, Ze je mozné klinicky pouzit’ probiotikd u pacientov s hnackami
vyvolanymi COVID-19, ktori nemaju kontraindikacie pre pouzitie probiotik (37).

ACEZ receptory v plicach av érevach
a moZné vyulite probiotickych bakesni
na znZovanie zapalu cez modulacu

Predpoklada sa vazha Sars-CoV-Zna
@
L

Liecba probotickymi
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infekcie homjch a dolnjch 3 z o AL RSP
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Obr. 1 Predpokladané terapeutické ciele posobenia probiotik pri zniZovani zat'aZe a zavazZnosti
infekcii COVID-19 (35)

Mechanizmy pdsobenia probiotik v boji proti COVID-19 su prezentované na obrazku 2.
ZvySovanim hladin prospesnych mikroorganizmov v ¢reve moéZeme vplyvat’ na cely rad d’alSich
reakcii ato prostrednictvom priamej interakcie s ¢revnymi bunkami (G¢inok na vrodent
a adaptivnu imunitu, vplyv na produkciu cytokinov bunkami ¢revného epitelu a zniZovanie
zapalovej reakcie, stimulacia sekrécie IgA na zlepSenie imunity sliznic, produkcia
antimikrobialnych latok, modulovanie imunitnej odpovede pri zniZzovani replikacie virusu),
alebo nepriamo cez moduléciu ¢revnej mikrobioty (zlepSenie Crevnej epitelovej bariéry,
zvySenie prilnavosti k ¢revnej sliznici, sutaz s patogénmi o Ziviny a adhéziu k ¢revnému
epitelu). Podporou imunitnych funkcii a potlaanim zéapalového stavu modze byt crevna
mikrobiota nastrojom, ktory pomaha telu branit’ sa pred COVID-19 (35,36,38,39,40).
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Obr. 2 Mechanizmus posobenia probiotik v traviacom trakte (40)

Zaver

K dne$nému dnu prebieha niekol'ko klinickych s§tadii, ale zatial' neexistuje vela priamych
dokazov, ktoré by jednoznacne preukézali prospesny U€¢inok pouZitia probiotickych kmenov
pri infekcii COVID-19. Existuje vSak mnozstvo Studii, ktoré dokazuji priaznivy vplyv
probiotik pri udrziavani zdravej mikrobialnej diverzity, prevencii pred ¢revnou dysbidzou,
pri zvySeni imunity Criev selektivnou stimulaciou ur€itymi bakteridlnymi kmenmi, posilneni
imunity sliznic ¢riev aj pluc, pri prevencii infekcie hornych dychacich ciest, s ¢im stvisi
schopnost’ lepsie Celit’ infekcii cez zniZenie zdvaZnosti alebo trvania epizod infekcie (41).
Kombinacia zdravej a vyvazenej stravy spolu s prebiotikami, probiotikami a suplementaciou
vitaminmi by ndm mohla pomoct’ posilnit’ na§ imunitny systém a tym nas lepSie chranit’ pred
infekciou COVID-19.
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SPOSOBUJE COVID-19 PREEKLAMPSIU?

(Does COVID-19 cause preeclampsia?)
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Sthrn

Od marca roku 2020 je ochorenie COVID-19, spdsobené virusom SARS-CoV-2 (z angl. Severe
Acute Respiratory Syndrome CoronaVirus 2), vyhlasené za pandémiu. Toto ochorenie, hlavne
u mladych pacientov, sa klinicky Casto prejavuje symptomami podobnymi chripke. Zavazny
(az fatalny) priebeh je frekventovanejSi u seniorov. Najnovsie vyskumy naznacuji zvySené
riziko zévazného priebehu ochorenia u tehotnych zien. Tehotné zeny st nachylnejSie
na infekciu SARS-CoV-2 z dévodu nadprodukcie receptoru ACE2 pocas tehotenstva, ktory
tento virus pouziva na preniknutie do bunky. Symptémy objavujuce sa u tehotnych zien
pozitivnych na COVID-19 st vel'mi podobné Zendm s preeklampsiou.

KPuacové slova
COVID-19, preeklampsia, ACEZ2, tehotenstvo

Summary

COVID-19, a disease induced by virus SARS-CoV-2, is since march of 2020 marked
as pandemic. This disease is clinicaly manifesting itself with flu alike symptoms among young
patients. More severe (sometimes lethal) course is typical mainly for seniors. Newest research
suggests higher risk also for pregnant women. Pregnant women are more susceptible
to infection caused by SARS-CoV-2 because of overproduction ACE2 receptor during
pregnancy, which this virus uses for cell invasion. Symptoms found in pregnant women positive
for COVID-19 are very similar to ones with preeclampsia.

Keywords
COVID-19, preeclampsia, ACE2, pregnancy

Uvod

Ochorenie COVID-19, ktoré sa stalo pandémiou, sa typicky prejavuje horuckou, suchym
kasl'om, tnavou, myalgiou, artralgiou, stratou ¢uchu a stratou chuti. Okrem tychto beznych
priznakov, 14 % pripadov sa komplikuje pneumodniou au 5 % pacientov sa rozvija tazky
akutny respira¢ny syndrom (1). Aj ked COVID-19 postihuje primarne respiracny trakt,
vyznacuje sa aj multisystémovymi prejavmi zahffiajucimi hypertenziu, poskodenie oblic¢iek
a pecene Ci trombocytopéniu (2). Zaujimavym fenoménom COVID-19 je vysoka variabilita
symptomov a priznakov medzi jednotlivymi pacientami. Infikovany jedinec moze byt’ uplne
asymptomaticky, s miernymi priznakmi alebo mat’ taZzky priebeh, pozorovany prevazne
pri starSej populacii alebo pri pacientoch s inymi chronickymi komorbiditami.
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Najnovsie vyskumy poukazuju aj na d’al$iu potenciélne rizikova skupinu — tehotné zeny. Podl'a
vysledkov najvidcSej metaanalyze skumajucej dopad ochorenia COVID-19 na priebeh
tehotenstva sa zistilo, ze az takmer 50 % Zien (n = 48) porodilo pred¢asne a navyse bola v tejto
skupine zvySena aj frekvencia cisarskych rezov (91 %) a incidencia gesta¢ného hypertenzného
ochorenia — preeklampsie (3,4). Preeklampsia (PE) je zavazné multifaktorialne ochorenie
objavujuce sa pocCas tehotenstva. Medzi hlavné prejavy PE patri hypertenzia a proteinuria
vzniknutd pocas tehotenstva. Aj napriek vysokej incidencii (5 az 8 pripadov na 100
tehotenstiev), PE nemad ani v dneSnej dobe efektivnu liecbu, ¢i markery pre v€asnu diagnostiku.
Vznik PE je spojeny s nespravnym formovanim placenty a je druhou najcastejSou pric¢inou
umrtia gravidnych zien (5).

Preco tehotné Zeny?

Homeostaza organizmu je pocas tehotenstva udrziavana Sirokym spektrom hemodynamickych,
imunologickych a metabolickych adaptécii, ktoré moézu vytvorit predispoziciu na infekciu
SARS-CoV-2 (6). SARS-CoV-2 sa dostava do bunky interakciou s receptorom nazyvanym
angiotenzin konvertujuci enzym 2 (ACE2), ktory je pocas fyziologického tehotenstva
upregulovany. Enzym ACE2 zohrava dolezita tlohu pri konverzii angiotenzinu
I na angiotenzin (1-9) a angiotenzinu II na angiotenzin (1-7), ktory ma vazodilata¢ny,
antitromboticky a protizdpalovy ucinok. Hormonalny profil zdravého tehotenstva
je charakterizovany zvySenim vSetkych komponentov renin-angiotenzin-aldosterénového
systému (RAAS), ktorého regulatorom je aj spominany ACE2. Tento fenomén zvysuje
mnozstvo receptorov ACE2 na povrchu buniek, a teda aj zvySuje pravdepodobnost’, Ze tehotna
zena bude infikovana virusom SARS-CoV-2. Zaujimavé je, Ze po vniknuti virusu do bunky
je pritomnost ACE2 zniZenad jeho degradéciou klatrinom sprostredkovanou endocytickou
drahou. Tento dej ma za nasledok znizenli produkciu angiotenzinu (1-7), atak aj znizenu
vazodilataciu, za ktoru je tento peptid zodpovedny. Infekcia endotelidlnych buniek virusom
SARS-CoV-2 je specifickd aj dysfunkciou endotelu, atak vytvorenou predispoziciou
k neskor$ej vazokonstrikcii, zapalu alebo tromboze (7).

Preeklampsia je gestacné hypertenzné ochorenie, ktoré sa prejavuje po 20. gestaénom tyzdni
a sprevadza ho proteinuria. Medzi tehotnymi Zenami s ochorenim COVID-19 a Zenami s PE je
viacero podobnosti v symptomatoldgii. Pri ochoreni COVID-19 je Casto pritomné zvySenie
krvného tlaku, posSkodenie pecene ¢i obli¢iek a poskodenie endotelu, ¢o moze mat’ za nasledok
proteintriu. Tieto prekryvajuce sa prejavy mozu sposobit’ diagnosticku dilemu, ktord by mohla
ohrozit’ matku aj diet’a. V sucasnosti je jedinym rieSenim PE a jej symptomov porod. Mendoza
a kol. vo svojej praci tvrdia, ze u tehotnych zien s tazkym typom COVID-19 sa mo6Ze rozvijat
tzv. preeklampsii podobny syndrom. Ide o stav, kedy symptomy pacientky napodobiiuju
symptomy PE, avSak bez abnormalnej placentacie. Tuto hypotézu podporuje aj fakt,
Ze u vacsiny zien v tejto studii (4 z 5), PE podobné symptomy vymizli eSte pred porodom,
¢o sa v pripade pravej PE nedeje (2).

Pomoc pri vyrieSeni tejto diagnostickej dilemy by mohlo priniest’ rutinné pouzitie metody
predstavenej v praci Zeislera a kol., ktory navrhuje detegovanie pomeru rozpustnej tyrozin
kinazy-1 podobnej fms (sFlt-1) a placentarneho rastového faktoru (PIGF) pre presnejsiu
diagnostiku PE (8).

Zaver

Tazky priebeh ochorenia COVID-19 u tehotnej Zeny moze napodobnit’ preeklampsiu pri pouZiti
zékladnych diagnostickych metdd preeklampsie. Tento fenomén je obzvlast nebezpecny,
ked’Ze niektoré pripady COVID-19 a PE mdzu vyzadovat’ protichodné spdsoby manaZzmentu.
Potencidlna potreba vyvolavania pred¢asného porodu si mdéze vyzadovat’ fetdlnu maturaciu
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podavanim kortikosteroidov. PriCom by tento postup mohol mat’ mozny negativny efekt
na pacientov s COVID-19. Urcenie pomeru sFIt-1 a PIGF je v sucasnosti jedna z najpresnejSich
metdd na potvrdenie PE amala by byt pouzitd pri diagnostike tohto ochorenia. Pocet
COVID-19 pripadov neustale narasta a s nimi pravdepodobne rastie aj pocet preeklampsii
podobnych pripadov, ¢o iba podciarkuje surnost’ zavedenia spolahlivej metddy na vyrieSenie
tychto diagnostickych dilem.

Pod’akovanie

Tato praca vznikla vd’aka podpore Ministerstva zdravotnictva Slovenskej republiky (MZSR
2018/40-LFUK-14), ako aj Ministerstvu $kolstva, vedy, vyskumu a $portu Slovenskej republiky
(VEGA 1/0168/18).

Literatara

1. Wu Z, McGoogan JM. Characteristics of and important lessons from the coronavirus disease
2019 (COVID-19) outbreak in Chine: summary of a report of 72 314 cases from the Chinese Center for
Disease Control and Prevention. JAMA. 2020; 23(13):1239-1242.

2. Mendoza M, Garcia-Ruiz I, Maiz N, Rodo C, Garcia-Manau P, Serrano B, Lopez-Martinez
RM, Balcells J, Fernandez-Hidalgo N, Carreras E, Suy A. Preeclampsia like syndrome induced by
severe COVID-19: a prospective observa- tional study. BJOG An Int J Obstet Gynaecol 2020;
127(11):1374-1380.

3. Zaigham M, Andersson O. Maternal and perinatal outcomes with COVID-19: a systematic
review of 108 pregnancies. Acta Obstet Gynecol Scand. 2020;99(7):823-829.

4. Di Mascio D, Khalil A, Saccone G, Rizzo G, Buca D, Liberati M, Vecchiet J, Nappi L,
Scambia G, Berghella V, D'Antonio F. Outcome of coronavirus spectrum infections (SARS, MERS,
COVID-19) during pregnancy: a systematic review and meta-analysis. Am J Obstet Gynecol. MFM.
2020;2(2):100107.

5. Carty, D.M,, Delles, C., Dominiczak, A.F. Preeclampsia and future maternal health. J Hypertens.
2010; 28(7):1349-1355.

6. Nath KA. In the Limelight: August 2020. Mayo Clinic Proceedings. 2020; 95(8):1559-1561.

7. Narang K, Enninga EAL, Gunaratne MDSK, Ibirogba ER, Trad ATA, Elrefaei A, Theiler
RN, Ruano R, Szymanski LM, Chakraborty R, Garovic VD. SARS-CoV-2 Infection and COVID-
19 During Pregnancy: A Multidisciplinary Review. Mayo Clin Proc. 2020;95(8):1750-1765.

8. Zeisler H, Llurba E, Chantraine F, Vatish M, Staff AC, Sennstrom M, Olovsson M,
Brennecke SP, Stepan H, Allegranza D, Dilba P, Schoedl M, Hund M, Verlohren S. Predictive
Value of the sFIt-1:PIGF Ratio in Women with Suspected Preeclampsia. N Engl J Med.
2016;374(1):13-22.

44



11l. KARDIOLOGIA



ADIPOKINY A ICH ULOHA V PATOGENEZE
ATEROSKLEROZY U DIABETICKYCH
PACIENTOV

(Adipokines and their role in the pathogenesis of atherosclerosis
in diabetic patients)

Horvathova Martina

Ustav lekarskej chémie, biochémie a klinickej biochémie, Lekarska fakulta UK, Sasinkova 2,
811 08 Bratislava; martina.horvathova@fmed.uniba.sk

Suhrn

Diabetes mellitus (DM) je nevylieCiteI'né ochorenie Casto sprevadzané roznymi diabetickymi
komplikéciami, ktoré su pri¢inou zvySenej chorobnosti a imrtnosti diabetickych pacientov.
Kardiovaskularne ochorenia (KVO) sa povazuji za najéastej$iu pri¢inu smrti diabetikov.
Riziko vzniku KVO je u diabetikov 2x az 4x vysSie ako u beznej populacie. Hlavnou pri¢inou
KVO je endotelova dysfunkcia, ktord sa nasledne vyvija do aterosklerozy. Diabetes mellitus
je ochorenie, ktoré sa spaja niclen so zvySenym oxidacnym stresom, ale aj s aktivaciou
zapalovych procesov, a spolo¢ne sa uplatnuju v patogenéze aterosklerézy. Vyznamna ulohu
Vv zépalovych procesoch zohrava tukové tkanivo a adipokiny.

KPucové slova
aterosklerdza, zapal, tukové tkanivo, adipokiny, diabetes mellitus

Summary

Diabetes mellitus (DM) is an unhealthy disease often accompanied by various diabetic
complications that are the cause of increased morbidity and mortality in diabetic patients.
Cardiovascular diseases (CVD) are considered the most common cause of death in diabetic
patients. The risk of CVD is 2 to 4 times higher in diabetic patients than in the normal
population. The main cause of CVD is endothelial dysfunction, which subsequently develops
into atherosclerosis. Diabetes mellitus is a disease that is associated not only with increased
oxidative stress but also with the activation of inflammatory processes, and they are together
applied in the pathogenesis of atherosclerosis. Adipose tissue and adipokines play an important
role in inflammatory processes.

Keywords
atherosclerosis, inflammation, adipose tissue, adipokines, diabetes mellitus

Uvod

Diabetes mellitus (DM) je nevylie€iteI'né ochorenie ¢asto sprevadzané réznymi diabetickymi
komplikaciami, ktoré st pri¢inou zvySenej chorobnosti a umrtnosti diabetikov.
Kardiovaskularne ochorenia (KVO) sa povazuji za najcastejSiu pri¢inu smrti diabetikov.
Riziko vzniku KVO je u diabetikov 2x az 4x vysSie ako u beznej populacie (1). Hlavnou
pricinou KVO je endotelové dysfunkcia, ktord sa nasledne vyvija do aterosklerdzy. Diabetes
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mellitus je ochorenie, ktoré sa spaja nielen so zvySenym oxida¢nym stresom, ale aj S aktivaciou
zéapalovych procesov, a spolo¢ne sa uplatiuju v patogenéze aterosklerdzy (2).

Zapal je odpoved’ imunitného systému na infekciu alebo poskodenie a zohrava vyznamnu tilohu
V patogenéze viacerych chronickych ochoreni, ako su artritida, neurodegenerativne a KVVO.
Zapal je prospesna reakcia, ktord vedie k odstraneniu Skodlivych faktorov a zabezpecuje
obnovenie tkanivovej Struktiry a fyziologickych funkcii. Ak zapal pretrvava, prechadza do
chronického zédpalu a sposobuje nadmerné poskodenie tkaniva (3). Vyznamnu ulohu
Vv zapalovych procesoch zohrava tukové tkanivo a adipokiny.

Adipokiny

Tukové tkanivo je komplexny organ, ktory neslizi iba ako zasobny orgén na uskladnenie TAG,
ale mad aj funkciu endokrinného organu a syntetizuje rdézne bioaktivne proteiny suhrnne
nazyvané adipokiny alebo adipocytokiny. Tukové tkanivo okrem preadipocytov a adipocytov
obsahuje eSte aj monocyty/makrofagy.

Adipocyty prostrednictvom adipokinov komunikuju s d’al§imi organmi v tele (mozog, pecen,
B-bunky pankreasu) a uc¢inkujt na autokrinnej, parakrinnej a endokrinnej trovni. Zabezpecuju
predovsetkym regulaciu metabolickych, imunitnych a zépalovych procesov za fyziologickych
aj patologickych podmienok. Dalej sa podielajii na lipidovom metabolizme, metabolizme
glukdzy, regulacii krvného tlaku, inzulinovej citlivosti a angiogenéze. NaruSena reguldcia
syntézy adipokinov v tukovom tkanive vedie k vzniku chronického zapalu, ktory sa uplatiuje
Vv patogenéze viacerych ochoreni, ako je aterosklerdza, hypertenzia a DM 2. typu. Medzi
adipokiny syntetizované v tukovom tkanive patri adiponektin, leptin, rezistin a d’alSie cytokiny
— TNF-oq, IL-1, IL-6, IL-8, IFN-y (4 - 7).

Adiponektin

Adiponektin je 30-kDa protein, ktory sa syntetizuje predovSetkym v tukovom tkanive, ale tvori
sa tieZ v peCeni, oblickach, slezine, kostrovom svalstve a kardiomyocytoch. Existuje v troch
hlavnych formach: trimér, hexamér a ako vysokomolekularny (HMW — high molecular weight)
oligomér. V plazme sa nachadza predovSetkym vo forme HMW oligoméru, ktory je aj
najucinnejsi.

Adiponektin U€inkuje na cielové tkaniva a organy prostrednictvom svojich dvoch receptorov,
ktoré sa oznacuji ako AdipoR1 a AdipoR2. Tieto receptory su exprimované na rdznych
bunkach (monocyty a makrofagy) a organoch (kostrové svalstvo, pecen a tukové tkanivo). Po
vizbe adiponektinu na tieto receptory sa aktivujl viaceré intraceluldrne signdlne drahy — AMPK
(AMP-activated protein kinase), PPARa (peroxisome proliferator-activated receptor-o)
a MAPK (p38 mitogen-activated protein kinase). Adiponektin sa vyznacuje réznorodymi
ucinkami, predovSetkym vsak reguluje metabolizmus glukézy, ma protizapalové a anti-
aterogénne ucinky.

Adiponektin znizuje hladinu glukézy v plazme viacerymi mechanizmami. PredovSetkym
prostrednictvom aktivacie AMPK zvySuje inzulinovi citlivost kostrového svalstva a
vstrebavanie glukozy z plazmy. Dalej znizuje tvorbu glukézy v pedeni prostrednictvom
inhibicie dvoch klIi€¢ovych enzymov glukoneogenézy: fosfoenolpyruvat karboxykinazy
a glukéza-6-P fosfatazy.

Viaceré experimentdlne Stidie dokazujii, Zze adiponektin mé protizapalové UCinky.
Prostrednictvom inhibicie NF-kB zniZuje expresiu a syntézu viacerych prozapalovych
proteinov (adhezivne molekuly, ,,scavenger” receptory, IL-6, IL-1B, C-reaktivny protein
(CRP), IFNy) a znizuje fagocytovl aktivitu makrofagov. Sticasne indukuje expresiu a sekréciu
protizapalovych proteinov (IL-10, IL-1RA (receptorovy antagonista)).

Adiponektin méa vSak dolezitdi tlohu aj v prevencii aterosklerézy. Anti-aterogénne uUcinky
spoc¢ivaju predovSetkym v protizapalovych ucinkoch adiponektinu, schopnosti stimulovat’
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produkciu NO® aznizovat G¢inok proaterogénnych mediatorov (TNF-0, oxLDL).
V endotelovych bunkach znizuje tvorbu prozapalovych cytokinov, chemokinov a znizuje ich
schopnost’ aktivovat’ sa pri posobeni roznych zapalovych signdlov. V makrofagoch znizuje
expresiu tzv. ,,scavenger® receptorov a potlaca diferenciaciu makrofagov na penové bunky.
Prostrednictvom stimulacie tvorby NO® podmieniuje vazodilaticiu, inhibuje agregaciu
trombocytov, adhéziu leukocytov na povrch endotelovych buniek a proliferaciu hladkych
svalovych buniek ciev.

Hladina adiponektinu v plazme negativne koreluje s mnozstvom tukového tkaniva
a u pacientov s inzulinovou rezistenciou, obezitou a DM 2. typu sa zistila jeho znizena
koncentracia. Hladina adiponektinu v plazme je regulovana ré6znymi mechanizmami. Na jednej
strane je to hmotnost’ organizmu a mnozstvo tukového tkaniva, ked’ nizsia telesnd hmotnost’
indukuje zvySeni expresiu a sekréciu adiponektinu, a obezita naopak zniZzuje tvorbu
adiponektinu. Expresia je vyrazne inhibovana aj uc¢inkom prozapalovych cytokinov (IL-6
a TNF-a), ktoré st tvorené aj tukovym tkanivom. Preto sa uludi s obezitou pozoruje
v dosledku zvySenej tvorby prozapalovych cytokinov znizena hladina adiponektinu. Ked'ze
adiponektin ma predovsetkym protizapalové a anti-aterogénne G¢inky, jeho znizena hladina je
rizikovym faktorom aterosklerozy a poukazuje na zvySené riziko vzniku aterosklerdzy
a kardiovaskularnych ochoreni, predovSetkym u T'udi s obezitou, inzulinovou rezistenciou
aDM 2. typu (5, 7 - 12).

Leptin

Leptin je 16-kDa peptid, ktory je syntetizovany predovsetkym v tukovom tkanive, ale v malom
mnozstve sa tiez tvori aj v placente, Zaluadku, kostrovom svalstve a kostnej dreni.

Leptin svoje Uc¢inky na cielové tkanivé a organy sprostredkiiva prostrednictvom leptinového
receptoru (LepR), ktory je exprimovany na roznych bunkach a tkanivach (hypotalamus, tukové
tkanivo, pankreas). Leptin predovSetkym reguluje telesni hmotnost’ protrednictvom modulacie
metabolickych procesov a prijmu potravy, ale podiela sa tieZ na regulécii imunitnych
a zapalovych procesov.

Hladina leptinu v plazme pozitivne koreluje s BMI (body mass index) a mnozstvom tukového
tkaniva. Pri nadmernom prijme potravy sa leptin vylucuje do krvi a pdsobi na bunky v hypotalame,
kde dava signal na zniZenie apetitu a zvySenie vydaju energie. Zaroven reguluje metabolické procesy
prostrednictvom inhibicie anabolickych drah a aktivacie katabolickych drah.

Popri regulacii metabolickych drah ma leptin vyznamnu tlohu aj v zépalovych procesoch.
Na rozdiel od adiponektinu sa leptin vyznacuje prozapalovymi uG€inkami. V makrofagoch
stimuluje expresiu a sekréciu viacerych prozapalovych cytokinov (IL-1, IL-6, IL-12, TNF-a),
aktivuje chemotaxiu neutrofilnych granulocytov a prostrednictvom zvySenia RMO
stimuluje fagocytovu aktivitu makrofagov a sekréciu prozapalovych eikozanoidov.

Expresia leptinu nie je regulovana iba prijmom potravy, ale aj roznymi horménmi a zédpalovymi
mediatormi. Inzulin zvySuje expresiu a sekréciu leptinu, glukokortikoidy naopak znizuju jeho
hladinu v plazme. Expresia je stimulovana aj viacerymi prozapalovymi cytokinmi (TNF-a, IL-
6, IL-1PB), ktoré spdsobujii pozitivnu spédtni vézbu a podporuji vznik chronického zapalu.
Hyperleptinémia sa pozoruje uludi s obezitou, inzulinovou rezistenciou a DM 2. typu
a poukazuje na chronicky zapal a zvysen¢ riziko vzniku aterosklerozy (5 — 7, 9, 13).

Tumor nekrotizujuci faktor-a

Tumor nekrotizujuci faktor-o (TNF-a) je cytokin, ktory syntetizuju predovSetkym makrofagy
v tukovom tkanive. Jeho expresia a syntéza v tukovom tkanive a kostrovom svalstve je vyrazne
zvysena u obéznych l'udi, ako aj u l'udi s inzulinovou rezistenciou. Predpoklada sa, ze TNF-a
modze byt jednym z molekularnych mechanizmov, ktoré sa podielaju na vzniku inzulinovej
rezistencie u l'udi s obezitou (10).
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Interleukin-6

Interleukin-6 (IL-6) je prozapalovy cytokin, ktory popri inych a¢inkoch tiez méze ovplyviiovat
inzulinovt citlivost. IL-6 preukazuje zo vSetkych adipokinov najsilnejsiu korelaciu
s inzulinovou rezistenciou, ako aj s komplikaciami s fiou spojenymi. Hladina IL-6 v plazme
pacientov s obezitou a DM 2. typu je 2 az 3-krat vysSia v porovnani so zdravymi jedincami.
Zvysena hladina IL-6 sa vztahuje na zvySenu koncentraciu glukézy v plazme, znizenu
glukozovu toleranciu a znizenu inzulinovu citlivost’ (10).
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Suhrn

Superparamagnetické nanocastice oxidov zeleza (SPIONs) s stcastou roznych
biomedicinskych a klinickych aplikacii. Niekol'ko Studii ukazalo, ze poddvanie nanocastic
oxidov zeleza mdze zvysit' oxidacny stres. Interakcie medzi nimi sa vSak zriedka Studovali
ato nayméd v podmienkach akutneho stresu. Ked’ze oxidacny stres zohrava vyznamnu tlohu
V patogenéze viacerych ochoreni, je preto potrebné dokladne poznat’ vSetky mechanizmy, ktoré
uzko suvisia s pouzivanim nanocastic v medicinskych aplikaciach. Této Stidia bola navrhnuta
za ucelom sledovania vplyvu akatneho stresu a SPIONs na antioxidacny status spontdnne
hypertenznych potkanov (SHR). Antioxidacny status bol sledovany pomocou stanovenia
antioxidacnej kapacity plazmy.

KPacové slova
akutny stres, superparamagnetické nanocastice oxidov Zeleza, SPIONs, antioxidacny status,
hypertenzia

Summary

Superparamagnetic iron oxide nanoparticles (SPIONs) can be used in various biomedical
and clinical applications. Several studies have shown that the administration of iron oxide
nanoparticles may trigger oxidative stress. However, the interactions between them have rarely
been studied, especially under the condition of acute stress. Because oxidative stress plays
a critical role in the pathophysiology of several diseases and disorders, therefore it is necessary
to understand thoroughly all the mechanisms that are closely related to the use of nanoparticles
in medical applications. This study was designed to investigate the effect of acute stress and
SPIONs on antioxidative status in spontaneously hypertensive rats (SHR). Antioxidative status
was studied by determination of antioxidant capacity in plasma.

Keywords
acute stress, superparamagnetic iron oxide nanoparticles, SPIONs, antioxidative status,
hypertension
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Uvod

Nanocastice oxidov zeleza su v poslednych rokoch objektom viacerych vyskumov, najma kvoli
ich vlastnostiam vyuzitelnym v biomedicine. V biomedicinskych aplikdcidch sa pouzivaju
najcastejSie ako kontrastné latky pri magnetickej rezonancii. AvSak v sicasnosti sa uvazuje
aj o ich vyuziti pri liecbe naddorovych ochoreni a cielenom transporte lie¢iv. Problém pri
zaCleneni réznych typov nanocastic oxidov zeleza do biomedicinskych aplikacii moze
predstavovat’ ich potencialna toxicita stivisiaca najméa s oxida¢nym stresom (1).

Pojem oxidacny stres je casto spajany s viacerymi biochemickymi, fyziologickymi
a patofyziologickymi dejmi. Oxidac¢ny stres je Casto definovany ako nerovnovaha medzi
oxidantmi a antioxidantmi. Za normalnych podmienok je v organizme resp. bunke ustalena
rovnovaha medzi aktivitou ako aj mnozstvom oxidantov a antioxidantov (2).

Toxicita nanocastic je najCastejSie prisudzovand najméa ich schopnosti prispievat k tvorbe
reaktivnych zlicenin kyslika (ROS) (3). ZvySeny oxidacny stres, a S tym suvisiaci zniZzeny
antioxida¢ny  status, je klda€ovym  hraCom v patogenéze diabetes mellitus,
ako aj kardiovaskularnych ochoreni vratane hypertenzie (4).

Superparamagnetické nanocastice oxidov Zeleza (SPIONs) vd’aka ich fyzikalno-chemickym
vlastnostiam, maju velky potencial byt sucastou biomedicinskych aplikécii.
Superparamagnetické nanocastice oxidov zeleza (SPIONs) su syntetické ¢astice maghemitu
(y-Fe203) alebo magnetitu (Fe3O4) s vel'kost'ou jadra medzi 10 nm a 100 nm, pri¢om magnetit
je zmesou oxidov FeO a Fe»0s. Tieto magnetické nanocastice st obalené polyetylénglykolom
(PEQG), ktory zabezpecuje ich fyzikdlno-chemicku stabilitu a biokompatibility, zlepSuje ich
distribuciu a znizuje ich vychytdvanie mononukledrnym fagocytarnym systémom (5).

Nasou ulohou bolo sledovat vplyv aktitneho stresu a superparamagnetickych nanocastic oxidov
zeleza (SPIONs) na antioxidacny status spontanne hypertenznych potkanov (SHR).

Material a metody

Laboratorne zvierata

Pri §tadii boli pouzité spontanne hypertenzné potkany (SHR - spontaneously hypertensive rats)
a normotenzné potkany (WKY,Wistar Kyoto) z firmy Velaz s.r.o., Ceské republika. Potkany
Wistar-Kyoto (WHY) boli pouzité ako kontrola reprezentujuca rozdielny vplyv fenotypu
na sledovany parameter. ISlo o SHR a WKY zvierata vo veku 12 az 16 tyzdnov. Kfmené boli
granulovanym krmivom vyrabanym firmou Altromin, konkrétne zmesou 1320-variant P,
so zniZzenym obsahom fytoestrogénov, s obsahom zeleza 192,51 mg/kg zmesi a mali vol'ny
a neobmedzeny pristup ku krmivu a vode. Potkany boli drzané v Standardnych podmienkach
s pravidelnym striedanim svetla a tmy (12/12 h). VSetky potkany mali implantované katétre
do karotickej artérie pre meranie krvného tlaku a do jugularnej vény pre infizne podédvanie
nanocastic vo fyziologickom roztoku alebo samotného fyziologického roztoku. Kanylacia bola
urobend v celkove] anestéze izofluranom (3%) denn pred samotnym experimentom,
v pritomnosti latky meloxikam (2 mg/kg hmotnosti tela) na prevenciu pooperacnej bolesti.
Vsetky experimenty boli schvalené Statnou veterinarnou a potravinovou spravou SR.

Model akutneho stresu

Akttny stres bol u laboratornych zvierat navodeny metddou air-jet (prad vzduchu do hornej
Casti hlavy potkana) podl'a modifikovaného protokolu (6). V naSich pokusoch sme pouzili 5
s prad vzduchu 10 min pred, 10 a 75 min po podani SPIONs.

Testované nanocastice

Superparamagnetické nanocastice oxidov Zeleza (SPIONs) (Sigma-Aldrich, UK) boli
pokusnym zvieratdim podavané intravenézne pocas 10 min infizie do jugularnej vény.
Nanocastice magnetitu (FesOs) o velkosti jadra 30 nm (Img Fe/ml) boli obalené
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biokompatibilnym obalom z polyetylénglykolu. Po 100 mintitach od ich podania bola
zvieratam odobrand krv a nasledne boli zvierata dekapitované v bezvedomi po kratkej narkoze
CO..

Rozdelenie laboratornych zvierat a dizajn experimentu

V kazdej testovanej skupine bolo 6 - 8 laboratornych zvierat. Podrobny dizajn experimentu
je uvedeny v Tabulke 1.

Rozdelenie laboratornych zvierat:

WKY-Kontrola — potkanom bol infundovany iba fyziologicky roztok

SHR-Kontrola — potkanom bol infundovany iba fyziologicky roztok

SHR-Stres — potkanom bol infundovany fyziologicky roztok a boli vystavené aklitnemu stresu
SHR-SPIONS — potkanom boli infundované SPIONs v davke 1 mg/kg telesnej hmotnosti
SHR-SPIONS + stres — potkanom boli infundované SPIONs v davke 1 mg/kg telesnej hmotnosti
a boli vystavené akutnemu stresu

=
Skupina 8 £ 10miniv. | 2 Z £
< 5s = infiizia = 5s = 55 =
r\
8 P s s s
Kontrola = 3 Fyziol roz. | & 2 &
& B s N p—— N — N
Stres = | Awrjet | = Fyziol. roz | = Airjet | = Airjet | =
SPIONs = g SPIONs g % g
SPIONs+ o . i Air-jet Air-jet
Stres Air-jet SPIONs

Tab. 1 Dizajn experimentu

Stanovenie antioxidacnej kapacity TEAC metodou

Stanovenie celkovej antioxidacnej kapacity metdédou TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant
Capacity) je zaloZené na schopnosti hydrofilnych, ale aj lipofilnych antioxidantov eliminovat’
stabilny ABTS radikalovy kation (ABTS™). Modro-zeleny radikalovy kation (ABTS)
je produkovany pocas reakcie ABTS (2,2’-azinobis(3-etyl-2,3-dihydrobenzotiazol-6-sulfonat))
a persiranu draselného K2S20s vo vode. Pridanim antioxidantov k vytvorenému radikalu
ABTS " dochadza k jeho redukcii na ABTSH. Mnozstvo zredukovaného ABTSH je zavislé od
Casu pdsobenia, antioxidacnej aktivity a koncentracie antioxidantov. Stupefi redukcie ABTS "
radikélového kationu sme vyjadrili ako percento inhibicie, dané koncentraciou antioxidantov
a ¢asom ich posobenia, vztiahnuté k aktivite troloxu pouZitého ako tandard pri vinovej dizke
734 nm (7).

Statistickd analyza

Vysledky st uvedené ako priemer + strednd chyba priemeru (SEM). Statistické testy boli
vykonané pomocou Statistického programu IBM SPSS Statistic 22. Normalitu nameranych dat
sme posudzovali pomocou Shapiro-Wilkovho testu. Udaje boli analyzované pomocou
parametrického One-way ANOVA testu s pouzitim Tukey post hoc testu. Hladina vyznamnosti
bola definovana ako P < 0,05.

Vysledky

Pomocou TEAC metddy sme sledovali vplyv akutneho stresu a superparamagnetickych
nanocastic oxidov Zeleza (SPIONs) na antioxidacny status plazmy spontanne hypertenznych
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potkanov (SHR) (Obrazok 1). Ako kontrolu na porovnanie rozdielov v antioxidacnej kapacite
plazmy u normo- a hypertenznych potkanov sme pouzili kontrolnti skupinu normotenznych
potkanov Wistar-Kyoto (WHY), pricom sme zistili signifikantné rozdiely v antioxidacne;j
kapacite medzi tymito fenotypmi. Porovnanim vsetkych skupin hypertenznych potkanov (SHR)
navzajom sme zistili, ze samotny kratkodoby akutny stres, ani samotné podévanie
superparamagnetickych nanocastic oxidov zeleza (SPIONs) nemalo vplyv na antioxida¢nt
kapacitu. Signifikantné zvySenie antioxidacnej kapacity plazmy sme zaznamenali pri porovnani
skupin SHR-kontrola ako aj SHR-stres so skupinou SHR-SPIONs-stres.
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Obr. 1 Vplyv akitneho stresu a superparamagnetickych nanocastic oxidov Zeleza (SPIONs)
na antioxidaény status plazmy spontinne hypertenznych potkanov (SHR) a normotenznych
potkanov (WKY). WKY/SHR - Kontrola — potkanom bol infundovany iba fyziologicky roztok. SHR-
Stres — potkanom bol infundovany fyziologicky roztok a boli vystavené aktitnemu stresu. SHR-SPIONs
— potkanom boli infundované SPIONs v davke 1 mg/kg telesnej hmotnosti. SHR-SPIONs + stres —
potkanom boli infundované SPIONs v davke 1 mg/kg telesnej hmotnosti a boli vystavené akutnemu
stresu. Hodnoty st udané ako priemer + SEM. “P < 0,05; P < 0,001.

Diskusia

Hypertenzia je hlavnym rizikovym faktorom pre viaceré vazne kardiovaskularne komplikacie
vratane infarktu myokardu, zlyhania srdca, mftvice, ochorenia periférnych artérii a je pri¢inou
chronického ochorenia obli¢iek. Prave oxida¢ny stres si ziskal pozornost’ ako jeden
zo zakladnych mechanizmov zodpovednych za hypertenziu. Reaktivne formy kyslika (ROS)
maju dolezita tlohu v homeostaze cievnej steny, a preto by mohli prispievat k mechanizmu
vzniku a rozvoju hypertenzie (4). Preto je dolezité sa v prevencii ako aj liecbe hypertenzie
zamerat’ na zniZenie vplyvu oxida¢ného stresu a eliminaciu jeho vzniku.

Superparamagnetické nanocastice oxidov Zeleza SPIONs su v stG€asnosti Casto Studované
v roznych biologickych systémoch. Davka nanocastic SPIONs podavanych laboratornym
zvieratam (1mg /kg hmotnosti) bola podobnd ddvkam, ktoré sa pouzivaju v klinickej praxi.
Kombindcia s aktitnym stresom bola zvolena najmé preto, Ze stres mdze vyrazne ovplyvilovat’
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antioxidacny status organizmu. Zaroven je zndme, Ze pacienti su pocas intravendznej aplikacie
nanocastic, ako aj v dosledku svojho ochorenia, tak aj samotného vysetrenia vystaveni stresu,
ktory nasledne méze ovplyvnit fyziologické a biochemické procesy v organizme (8).
Pouzitim kontrolnej normotenznej skupiny potkanov  WKY sa nam podarilo porovnat
antioxida¢ny status normo- a hypertenznych potkanov. Pozorovali sme signifikantné znizenie
antioxidacnej kapacity plazmy spontanne hypertenznych potkanov SHR, pricom toto zistenie
nam potvrdilo spravnost’ pouzitia oboch fenotypov na Stidium vplyvu akltneho stresu
a superparamagnetickych nanocastic oxidov zeleza SPIONs na antioxidacny status potkanov.
Zistili sme, Ze samotny akutny stres, ako aj samotné podavanie nanocastic SPIONs, nevyvolali
signifikantné zmeny v antioxida¢nej kapacite plazmy SHR potkanov. Vplyv akatneho stresu,
ako aj podavanie nanocCastic SPIONs je zavislé od viacerych faktorov. Jednym z faktorov
je dizka posobenia, ¢i uz akutneho stresu alebo nano¢astic SPIONs (9). Predpokladame, Ze
akutny stres sa vzhladom k jeho kratkemu cCasu pdsobenia nestihol prejavit zmenami v
antioxida¢nom statuse potkanov. Viaceré §tudie zistili, Ze aj dizka expozicie nanogasticami je
velmi podstatnym faktorom (10). Okrem tohto faktoru zohrava podstatni uloha pouzitd
koncentracia a stabilita pouzitych nanocastic, ako aj stabilita ich povrchov (11).

Na druhej strane, kombindacia akutneho stresu s podanim nanocastic SPIONs (skupina SHR-
SPIONSs-stres) vyvolala signifikantné zvysenie antioxidacnej kapacity plazmy SHR potkanov
v porovnani s SHR-kontrolnou skupinou (SHR-Kontrola), ako aj SHR-skupinou vystavenou
akutnemu stresu (SHR-Stres). Predpokladame, Ze zvySenie antioxidacnej kapacity bolo
sposobené aktivaciou antioxidaénych obrannych systémov indukovanych prave
spolup6sobenim akutneho stresu a nanoastic SPIONs. NaSe vysledky potvrdzuju zistenia
viacerych in vivo ain vitro stadii, ktoré popisovali nizku mieru toxicity réznych typov
nanocastic oxidov Zeleza (12-15). Tieto vysledky pontkaju nové otazky ohl'adne mechanizmu
poOsobenia, ako aj dlhodobejsieho vplyvu testovanych nanocastic na organizmus, ktoré maja
vel'ky potencial byt’ sucastou biomedicinskych aplikacii.
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Suhrn

Tato praca popisuje dolezity protizapalovy, kardio- a neuroprotektivny potencial omega-3
mastnych kyselin (MK) a zaroveni ich délezity regulaény vplyv na lipidovy metabolizmus.
V praci podrobne sumarizujeme zavery observa¢nych Studii, ktoré na velkom mnozstve
pacientov dospeli k vysledkom, ktoré jednozna¢ne indikujii protektivny a preventivny vplyv
omega-3 MK na rozvoj neurokognitivnych a kardio — cerebro — vaskularnych ochoreni. Tieto
vysledky konfrontujeme s realizovanymi klinickymi $tudiami, na zaklade ¢oho spresiiujeme
postavenie suplementicie tymito vyznamnymi bioaktivnymi latkami v terapii roéznych
ochoreni. Taktiez sa venujeme moznostiam d’alSiecho vyskumu a navrhujeme, na ktoré aspekty
by sa mohli v budicnosti odborné $tadie zamerat'.

Kruacové slova
omega-3 mastné kyseliny, kardiovaskularne ochorenia, infarkt myokardu, cievna mozgova
prihoda

Summary

This article describes the important anti-inflammatory, cardio- and neuroprotective potential
of omega-3 fatty acids (FA) and also their important regulatory effects on lipid metabolism.
In this article we summarize the results of observational studies, which in a large number
of patients have reached results that clearly indicate a protective and preventive effect of omega-
3 FA on the development of neurocognitive and cardio - cerebrovascular diseases. We confront
these results with realized clinical studies, based on which we specify the position
of supplementation with these important bioactive substances in the therapy of various diseases.
We also look at the possibilities of further research and suggest which aspects could
be the focus of professional studies in the future.

Keywords
omega-3 fatty acids, cardiovascular disease, myocardial infarction, stroke

Uvod

Kardiovaskularne ochorenia patria medzi najCastejSie sa vyskytujuce chronické ochorenia
Vv starobe. Doélezitu ulohu v ochrane organizmu pred rozvojom tychto ochoreni hraji aj omega-
3 mastné kyseliny (MK). Obzvlast’ zaujimavou metabolickou drdhou je premena EPA (kyselina
eikozapentaénova) a DHA (kyselina dokozahexaénova) pomocou enzymu cyklooxygenazy.
Metabolickou kaskddou vznikaji ztychto kyselin latky nazyvané Specializované
proresolvinové mediatory (specialized proresolving mediators), kam patria resolviny, maresiny
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a protektiny (1). Tieto metabolity maji antiinflamacné ucinky, zabranuji prechodu akutneho
zéapalu do chronickej fazy, zvysuju klirens imunitnych buniek zo zépalového loziska, inhibuji
aktivaciu NF—«B a posobia protektivne na kardiomyocyty a steny ciev, ¢im znizuji riziko rozvoja
patologickych zmien spoluzodpovednych za vznik srdcovych a cievnych ochoreni (1, 2).

Omega-3 mastné kyseliny a infarkt myokardu

Veducou pric¢inou rozvoja kardiovaskularnych komplikécii je aterosklerdza, ktora moze viest’
k vzniku ischemickej choroby srdca. T4 moze byt komplikovana akttnym infarktom myokardu
az srdcovym zlyhavanim. Vel'mi doleziti tlohu zohravaji omega-3 MK Vv redukcii hladin
TAG, ktoré maja pri vysokych hodnotach proaterogénny efekt (3). Taktiez zvySuji hladiny
HDL—cholesterolu, ktoré pdsobia antiaterogénne, ¢o dokazala najmi $tadia EVOLVE (4).
Z vysledkov tejto stadie tiez vyplyva, Zze omnoho signifikantnejSie zvysuju hladiny LDL—
cholesterolu, ¢o mdze pdsobit’ naopak proaterogénne. AvSak dostatoény prisun omega-3
mastnych kyselin nema protektivny efekt na kardiovaskularnu morbiditu a mortalitu iba vd’aka
uprave sérovych lipidov, ale aj prostrednictvom aditivneho pdsobenia na kardiovaskularny
systém (2, 3).

Dolezité zistenia o vyzname omega-3 mastnych kyselin priniesla metaanalyza (5), ktora
hodnotila benefit konzumécie rybieho mésa v porovnani s rizikom otradv tazkymi kovmi, ktoré
sa mOzu potencialne akumulovat’ v morskych Zivocichoch. Autori konstatuji, Ze konzumacia 2
porcii ryb tyzdenne viedla k redukcii celkovej mortality o 17% a k redukcii mortality na akatne
korondrne syndromy o 36%. Japonska prospektivna stidia (6) skiimala na velkom pocte
jedincov vplyv dostato¢ného prijmu omega-3 MK v podobe ryb na kardiovaskuldrnu mortalitu.
Japonsko je krajina s jednou z najvyssich ogakavanych diZok Zivota a je tiez zname vysokou
mierou konzuméacie morskych plodov a ryb. Autori prisli k zaveru, ze Stvrtina participantov
S najvyssim prijmom omega-3 MK s dlhym a vel'mi dlhym retazcom mala o 20% niZSie riziko
umrtia na kardiovaskularne ochorenie.

Este sl'ubnejsie vysledky priniesla studia (7), ktora sledovala multietnickil populaciu v USA
a hodnotila mnozstvo a zastipenie omega-3 a omega-6 MK v plazme a pomocou dotaznika
zistovala tyZdenny prijem potravin s roznym obsahom tychto latok. Prvym zistenim bolo,
Ze Stvrtina pacientov s najvyssim prijmom mala aj najvyssi obsah plazmatickych omega-3 MK.
Stadia rozdelila pacientov na §tvrtiny podl'a mnoZstva a zastipenia jednotlivych omega-3 MK
astvrtina ludi snajvy$$imi hladinami EPA vplazme mala 051% nizsie riziko
kardiovaskularnej mortality na koronarne syndromy oproti Stvrtine s najniz§imi hladinami
a Stvrtina s najvyssimi hladinami DHA mala aZ o 61% niZSie riziko oproti Stvrtine s najniz§imi
hladinami.

Metaanalyza viacerych randomizovanych §tudii (8) poukdzala na fakt, Ze suplementécia rybim
olejom viedla k redukcii kardialnej mortality o 9%, hoci sa nepreukazal priaznivy vplyv
suplementacie na riziko vzniku infarktu myokardu, ani néhlej cievnej mozgovej prihody. Dalsia
metaanalyza (9) nepreukazala dokonca ziadny benefit suplementacie omega-3 MK. Na druhej
strane klinicka §tadia DART (10) randomizovala pacientov po prekonanom infarkte myokardu
na 2 skupiny: skupinu s, mediterannou” diétou bohatou na zeleninu a morské plody
ana skupinu stzv. ,zapadnou“ diétou bohatou na nasytené tuky a Sacharidy. Skupina
s mediterannou diétou mala az o 73% nizSie riziko kardiovaskularneho timrtia oproti druhe;j
skupine. Prehl'adové ¢lanky (2, 11) sa zaoberajii moznostami, preco boli vysledky uvedenych
metaanalyz a stadii také inkonzistentné. Ako mozné dévody boli identifikované: sibezne
uzivana antihypertenzivna medikacia (najmd ACEi a betablokatory), antiarytmicka liecba
¢i terapia statinmi, popripade r6zne davkovanie suplementov. Ako dolezity krok do buducnosti
by bolo treba uskutocnit’ kvalitne dizajnovant a placebom kontrolovanu stadiu s ddvkou EPA
aDHA asponn 4g denne, aby sa faloSne negativne vysledky nevyskytli v désledku
poddavkovania.
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Omega-3 mastné kyseliny a srdcové zlyhdvanie

Vdaka zvySujucej sa incidencii a prevalencii a taktiez kvoli vyraznému vplyvu na kvalitu
zivota sa téme srdcového zlyhavania venuje mnoho prac. Prinos omega-3 MK bol
dokumentovany viacerymi observacnymi Studiami a starSimi aj novymi klinickymi Stadiami.
Pre pomerne priaznivé vysledky dokonca AHA (American Heart Association) a ESC (European
Society of Cardiology) zahrnuli pravidelny a dostato¢ny privod omega-3 MK do svojich
odportcani pre terapiu chronického srdcového zlyhavania (2).

Velmi jednozna¢né vysledky prindsa prospektivna Studia (12), ktora porovnavala mnozstvo
skonzumovanych rybich porcii vo vztahu k rozvoju srdcového zlyhavania. Ako kontrolnu
skupinu si autori zvolili jedincov s menej ako jednou skonzumovanou porciou za mesiac.
Skupina s 1 — 2 porciami tyzdenne mala o 20% nizsie riziko rozvoja srdcového zlyhavania,
skupina s 3 — 4 porciami tyzdenne o 31% nizsie riziko a skupina s 5 a viac skonzumovanymi
porciami 0 32% nizsie riziko. K vel'mi podobnym vysledkom prisla druha $tadia (13), ktora
porovnavala referen¢nu skupinu (s konzumaciou ryb menej ako 1 krat za mesiac) so skupinami
konzumujicimi rézne upravené rybie pokrmy (varené, dusené a vyprazané). Skupina, ktora
skonzumovala 5 a viac porcii varenych alebo dusenych ryb tyzdenne, mala o 30% nizsie riziko
rozvoja srdcového zlyhavania v porovnani s kontrolnou skupinou. Avsak skupina konzumujuca
vyprazané ryby mala o 48% vysSie riziko vzniku srdcového zlyhdvania oproti referencnej
skupine, ¢o znamend, Ze nie je jedno, v akej forme sa ryby konzumuju a najmé treba dbat’
na sposob Upravy.

Prvou klinickou $tadiou zaoberajucou sa suplementiciou omega-3 MK V suvislosti
s imrtnost'ou na srdcové zlyhdvanie bola GISSI — Heart Failure (14). Boli do nej zahrnuti
pacienti s chronickym srdcovym zlyhavanim, pri¢om asi 40% z nich prekonalo v minulosti
infarkt myokardu. U pacientov suplementovanych 1g denne rybicho oleja doslo k poklesu
mortality 09% ak poklesu frekvencii hospitalizacii tiez o 9%. Nevyhodou tejto Stadie
je nedostatocnd davka suplementacie, pricom tento nedostatok mohol maskovat’ inak vel'mi
priaznivé posobenie suplementéacie na prezivanie. Dalsia §tadia (15) nadvizovala na zistenia
GISSI — Heart Failure, priCom objektivizovala vplyv suplementicie pomocou
echokardiografickych ukazovatel'ov funkcie 'avej komory. Pacienti v skimanej aj v placebovej
skupine dostavali Standardnu terapiu srdcového zlyhavania. Ejekéna frakcia 'avej komory bola
na zacCiatku priemerne 30% a pocas 3 rokov sa kazdy rok sledovala jej hodnota. V prvom roku
stiipla jej hodnota v suplementovanej skupine 0 8,1% a v placebovej iba 0 6,3%, v druhom roku
v suplementovanej skupine 011,1% av placebovej 08,2% avtretom roku o 11,5%
v suplementovanej skupine a0 9,9% Vv placebovej skupine. Vzostup ejekénej frakcie
aj Vv placebovej skupine bol zapri¢ineny priaznivym efektom S$tandardnej farmakologicke;j
liecby srdcového zlyhdvania, priCom ale jasne badat’ trend, Ze suplementacia mala aditivny
efekt na toto zlepSenie.

Omega-3 mastné kyseliny a cievne mozgové prihody

Cievne mozgové prihody (€1 uz ischemické alebo hemoragické) patria medzi vel'mi vyznamné
pri¢iny smrti v populdcii, rovnako tak sa signifikantne podielaji na miere disability,
praceneschopnosti a zhorSenej kvalite Zivota. Pre doposial’ naro¢nu terapiu (v dosledku uzkeho
terapeutického casového okna) mnohi biomedicinski vedci zacali skimat’ moznosti zlepSenej
prevencie, ktoré by zlepsili vysledok a zvysili kvalitu Zivota pacientov po prekonanom ikte (3).
Uz experimentalne Stadie poukazali na priaznivy vplyv EPA a DHA na reparaciu mozgového
tkaniva po ischemickom ikte (16). V tejto praci autori skimali vplyv omega-3 MK na mozgy
mys$i po vyvolanom ikte. Dokazali, Ze EPA a DHA zvySuju hladiny proangiogénneho faktora
angiopoetinu 2 v astrocytoch, ktory je dolezity pre proliferdciu endotelovych buniek
avytvaranie novych ciev vmieste lézie. Studia poniikla dolezity dokaz o moznosti
terapeutického zasahu u pacientov s cievnou mozgovou prihodou.
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V prehl'adovom ¢lanku (2) autori konstatuju, Ze observacné prierezové, ani prospektivne stadie
nepreukazali efektivitu omega-3 MK na vznik, prevenciu, ani na zlepSenie prezivania
po hemoragickej cievnej mozgovej prihode.

Vel'mi dolezita informaciu o vplyve omega-3 MK na kardiovaskularnu mortalitu priniesla
rozsiahla prospektivna $tadia (17). Stidia hodnotila obsah DHA, DPA (kyselina
dokosapentaénova), EPA acelkovych hladin vSetkych omega-3 MK plazmatickych
fosfolipidov a podrl'a ich hladin rozdelila sledované subjekty na 5 skupin. V tejto Studii sa autori
venuju aj celkovej mortalite, celkovej kardiovaskularnej mortalite, mortalite na infarkt
myokardu aj na ischemicku chorobu srdca. Nakol'ko su tieto vysledky konzistentné s nami
uz vyssie citovanou literatirou (6, 7, 12), zameriame sa na to, ¢o tato Studia zistila o umrtiach
na cievne mozgové prihody. Autori nezistili signifikantny rozdiel medzi skupinami vo vyskyte
hemoragickej mozgovej prihody, ale zistili protektivny vplyv na vyskyt ischemickych iktov.
Skupina s najvyssimi plazmatickymi hladinami vsetkych omega-3 MK mala 0 40% nizsie
riziko rozvoja ischemického iktu oproti skupine referencnej (ako referen¢na bola oznacena
patina s najniz§imi plazmatickymi hladinami). Skupina s najvy$$imi hladinami EPA a DHA
mala 0 16%, resp. 0 38% nizsie riziko oproti referen¢nej skupine. Zaujimavy je fakt, ze skupina
S najvyssimi hladinami DPA mala az o 47% nizsie riziko. Na zaver autori konstatuj, ze jedinci
v skupine s najvyssimi celkovymi hladinami omega-3 MK zili v priemere 0 2,22 roku dlhsie
oproti jedincom z referenénej skupiny (17).

Prehl'adovy ¢lanok (3) sumarizuje aj iné doposial’ publikované observaéné Studie. Autori ¢lanku
konstatuji heterogénnost’ vysledkov jednotlivych studii, kedy rozdiely vo vysledkoch dosahuju
rozmedzie od jednozna¢ného protektivneho vplyvu na cievne mozgové prihody,
az po Statisticky nesignifikantny vplyv. Preto sa uskuto¢nilo viacero randomizovanych Stadii
s cielom overit’ doposial’ rozporné data.

Vel'mi jednoznacné vysledky z klinickych $tadii sa vsak nedostavili. V metaanalyze (18) autori
zosumarizovali vysledky 29 randomizovanych klinickych $tadii, ktoré mali odhalit,
¢1 suplementécia pripravkami omega-3 MK ma nejaky pozitivny efekt na velkost' loZiska,
mentalne schopnosti, rekurenciu mozgovej prihody, preZivanie a mobilitu. Metaanalyza vSak
konStatuje, Ze mnohé Stidie mali dizajnové chyby (priliS malo pacientov, nizka davka
suplementu) a prili§ heterogénnu metodiku (nejednoznacny zaciatok podavania, pripadne prili§
neskoré podanie, rozne dlhd suplementécia, kratky €as sledovania, rozne spoésoby podavania,
rozne typy pripravkov). Preto pre relevantné overenie observacnych $tudii treba uskutocnit’
klinicki $tadiu na zistenie optimalnej davky, optimalneho spdsobu (perordlne versus
parenteralne) podania najlepSie v prvych hodinach od vzniku iktu, aby sa maximalizovala Sanca
odhalit’ naozaj prospesné uc¢inky omega-3 MK na l'udsky mozog po cievnej prihode. Na zaklade
vyssie uvedenych observa¢nych studii vS§ak mozno konstatovat’, ze dostatocny privod omega-3
MK méze vykazovat' preventivny potencial na vznik cievnej mozgovej prihody a inych
kardiovaskularnych prihod, ¢im mdze velmi velkym podielom prispiet’ k udrZzaniu zdravia
a kvality zivota v starobe.

Zaver

Randomizované klinické Studie dokézali jednoznaény benefit suplementacie omega-3 MK
pri ovplyvneni hladin triacylglycerolov, ¢im sa suplementiacia omega-3 MK dostala
do Standardnych terapeutickych odpora¢ani AHA (American Heart Association) a ESC
(European Society of Cardiology) ako liek prvej linie. Stadie vSak nepriniesli konzistentné
vysledky ohl'adom suplementicie v akttnej faze ischemickej ani hemoragickej cievnej
mozgovej prihody, avSak metaanalyza dospela k zaveru, Ze pri¢inou mohla byt priliSna
heterogenita vo velkosti skimanych skupin a v dizajne, apreto by na potvrdenie alebo
vyvratenie tychto hypotéz bolo treba uskuto¢nit’ jednu dobre dizajnovanu a dostato¢ne velku
stadiu. Naopak, u pacientov s chronickym srdcovym zlyhavanim suplementacia viedla
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k signifikantnému predizeniu Zivota a §tidia OMEGA — REMODEL popisala redukciu
patologickej remodelacie l'avej komory po prekonanom infarkte myokardu. Prave vd’aka
zisteniam o prinose bioaktivnych latok sa zvySuje zadujem o ich vplyv na podporu zdravia,
prevenciu a priaznivé ovplyvnenie rozvoja ochoreni v starobe. Klinické $tadie buda skumat’
dalsie nové aspekty a stavy, pri ktorych sa budu dat’ bioaktivne latky vyuzit' a rozsiri
sa poznanie o ich ulohach v organizme.
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Suhrn

Ischémia myokardu sposobuje z dlhodobého hl'adiska zhorSenie srdcovych funkcii a Struktiry
veduce k srdcovému zlyhaniu. Reperfuzia ischemického srdca, ak nie je zahdjena spravne
a vcas, vedie k zhorSeniu poskodenia myokardu, rozvoju infarktu myokardu a k srdcovému
zlyhaniu. Mechanizmy srdcového zlyhdvania zahtiaju r6zne bunkové drahy veduce k smrti
kardiomyocytov. Okrem uz znamych mechanizmov bunkovej smrti (apoptdza, nekrdza)
existuji nové dokazy o ucasti d’al§ich foriem, ako je nekroptdza, pyroptodza, feroptéza. Toto
minireview sa zaobera niektorymi z tychto foriem a ich tlohou v mechanizmoch bunkovej smrti
a pri kardioprotekcii.

KPacové slova
kardioprotekcia, srdcové zlyhavanie, infarkt myokardu, bunkové drahy

Summary

Myocardial ischemia causes deterioration of heart function and structure leading to the heart
failure in the long term. Reperfusion of the ischemic heart, if not initiated properly and in time,
leads to aggravation of myocardial injury and development of myocardial infarction and heart
failure. Mechanisms of heart failure involve different cellular pathways resulting in the death
of cardiomyocytes. In addition to already known mechanisms of cell death
(apoptosis, necrosis), there is an emerging evidence of participation of other forms,
such as necroptosis, pyroptosis, ferroptosis. This minireview is dealing with some of these
forms and their role in the mechanisms of cell death and in cardioprotection.

Keywords
cardioprotection, heart failure, myocardial infarction, cellular pathways

Introduction

Ischemia is defined as a disproportion between oxygen and substrate delivery in a certain organ
(myocardium) and an amount required to perform its normal function (1). Reduction of blood
flow through the coronary vessels belongs to the most common reasons of ischemia. Since
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coronary arteries are from the functional point of view non-anastomotic arteries (2), any reason
of flow reduction may potentially lead to myocardial ischemia. If not treated, ischemia will lead
to gradual development of myocardial dysfunction, malignant arrhythmias and most severe
injury - acute myocardial infarction (AMI). Early restoration of blood flow in the ischemic
myocardium is a prerequisite for its salvage. However, revascularization may paradoxically
induce ischemia - reperfusion injury and accelerate cardiomyocyte death in terms of greater
myocardial infarction and post - AMI myocardial dysfunction later progressing into heart
failure (3).

As shown in Figure 1 there is a complex of multifactorial pathological processes of cell death
involved in the ischemia - reperfusion injury (4-6).

Nekroza Nekroptoza Pyroptéza

Ischemicko/reperfizne poikodenie

Apoptoza Autofagia

Fig. 1. Various forms of cell death in the ischemic reperfusion injury; adapted from (7)

Besides well-known forms of cell death (apoptosis, necrosis, autophagy), other forms
(necroptosis, pyroptosis, ferroptosis) have been recently proposed to participate
in the pathophysiological mechanisms of AMI and post-AMI developing heart failure (8).
Apoptosis serves to adapt the tissue to altered load, to eliminate excess cells and, in particular,
to remove harmful cells such as tumor cells and virus-infected cells (9). Apoptosis is activated
only in cells that are genetically predisposed to extinction. Uncontrolled cell death causes
unexpected cell destruction. Although each cell has homeostatic mechanisms, environmental
fluctuations can activate necrosis (10). For many years, apoptosis was considered the only
regulated cell death. Necrosis was a process of unregulated cell death. The discovery of specific
chemical inhibitors of necrosis has redefined this process, which is molecularly controlled (11).
During apoptosis, cytochrome c is released from mitochondria. This leads to a series
of biochemical reactions, resulting in caspase activation and subsequent cell death (12).
During necrosis, mitochondria swell in the cell, the pH of the cytoplasm decreases, chromatin
is lost (karyolysis) and cell lysis occurs by rupture of the cell membrane. The concentration
of insoluble Ca 2+ -containing phospholipid complexes increase, leading to calcium overload
of the cell by Ca 2+ channels IP3 and intranuclear ryanodine receptors, which triggers
phospholipase and endonuclease enzymes. In addition to inhibiting oxidative phosphorylation,
Ca 2+ -induced calpain proteases are activated. This leads to degradation of the cytoskeleton
proteins. Necrotic cells are later removed by phagocytes. After the release of the contents
of damaged cells into the intercellular space, strong inflammation occurs with a complete loss
of energy balance, in contrast to apoptosis (6,13).

The process of autophagy involves the sequential formation of three unique membrane
structures, namely the phagophore, autophagosome, and autolysosome. Over 40 autophagy-
related genes/proteins (ATGS) play key roles in autophagic membrane dynamics and processes (14).
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As a dynamic recycling system, the bulk and nonselective autophagy process is generally
considered as a pro-survival mechanism in response to multiple types of cellular stresses.
Nevertheless, autophagy can selectively degrade pro-survival proteins related to other types
of regulated cell death, thereby tipping the balance from life to death (15).

Reactive oxygen species (ROS) and Ca?* overload

Under physiological conditions, especially in biochemical processes in mitochondria,
the formation of free radicals as natural intermediates for the reduction between oxygen
and water is natural. Therefore, the cell has mechanisms of protection against oxidative damage
to the free radicals trap, the so-called "scavengers", non-enzymatic substances known
as antioxidants. (9). Oxidative stress as well as increased Ca?* entry into the cell or damage
to the cell by other influences leads to the activation of sphingomyelinase, which cleaves
ceramide from sphingomyelin. Ceramide is important in signal transduction affecting apoptosis
(9). With prolonged oxygen depletion after ischemia and subsequent myocardial reoxygenation,
reactive oxygen species (ROS) are increasingly formed. ROS result in disruption of sarcolemma
integrity as well as in decline of important proteins (16).

After ischemia and subsequent reperfusion, ROS are formed in myocardial tissues in the form
of superoxide anions (O>.), hydroxyl radicals (OH.), as well as hydrogen peroxide (H20.),
in addition to a significant increase in adhesive molecules, which induce leukocytes, further
deepening cell damage. Ca?* overload occurs in cardiomyocytes, resulting in a decreased
myofilament response to Ca* (9, 17). When the blood supply to an organ is reduced, the cells

in the affected region switch to anaerobic glycolysis to generate ATP. This leads to lactate, H*, and
NADH™ accumulation and cytosolic pH decreases. In an attempt to reestablish acid-base balance, the
plasmolemmal NHE is activated and transports H* ions out of the cytosol in exchange for Na*. The

influx of Na* ions in turn activates the plasmolemnal Nat/Ca”* exchanger which exchanges Na* for
Ca?* (18).

Development of cell death mechanisms (necroptosis, pyroptosis, ferroptosis) during ischemia
Necroptosis is a newly discovered pathway of regulated necrosis that requires the proteins
RIPK3 and MLKL and is induced by death receptors, interferons, toll-like receptors,
intracellular RNA and DNA sensors, and probably other mediators. RIPK1 has important
kinase-dependent and scaffolding functions that inhibit or trigger necroptosis and apoptosis (6).
The process of necroptosis has been found to be dependent on the activation of RIP1-RIP3-
MLKL axis, which induces changes leading to the rupture of cell membrane. This pathway
is activated by TNF-a, which has also been implicated in the cardioprotective signaling pathway
of ischemic preconditioning (19). Similarly Zhe-Wei and colleagues have reported that
myocardial ischemia reperfusion injury can trigger two kinds of necroptosis pathways, RIP3-
CaMKII and RIP1-RIP3-MLKL. These necroptosis pathways take part in the initial loss
of myocytes as well as possibly contribute to an increase in oxidative stress and additional
ischemia reperfusion injury from spreading throughout the myocardium, followed
by the inflammatory response. They also report that Necrostatin-1, an inhibitor of RIP1, can
provide a new target to treat myocardial ischemia reperfusion injury. This way the spreading
of ischemia reperfusion injury is prevented, which then leads to a reduction in the infarct size
and preservation of left ventricular function (20).

Adameova and colleagues have reported that the presence of necroptosis has been revealed
in the heart exposed to ischemia, however, it is not clear yet whether it is necroptotic death
of cardiomyocytes or other cardiac cells (fibroblasts and endothelial cells) (19). Zhe-Wei and
colleagues have shown that RIP3 mediates inflammation, ROS generation and adverse
remodeling and that the RIP1 is critically involved in the pathophysiology of myocardial
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infarction. Thus, the necroptosis pathway can be regarded as a therapeutic target
for the improvement of left ventricular recovery and the reduction of myocardial infarct size
after myocardial infarction (20). Number of diseases and disorders associated with ischemic
injury has been found to be positive for necroptosis (21).

Pyroptosis is a form of regulated cell death driven by the activation of inflamma- some,
a cytosolic multiprotein complex responsible for the release of interleukin (IL) 1 family
members (e.g., interleukin-1p [IL1B] and IL18), the formation of ASC (apoptosis-associated
speck-like protein containing a CARD, also called PYCARD or PYRIN and CARD domain-
containing) specks, and the activation of pro-inflammatory caspases (22).

Ferroptosis is a non-apoptotic form of regulated cell death driven by iron accumulation
and lipid peroxidation, which can also involve autophagic processes, depending on the trigger.
Excessive ferroptosis is likely to occur in certain human diseases; especially neurodegenerative
and iron overload disorders, calling for its therapeutic suppression (22, 23, 24). The likelihood
of ferroptosis is determined by the balance between iron accumulation-induced ROS production
and the antioxidant system that avoids lipid peroxidation. Increased iron uptake by transferrin
receptor (TFRC, also known as TFR1) and reduced iron export by ferroportin favor oxidative
damage and ferroptosis. Lipid peroxidation is influenced by several lipids and enzymes.
The morphology of ferroptotic cells is characterized by dysmorphic small mitochondria with
decreased crista, ruptured outer membranes that might be under control of the pro-apoptotic
BCL2 family members. Mechanistically, these dying cells do not display any hallmarks
of apoptosis or necroptosis (22).

The fact that ferroptosis is a significant form of cell death in cardiomyocytes has been reported
by Kobayashi and colleagues. Moreover, myocardial hemorrhage, a major event
in the pathogenesis of heart failure, could trigger the release of free iron into cardiac muscle
and is an independent predictor of adverse left ventricular remodeling after myocardial
infarction (23). This is also supported by the evidence showing that ferroptosis can accompany
necroptosis and pyroptosis in the heart (24).

Conclusions

Although necroptosis plays an important role in the loss of cardiomyocytes subjected to various
forms of ischemic insults, it is crucial to find factors that are responsible for mechanisms leading
to necroptosis in various pathological settings. Also, more research is needed to better
understand the relationship between cardiac remodeling and necroptosis in order to find a target
gene that can delay the process of cardiac remodelling as well as to explore further what exact
role play pyroptosis and ferroptosis in myocardial ischemia.
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KARCINOM OBLICKY A JEHO CHIRURGICKA
TERAPIA - MINIREVIEW

(Kidney carcinoma and its surgical therapy - minireview)
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Suhrn

Oblickovy karcindm tvori asi 4% zo vSetkych zhubnych nadorov a zaroven je tretim
najCastejSim malignym ochorenim v uroldgii. NajCastejSie byva diagnostikovany medzi
40.- 60. rokom zivota ajeho incidencia stale stipa. Pouzivanie zobrazovacich metdd ako
pocitacova tomografia a sonografia zlepSili moznost” detekcie asymptomatického tumoru
oblicky. Na =zaklade rozSirenia diagnostickych metdd a zavedenia novych technologii
do operacnej lieCby sa za posledné roky zmenila paradigma v operacnej liecbe tohto ochorenia.

KPucové slova
karcindm oblicky, chirurgicka liecba, diagnostika

Summary

Kidney cancer accounts for about 4% of all malignancies and is also the third most common
malignant disease in urology. It is most often diagnosed between 40 and 60 years of age
and its incidence is still rising. The use of imaging methods such as computed tomography
and sonography have improved the ability to detect an asymptomatic kidney tumor. Due to the
expansion of diagnostic methods and the introduction of new technologies in surgical treatment,
the paradigm in surgical treatment of this disease has changed in recent years.

Keywords
kidney carcinoma, surgical treatment, diagnostics

Uvod

Karcinom oblicky (RCC- renal cell carcinoma) je v sucCasnosti desiaty najcastejSie
diagnostikovany nador u zien a Siesty u muzov. Incidencia naddoru stale narasta, ¢o sposobuje
najmd diagnostika tzv. incidentalnych nadorov, ktoré su zistené u pacientov pri vySetreni inom
ako oblickovom (1). PrudSi narast ochorenia sa pozoruje u zien a taktiez u ¢ernochov (2,3).
Vysoké hodnoty incidencie sa viackrat zaznamenali v oblasti strednej Europy ale aj v Severne;j
Amerike a Australii. Naopak hodnoty s nizkou incidenciou s pozorované najmi v Azii
a Afrike (4). Karcindbm oblicky moze byt klinicky manifestovany hematuriou, bolestou,
chudnutim alebo aj palpovatelnou masou. U pacientov modze byt pritomnd anémia, teplota,
kachexia, hyperkalciémia a iné (5). Klasifikacny systém oznacovany ako TNM je odporacany
vo vedeckej ale aj klinickej praxi. V dnesnej dobe st Casto pouzivané na opis naddoru oblicky
aj anatomické klasifikacné systémy. Tieto systémy opisuju velkost’ nadoru, jeho rast
ale aj vzt'ah nadoru k panvickovo - kalichovému systému a cievnemu zdsobeniu oblicky.
Najviac vyuzivany je systém PADUA alebo aj ABC skorovaci systém.
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Oba tieto systémy sa pouzivaji pri rozhodovani o type operacného vykonu — nefrektomia
radikalna vs. nefrektomia parcidlna (6,7). Tabul’ka 1 uvéadza poslednu klasifikaciu z roku
2017(8) a tabul’ka 2 klinicky klasifika¢ny systém (8).

T Stadium
X primarny nador nie je mozné hodnotit’
T0 primarny nador nie je dokazany
Tl tumor < 7 cm v najvid¢Som rozmere, obmedzeny na oblicku
Tla tumor < 4 cm v najva¢Som rozmere, obmedzeny na oblicku
T1b tumor > 4 cm ale men$i ako 7 cm v najvd¢Som rozmere
T2 nador > 7 cm v najva¢Som rozmere, limitovany na oblicku
T2a nador > 7 cm v najva¢Som rozmere ale mensi ako 10 cm v najvicSom rozmere
T2b nador > 10 cm limitovany na oblicku
T3 tumor $iriaci sa do perinefritického tuku alebo do velkych vén
T3a tumor sa §iri do oblickovych ciev a ich vetiev
T3b tumor sa §iri do vena cava pod branicou
T3c tumor sa §iri do vena cava nad diafragmou alebo invaduje stenu dolnej dutej zily
T4 tumor sa $iri za Gerotovu fasciu (alebo do ipsilateralnej nadoblicky)
N Stadium
NX regiondlne lymfatické uzliny nemozno hodnotit’
NO bez pritomnosti metastaz v regionalnych lymfatickych uzlinach
N1 pritomnost’ metastdz v regiondlnych lymfatickych uzlinach
M S$tadium
MO bez pritomnych vzdialenych metastaz
M1 potvrdenie vzdialenych metastaz

Tab. 1 Systém Kklasifikacie TNM pre stanovenie $tadia nadoru obli¢ky

ggd‘ll‘;l;e Stadium T Stadium 11 Stadium 111 Stadium TV

T kategoria | T1 T2 E T2, T3 Eékol’vek T
N kategoéria NO NO m(l) ‘:ﬁigg:ﬁ E
M kategoria MO MO mg zli;ll;ékol’vek M

Tab. 2 Systém klasifikacie pre karciném obli¢ky — klinicky

Rizikové faktory

Vysoky krvny tlak, obezita ale aj fajcenie sa radia medzi faktory, ktoré zvysuju riziko vzniku
a vyvoja karcinomu obli¢ky. Faj€enie zvySuje riziko RCC odhadom o priblizne 54 % u muzov
a 022 % u zien. Pri oboch pohlaviach plati priama korelacia medzi dennym poctom cigariet,
dobou trvania faj¢enia a incidenciou nadoru obli¢ky. Zvysenie rizika RCC bolo zaznamenané
najmé pri vzostupe telesnej hmotnosti a to 0 5 kg/m?. Pacienti s renalnou insuficienciou, ktori
st v termindlnom S$taddiu maju Stvorndsobne vysSie riziko vzniku karcindmu obliciek.
Medzi najvyznamnejSie faktory primarnej prevencie RCC sa zarad’uje eliminécia fajCenia,
redukcia BMI ale aj kontrola hypertenzie. Pozitivna rodinna anamnéza sa vyskytuje priblizne
u 5 az 10% pacientov s RCC. Ti, u ktorych vzniklo podozrenie na RCC s dedi¢nym zakladom
by mali absolvovat’ aj vySetrenie genetického charakteru (9-15).
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Diagnostika

Velmi velké mnozstvo tumoru obli¢iek je zistené na zaklade neinvazivnych zobrazovacich
postupov, medzi ktoré patri pocitacova tomografia — CT alebo ultrasonografia — USG.
Makroskopicka hematuria, bolesti v boku a hmatatel'na rezistencia patria medzi nalezy, ktoré
sa Vv sucasnosti mozu povazovat’ za vel'mi vzacne. Urcita skupina symptomatickych pacientov
sa moze prejavit’ priznakmi sposobenymi metastatickym ochorenim, ako je napr. dlhotrvajuci
kaSel' alebo bolest’ kosti. U pacientov, pri ktorych je pozorovany primarny RCC treba
predoperacne zhodnotit’, ¢i je vhodné urobit’ CT vysSetrenie, na zaklade ktorého sa stanovi
staging na pripadne pldnovant nefron Setriacu chirurgiu (14,15). Pacienti s RCC a zaroven
s podozrenim na postihnutie nadoru renalnej vény a/alebo dolnej dutej Zily by mali absolvovat’
magneticku rezonanciu (MRI). Ak su asymptomaticki pacienti s tumorom obli¢ky vac¢Sim
ako 3 cm odporuca sa vykonat' aj CT hrudnika. U pacientov s podozrenim na mozgové
metastazy byva indikované kontrastné MRI hlavy (9-12). Pri podozreni na tumor bez metastaz
sa povazuje tkanivova biopsia za kontraindikovani. Hrozba §irenia nadoru pri odbere rendlneho
tkaniva nebola potvrdend a je vel'mi zanedbatel'na.

Biopsia obli¢ky sa vykonava najma:
1) u pacientov, pri ktorych sa pozoruje oblickova masa ,,neistej povahy*
pretoze je schopna ovplyvnit’ spdsob a vyber liecby
2) U pacientov pred abla¢nou terapiou
3) upacientov s metastatickym RCC pred systémovou terapiou alebo cytoredukénou
nefrektomiou
4) U o0sob, ktoré su aktivne sledované pre RCC

Délezité je odobrat’ minimalne dve vzorky tkaniva pod CT kontrolou alebo USG kontrolou
(14).

Chirurgicka liecba

Do konca 20. storocia bola Standardom chirurgickej lie€by otvorena radikalna nefrektomia
(ORN) (16). Principom radikalnej nefrektomie je transabdominalny pristup k oblicke,
umoziujuci identifikdciu a primarny podvédz ciev oblicky pred samotnou manipulaciou
s oblickou. Tymto sa predide disemindcii nadorovych buniek do systémove;j cirkulacie. Oblicka
je odstranena aj s tukovou kapsulou ohrani¢enou Gerotovou fasciou, spolu s nadoblickou
aregionalnymi paraaortdlnymi, parakavalnymi a inter-aorto-kavalnymi lymfatickymi
uzlinami. Postup opisany vyssie je odlisSny od jednoduchej nefrektomie, pretoze pri nej sa
postihnutd oblicka odstrafiuje bez perirendlneho tukového tkaniva a nadoblicka ostava
zachovana. Sucastou radikalnej nefrektomie je adrenalektomia, ktora je indikovana v pripade
ak pomocou zobrazovacich metod sa dokaze metastatické postihnutie nadobli¢ky. TaktieZ moze
byt indikovana v pripade, ak nddor oblicky postihuje horny pdl pripadne velku cCast’ celej
oblicky (17,18,19).

Radikalna nefrektomia sa povazuje za Standardni metddu liecby pri karcindme oblicky.
Konkrétny pristup aj technika operacie zavisi od:

A) lokalizacie a velkosti tumoru

B) metastatického postihnutia brusnych organov

Jednou z nevyhod transabdominalneho pristupu je dlhsie obdobie pooperac¢nej paralyzy Criev.
Pri postihnuti tumoru hornej ¢asti oblicky méZzeme pouZit’ thorakoabdomindlny pristup, ktory
je vsak pouzivany iba zriedkavo. Pri menSich nddoroch je vhodny lumbotomicky pristup.
Priblizne u 20% pripadov pacientov sa vyskytuji komplikacie pri radikélnej nefrektomii.
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Prezivanie pacientov po radikalnej nefrektomii pre karcindm oblicky zavisi od patologického
Stadia ochorenia. V nasledujucej tabulke je zobrazend percentualna hodnota prezivania
pacientov 5 rokov po ich liecbe.

5 rokov po liecbe bez postihnutia lymfatickych uzlin a vzdialenych metastaz | 70 - 90 %

Bez postihnutia lymfatickych uzlin a metastdz — nddor mensi ako 4 cm 90 -100 %

5 ro¢né prezitie pacientov s nadorom vacsim ako 7 cm 70-80 %

Tab. 3 Percentualna hodnota prezivania pacientov 5 rokov po lieébe EUA Guidelines

Chirurgicka operacia, pri ktorej sa odstranuje iba tumor oblicky s ponechanim zvysku zdravého
parenchymu sa nazyva parcidlna nefrektomia. Ttto operaciu mozno pomenovat aj ako nefron
Setriacu operaciu (NSS — nephron sparing surgery). Na zdklade néarocnosti operacie
ale aj vysokej morbidity bola PNF kedysi vykonavana iba pri imperativnych indikéciach ako
napriklad bilaterdlne nédory alebo chronické oblickové ochorenia. Na zaklade rozvoja
diagnostickych metod (MR a CT) ale aj zlepSenia operac¢nej techniky su indikacie pre PNF
Vv sti¢asnej dobe roz$irené na nadory Stadia T1 a T2. Vel'a §tudii porovnava vysledky parcialnej
a radikalnej nefrektomie. Pri vysledkoch, ktoré st onkologicky porovnatelné vykazuja pacienti
po PNF zlepsenie celkového prezivania (20,21).

Pri parcialnej nefrektomii je zvycajne odstraneny nador s lemom zdravého parenchymu
a je nutné docasne prerusit’ prietok krvi obli¢kou nato, aby sa zachovala dobra vizualizacia
v opera¢nom poli. Je vyhodou pre posudenie kompletného postidenia nddoru ale aj posudenie
cievnych Struktar. Operéaciu je mozné vykonat bez okluzie ciev obli¢ky v teplej respektive
studenej ischémii. V pripade malych nadorov lokalizovanych v oblasti kory oblicky
je indikovana parcidlna nefrektomia bez ischémie. V takychto pripadoch je mozné odstranit’
nador bezpetne a rekonfigurovat’” povrch oblicky. Tepld ischémia by nemala presiahnut
20 - 25 minut (22). V takomto pripade nedojde k nezvratnému poskodeniu parenchymu oblicky.
Viacsinou staci uzatvorit” hlavnu tepnu a Zilu nechat’ volntl. Ak by resekcia nadoru trvala dlhsie
ako 35 minut je nutné prerusit’ prietok krvi uplne a oblicku ochladit. Zavedenim roboticky
asistovanej chirurgie, ale aj rozvojom laparoskopickej techniky do urologie dochadza
k zavedeniu tychto technologii do opera¢nej lieCby nadorov oblicky prave pri parcialnej
nefrektomii. Stidie porovnavania medzi robotickou, laparoskopickou a otvorenou PNF
poukazuji na vyhody prave robotickej chirurgie, na zaklade znizenia celkovych komplikacii
ale aj morbidity. ZniZeny je aj Cas hospitalizacie a spotreba krvnych transfizii (23,24).

Zaver

Velkost’ nddoru, Stddium ochorenia ale aj skiisenost’ operatéra sa radi medzi zékladné faktory,
ktoré ovplyviiuju vyber optimalnej lie¢ebnej metédy. Standardny otvoreny operaény pristup
je postupne nahradeny roboticky asistovanou parcialnou nefrektomiou a otvoreny chirurgicky
pristup je stale vyhradeny pre lokalne pokrocilé ochorenie ako je invazia do lymfatickych uzlin
alebo zilového systému. V sucasnej dobe sa skimaji nové prognostické a prediktivne markery,

ktoré v budicnosti mézu byt pomocné pri rozhodovani sa v rdmci manazmentu pacientov
s RCC.
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Sthrn

Melaném je jednou z najnebezpecnejSich foriem rakoviny koze a na véac¢Sinu terapeutickych
pristupov nereaguje. Statiny, najmi pravastatin a lovastatin, vykazovali zvySeny cytotoxicky
uc¢inok na bunky kultivované v in vitro podmienkach v kultivatnom médiu s pH = 6,7. My sme
sa rozhodli sledovat’ cytotoxicky uc¢inok atorvastatinu, d’alSieho lie¢iva zo skupiny statinov.
Bunkovu liniu I'udského melanému sme kultivovali v pritomnosti atorvastatinu v mierne
kyslom prostredi, ktoré odpoveda mikroprostrediu mnohych nadorov. Testy cytotoxicity
preukazali vyznamne vyssi cytotoxicky G€inok atorvastatinu, najmi v nizsich koncentraciach,
v mierne kyslom prostredi v porovnani s fyziologicky normalnym. Nasa Studia dalej
naznacuje, ze lieky s vy$Sou ucinnost'ou v mierne kyslom pH mdzu byt nie len ucinnejsie pri
znizovani proliferacie buniek melanomu, ale aj mene;j toxickée pre okolité tkaniva.

KPucové slova
melanom, statiny, mierne kyslé pH, atorvastatin, cytotoxicita

Summary

Melanoma is one of the most dangerous forms of skin cancer and contradicts most
of the therapeutic approaches. Statins, in particular pravastatin and lovastatin, have shown
an increased cytotoxic effect on cells in in vitro conditions when cultured in medium with
pH=6,7. We decided to study the cytotoxic effect of atorvastatin, another drug from the group
of statins. Human melanoma cell line was cultured in a mildly acidic medium, which responds
to the microenvironment of many tumours, with arange of concentrations of atorvastatin.
Cytotoxicity assays demonstrated significantly higher cytotoxic effect of atorvastatin,
especially in the lower concentrations, in acidic condition, when compared to physiologically
normal. Furthermore, our study implicates, that drugs with higher effectiveness in acidic pH
could be less harmless to the surrounding tissues and more effective in reducing proliferation
of melanoma cells.

Keywords
melanoma, statins, mildly acidic pH, atorvastatin, cytotoxicity

Uvod

Rakovina koze je jednym z najbeznejSie sa vyskytujucich neoplastickych ochoreni. Melanom
tvori iba 1 % z celkového poctu rakovin koZe, no napriek tomu je zodpovedny za vacSinu umrti.
Najvyznamnej$im rizikovym faktorom je vystavenie pokozky UV Ziareniu najma pri opal'ovani
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za sucasného zanedbania ochrany pokozky. American Cancer Society odhaduje, ze v roku 2020
bude diagnostikovanych v USA vyse 100000 novych pripadov melanomu a 6850 I'udi v roku
2020 tomuto ochoreniu podlahne. NajvaznejSie ochorenie z tejto skupiny predstavuje
metastaticky melanom. Priemernd doba prezitia pacientov s diagnostikovanym metastatickym
melanémom je 8,5 mesiaca, v zavislosti od miesta vyskytu metastaz. (1,2) Standardne
sa metastaticky melanom lie¢i alkylatnym c¢inidlom dakarbazin, ktory je od roku 1975
az do dnes jedinym schvalenym liekom organizaciou Food and Drug Administration. (3)
Dakarbazin je metyla¢né ¢inidlo, ktoré sposobuje zlomy v DNA, zastavenie bunkového cyklu
a navodenie apoptdzy. Napriek tymto faktom, iba 2 % pacientov podstupujucich liecbu
preukazuju signifikantné zmeny. (4) Nizka ucinnost’ dostupnych chemoterapeutik vyzaduje
nové postupy pri liebe a prevencii melanomu.

Statiny su inhibitory 3-hydroxy-3-metylglutaryl-koenzym A (HMG-CoA) reduktazy, ktora
zabezpecuje premenu HMG-CoA na mevalonat, prekurzor biosyntetickej drahy izoprenoidov.
St ucinné pri znizovani koncentracie LDL castic, a preto sa Siroko pouZzivaju nie len na lieCbu
hypercholesterolémie, ale aj k primarnej prevencii u Tudi s vysokym rizikom
kardiovaskularnych chordb, a taktiez k sekundarnej prevencii u l'udi s uz vyvinutym
kardiovaskularnym ochorenim. (5-7)

Statiny inhibuji de novo syntézu cholesterolu a zvySuji katabolizmus LDL castic. Inhibicia
tohto procesu taktiez vedie k deplécii niekolkych d’alSich doélezitych medziproduktov
mevalonatovej drdhy zodpovednych za prenyldciu proteinov, konkrétne farnezylpyrofosfatu
(FPP) a geranylgeranylpyrofosfatu (GPP). FPP a GPP st lipidové pripojenia, ktoré su klI'i¢ové
V procese posttranslacnej Upravy signalnych proteinov rodin GTP-az Ras, Raf aRho.
Izoprenylacia FPP a GGPP je zdkladom aktivécie a intracelularneho transportu uvedenych
proteinov, ktoré slizia ako molekularne ,,vypinace* signalnych dréh, zodpovednych
za bunkovy tvar, diferenciaciu, motilitu a proliferaciu. (8-11)
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Obr. 1 Mechanizmus Gc¢inku statinov (12)
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Inhibicia farnezylacie / geranylgeranyldcie sa preto stala sl'ubnym pristupom k modifikacii
proliferacie nadorovych buniek skimanej v mnohych in vitro aj in vivo §tadiach na réznych
nadorovych bunkovych linidch vratane melanomu, karcinomu pl'ic, kolorektalneho karcinomu
a rakoviny pankreasu. (13-16)

V klinickej stadii preukazali u pacientov uzivajicich chemoterapiu a pravastatin pomalé,
ale signifikantné zmensenie priemeru nadoru jeden rok od zaciatku liecby. (17) Metaanalyza
26 studii, vykonana na viac ako troch miliénoch TI'udi a 170 000 pacientoch s rakovinou
pankreasu, preukdzala preventivny ucinok statinov v stvislosti s rakovinou pankreasu. (18)
Jedna klinicka Stiidia odhalila, ze fluvastatin znizoval proliferaciu a podporoval proapoptoticku
aktivitu u pacientov v prvom §tadiu rakoviny prsnika. (19)

Statiny v predklinickych Stadidch preukazali vyznamné antiproliferativne a proapoptotické
ucinky aj na rézne bunkové linie melanomu. (20-23) Velké metaanalyzy randomizovanych
kontrolovanych klinickych studii v§ak nedokézali najst’ signifikantnua suvislost’ medzi uzivanim
statinov a niz§im vyskytom melanému. (24-26) Popula¢né Studie vSak preukazali, Ze vyskyt
melanému bol o nie¢o Castejsi u pacientov, ktori statiny neuzivali. (27)

Kyslé prostredie hra vyznamnu ulohu pri odumierani buniek v réznych patologickych stavoch,
tak ako aj pri rakovine. Nedostato¢na vaskulatira, prevaha glykolyzy a slaba krvna cirkulacia
zapri¢ifluju kyslejSie hodnoty pH mikroprostredia nadoru, ktoré moézu dosahovat’ hodnotu pH
az Sest. (28) Acidifikaciou cytosolu bunky dochadza k zmene metabolickych ciest,
¢o vysvetluje mnohé zmeny v metabolizme nadorovych buniek v porovnani so zdravymi
bunkami. Na zéklade Studii zameranych na expresiu proteinov v kyslejSom pH bolo v cicavéich
bunkéch identifikovanych mnozstvo génov, ktorych expresia od pH skutocne zavisi. Medzi
tieto gény patria gény pre regulacné proteiny, signdlne proteiny a externé ligandy. Mnoh¢
zo sledovanych proteinov sa podiel’aju na regulécii proliferacie buniek. (29,30)

Nedavno boli identifikované lieky so zvySenou u¢innostou inhibicie proliferacie rakovinovych
buniek HelLa v kyslych podmienkach. Medzi liekmi, ktorych ucinnost’ bola zvySena
acidifikaciou, bol aj statin, konkrétne lovastatin (31). My sme sa rozhodli preskimat’ u¢inky
dalSieho lipofilného statinu, konkrétne atorvastatinu na bunkovej linii 'udského melanému.

Material a metody

Bunkova linia A375 rastla adherentne v médiu DMEM (Sigma-Aldrich) doplnenom 10 %
fetalnym bovinnym sérom (Sigma-Aldrich) v termostate pri 37 °C vo zvlhéenej atmosfére
s5% COz. Bunky linie A375 sme inokulovali do 96-jamkovych kultivaénych platni v
mnozstve 5 x 103 buniek / jamka 24 hodin pred ovplyvnenim. Bunky boli ovplyvnené roztokmi
atorvastatinu v koneénej koncentracii 5 — 50 umol.I" a zniZenie pH sme zabezpegili pridanim
kyseliny mlie¢nej v koneénej koncentracii 12 mmol.I"t. MTT skasku cytotoxicity sme vykonali
po 48 hodinach kultivacie podl'a odportGcani vyrobcu. Absorbanciu sme merali pri 490 nm
pomocou spektrofotometra BioTek EL800 a vysledky sme dokumentovali softvérom BioTek
Gen 5.

Statisticki analyzu udajov sme vykonali pomocou dvojvzorkového T-testu v programe
Microsoft Excel 2020. Za $tatisticky vyznamni sme povazovali hodnotu p < 0,05. Graf
bol zostrojeny pomocou softwéru GraphPad Prism 9.0.0.

Vysledky
Atorvastatin (ICso: 2,214 umol.1") preukézal Statisticky vyznamne zvyseny antiproliferaény
ucinok pri znizenom pH. NajvyraznejSiu zmenu v u€inku atorvastatinu sme zaznamenali

v

koncentraciach atorvastatinu bola zmena menej vyznamna. (Obr. 2) Domnievame sa,
Ze zvySena ucinnost’ je spdsobend zmenou metabolickych drah pri acidifikacii cytosolu buniek.
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Obr. 2 Vplyv atorvastatinu na viabilitu buniek 'udského melanomu v mierne kyslom prostredi
Bunkové linia Pudského melandomu A375, atorvastatin — koneéna koncentracia 2,5 —50 pmol.l?,
kultivatné médium DMEM s / bez kyseliny mlie¢nej (kone¢na koncentracia 12 mmol.I"t). Vysledky
st uvedené ako percento z kontrolnych buniek. Statisticky vyznamna hodnota p<0,05 je oznadena*.

Diskusia

Metastaticky melandom je agresivne ochorenie, ktoré je v mnohych pripadoch identifikované
v neskorych Stadiach a neodpovedd na vécSinu terapeutickych pristupov. Viac ako 80 %
pacientov neprejavuje ziadne zmeny pri Standardnej liecbe. (32) Potreba novych lie€ebnych
postupov je teda priam nevyhnutna.

Statiny preukézali v predklinickych a klinickych $tadiach ich vyhodné vlastnosti z hl'adiska
regulacie proliferdcie nadorovych buniek, ktord je sprostredkovand inhibiciou produktov
mevalonatovej drahy, zodpovednych za prenylaciu proteinov. (13-16) Napriek velkému
mnozstvu vyhod uZivania statinov, vedlajSie uUcCinky lie¢by st v mnohych pripadoch
neprijemné, hlavne pre rizikové skupiny, preto povazujeme za dolezité zmensit' koncentracie
dennej davky a zaroven zvysSit' ich ucinnost. (33) Fukamachi s kolektivom poukazali
na zvyseny anti-proliferacného efektu lovastatinu, simvastatinu a pravastatinu pri pH = 6,8.
Collison s kolektivom dokazali, Ze atorvastatin inhibuje RhoC a RhoA izoprenylaciu, nakol’ko
biologické funkcia tychto GTP4az je zaloZend na ich posttranslacnej geranylgeranylacii, ktora
atorvastatin inhibuje. (34) Dalsia §tadia preukazala, Ze nadmerna expresia RhoC proteinu
dramaticky zvySuje metastaticky potencial melanému in vivo. (35) Nami skumany atorvastatin
ma vyhodnejSie vlastnosti oproti pravastatinu a lovastatinu, ktoré boli skimané v Stadii
Fukamachiho a kolektivu. (31,36,37) Nasa Stidia preukazala Statisticky vyznamny rozdiel
v proliferacii  bunkovej linie melanomu ucinkom atorvastatinu pri fyziologickom
a mierne kyslom pH vin vitro podmienkach. Tento jav je pravdepodobne sposobeny
fyziologickymi zmenami metabolizmu pri acidifikacii, nakolko Fukamachi a kolektiv
zaznamenali nizSie koncentracie lipofilného statinu v cytosole buniek v kultivanom médiu
s pH=6,7. Na zaklade dat ich Studie je pravdepodobné, Ze funkcia prenylovanych proteinov
je zavisla od hodnoty pH. (36) Nasa stadia implikuje, Ze mierne kyslé pH kultivaéného média,
ktorého hodnota je blizka tej v oblasti nddorov, potenciuje ti¢innost’ atorvastatinu. Takéto lieky
modzu mat’ v danej koncentracii mensi vplyv na zdravé tkaniva, ktorych pH je mierne zésadité.
Klinické pouzitie statinov ako chemoadjuvantov je vSak stile obmedzené, nakol'ko presné
molekularne mechanizmy dodnes nie st zndme. Skrining d’alSich liekov, ktorych ucinok
je zavisly od pH mikroprostredia, preto povazujeme za dolezity krok pre zvySenie u€innosti
liecby pacientov s rakovinou.
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Suhrn

Vzhladom na stupajuci trend rezistencie buniek voc¢i povodne ucinnym Struktiram
je nevyhnutné venovat sa hl'adaniu novych latok, ktoré by mohli predstavovat’ i€¢inny nastroj
v boji proti nadorovym a infekénym ochoreniam. V sicasnosti sa do popredia dostavaju rozne
trendy hladania ucinnych alternativnych prostriedkov, no ich spektrum je limitované
¢i uz rychlym nérastom rezistencie buniek, pripadne vysokou hladinou toxicity voci zdravym
bunkdm. Tato praca sa zaobera aktualnou problematikou hl'adania novych aktivnych zlucenin
s protinadorovymi Uc¢inkami. Nasim cielom je overit’ ich potencial aj v boji s patogénnymi
mikroorganizmami. Biologicky aktivne sa javia Struktury, ktoré predstavuji sekundéarne
metabolity vlaknitych hub rodu Trichoderma sp. Konkrétne ide o kratke peptidy
neribozomalneho povodu, tzv. peptaiboly.

Krucové slova
peptaibiotika, Trichoderma sp., rakovina

Summary

Given the growing trend of cell resistance to originally active structures, it is necessary to look
for new substances that could be an effective tool in the fight against cancer and infectious
diseases. At present, various trends in the search for effective alternative agents are coming
to the fore, but their spectrum is limited either by a rapid increase in cell resistance or a high
level of toxicity to healthy cells. This manuscript deals with the current issue of finding new
active compounds with antitumor effects. Our goal is to verify their potential also in the fight
against pathogenic microorganisms. Structures that represent secondary metabolites
of filamentous fungi of the genus Trichoderma sp. appear to be biologically active. Specifically,
these are short peptides of non-ribosomal origin, so-called peptaibiotics.

Keywords
peptaibiotics, Trichoderma sp., cancer
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Uvod

Od roku 2010 bolo opisanych priblizne pol milidéna prirodnych produktov, z ktorych sa 60 000
az 80 000 odhaduje na mikrobidlny povod. Asi polovica z nich vykazuje isty druh biologickej
aktivity (1). Fungalna riSa, ktora v sucasnosti zahfiia viac ako 98 000 opisanych druhov (2),
prispieva asi 30 000 prirodnymi produktmi, z ktorych je 15 000 - 16 000 bioaktivnych. Z toho
asi 11 250 pochadza z vlaknitych hub (3). Peptidové antibiotikd tvoria zna¢nu Cast’ tychto
metabolitov  vratane terapeuticky dolezitych [-laktdmovych antibiotik (peniciliny,
cefalosporiny), ktoré tvoria viac ako 65% svetového trhu s antibiotikami. Na trhu stale
dominuje neribozomalne biosyntetizovany cyklosporin A (4).

Charakteristika kratkych peptidov

Peptaiboly st triedou metabolitov produkovanych niekol’kymi druhmi hub. Zvycajne
su definované ako kratke peptidy, ktoré obsahuju 4-21 aminokyselinovych zvyskov, st bohaté
na neproteinogénne aminokyseliny vratane kyseliny a-aminoizomaslovej (Aib) a kyseliny
izovalerovej (lva), s C-koncovym alkoholom a obsahuji N- terminalnu acetylovu skupina.
Vyznamnym producentom neribozomalnych peptidov s vysokou variabilitou Struktar
je vlaknita huba Trichoderma sp., ktort mézZeme najst v mnohych ekosystémoch. Niektoré
druhy su saprofyty, t.j. Zivia sa celulozovymi substratmi (Trichoderma reesie), kym iné
st mykoparazity (Trichoderma virens, T. atroviride) dominantne obyvajuce korenovy systém
rastlin, kde parazituji na fytopatogénnych vlaknitych hubach a sucasne podporuji rast rastlin
a stimuluju ich rezistenciu voci fytopatogénom. Preto sa niektoré druhy tychto hub pouzivaju
ako biofungicidy. Predpoklada sa, ze antagonistickej aktivite Trichoderma sp. dopomahaju
aj (neribozomalne peptidy) NRP, z ktorych ¢ast’ tvoria peptaiboly (5).

Miesto syntézy kratkych peptidov

Viacsina peptidov je syntetizovana na ribozémoch, bunkovych organelach zodpovednych
aj za syntézu proteinov, pricom sa vyuziva 22 proteinogénnych aminokyselin. Existuje vSak
aj skupina antimikrobialnych peptidov, ktoré sa oznacuji ako neribozomalne peptidy (NRP),
pretoze su produkované aktivitou syntetaz neribozomalnych peptidov. Na tuto syntézu
sa vyuziva celd Skala neproteinogénnych aminokyselin (6). Vyznamnym producentom
antimikrobialnych peptidov je prave uz spominana Trichoderma sp.

Mechanizmus ucinku

V poslednych rokoch sa vyskum upriamuje na objasnenie mechanizmu ucinku peptaibolov.
Ako modelovy zastupca sa pouziva peptid zo skupiny alameticinov (Ac-Aib-Pro-Aib-Ala-Aib-
Ala-GIn-Aib-Val-Aib-Gly-Leu-Aib-Pro-Val-Aib-Aib-Glu-GIn-Phol). Z hladiska S$truktary
bola popisana helikalna Struktura, a sice a-helix medzi N-koncom a prolinom 14, kym zvysok
retazca je sformovany do 3/10-helixu. (7). Mechanizmus ucinku je penetracia
do cytoplazmatickej membrany cielovych buniek a vytvaranie pérov (8). Vysledkom
schopnosti tvorby porov je, ze vac¢Sina zlucenin v tejto triede vykazuje Specifické, receptorovo
nezavislé cytotoxické vlastnosti voci bakteridlnym a cicavéim bunkadm (9). Tvorba poérov
v biologickych membranach sa v§eobecne povazuje za zakladny princip antibiotickej aktivity
membranovo aktivnych peptidov, akymi st aj opisované peptaiboly. V tejto suvislosti
su peptaiboly obzvlast zaujimavé, pretoze mnohé z nich dokédzu ovplyvnit membrénové
napitie, ¢o je zaujimavé z hl'adiska toho, ze ide o takmer elektricky neutralne zluceniny. ESte
zaujimavejsie je, ze su schopné penetrovat do membrany nezavisle od ovplyvnenia, alebo
neovplyvnenia membranového napitia (10). Exaktny prejav interakcie zavisi od pomeru medzi
mnozstvom peptidu a lipidov biologickej membrany. Predpoklada sa, ze lipopolysacharid,
stucast’ vonkajSej membrany bunkovej steny Gram-negativnych (G-) baktérii interaguje
s peptaibolmi a znemoznuje kontakt s cytoplazmatickou membranou (11). V eukaryotickych
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bunkéich su peptaiboly schopné inhibovat’ mitochondridlnu ATP4zu a odpojit’ oxidativnu
fosforylaciu (12).

U¢inok peptaibolov na nddorové bunky

V sucasnej dobe je malo Stadii o ucinkoch peptaibolov na Tudské zdravé bunky alebo
rakovinové bunky. Peltola a kol. uviedli, Ze peptaiboly z Trichoderma harzianum potlacili rast
I'udskych nadorovych buniek plic A549 anarusili potencidl mitochondridlnej membrany
(A¥m) (13). Presny mechanizmus signalnej bunkovej drahy smrti vSak nie je zndmy (14).

Mei Shi akol. studovali biologicky ucinok peptaibolov izolovanych z Trichoderma spp.
a opisali moznu signalnu drahu bunkovej smrti HepG2. Vysledky poskytli molekuldrne dokazy
dvoch typov bunkovej smrti: apoptdzy sprostredkovanej vapnikom-kalpainom-Bax a autofagie
sprostredkovanej vapnikom-Bak. Bunkova smrt’ indukovana peptaibolmi mdze predstavovat’
prepleteny typ autofagie a apoptdzy, ktory bol predtym neznamy. Peptaiboly spociatku pdsobili
na bunkovii membranu a potom viedli k zvySeniu hladiny Ca?* z extracelularneho priestoru.
To spustilo aktivaciu Bak proteinu, ktory sa podielal hlavne na autofagii, ako aj indukovanu
aktivaciu p-kalpainu. Po aktivacii Bax calpainom sa Bax zase translokoval do mitochondrii,
kde podporoval stratu mitochondridlneho membranového potencidlu (A¥Ym) a uvolfiovanie
cytochromu ¢ a Smac / DIABLO. Nakoniec sa aktivovala kaspaza-3 a PARP, ¢o viedlo
k apoptoze. Specifické vyerpanie expresie Bak by mohlo &iastoéne utlmit’ autofigiu
indukovant peptaibolom. Blokovanie Bax proteinu vSak viedlo k zvySenej autofagii (14).
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J_i Calcium influx _l
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i ! Mitochondira
Autophagic 1
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|

Activation of caspase 3
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Apoptotic
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Obr. 1 Mechanizmus tu¢inku peptaibolov v bunkach HepG2
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Zaver

Zaverom moézeme povedat, Ze nové peptaiboly, izolované z Trichoderma sp. predstavuju
potencidlne vyznamnu skupinu bioaktivnych latok v boji proti nddorovym ochoreniam, najma
pre ich nizku toxicitu, nezavislost’ od bunkovych receptorov a rychlu penetraciu. V poslednych
rokoch sa zvysil zdujem vedeckych timov o tieto bioaktivne latky v suvislosti so snahou
objasnit’ ich mechanizmus uc¢inku. Tieto antimikrobidlne peptidy vykazuji zvySenu
cytotoxicku aktivitu voci rakovinovym bunkdm, ktord sa vyrovna ich antimikrobialnej aktivite.
Vyssie uvedené stidie naznaCuji, Ze peptaiboly mozu byt novou triedou kandidatov
na protinddorové latky.
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Suhrn

Je vSeobecne akceptované, ze kompozicia ¢revnej mikrobioty moze vd’aka jej uzkemu kontaktu
S intestindlnym epitelom ovplyviiovat’ etioldgiu kolorektdlneho karcindému. Intenstindlna
mikrobiota pozostava z milionov mikroorganizmov, asymptomaticky kolonizujucich ludské
¢revo. Jednou z komenzalnych a zdraviu prospesnych érevnych baktérii je Escherichia coli.
Niektoré jej kmene vSak nadobudli v priebehu evolucie schopnost’ spdsobovat’ u I'udi zavazné
ochorenia gastrointestinalneho traktu, vratane indukcie zapalovych reakcii creva a/alebo
poskodeni DNA. Mnohé stadie potvrdzuju, ze E. coli je najbeznej$im typom baktérie
asociovanym so zapalovymi ochoreniami criev, ktoré st jednym z predpokladov vzniku
kolorektalneho karcindmu. Predlozend praca sumarizuje aktualnu epidemiologickl situdciu
kolorektalneho karcindmu, spolu s doteraj$imi poznatkami o ulohe enteropatogénnych E. coli
pri rozvoji sporadického kolorektalneho karcinomu.

Krucové slova
kolorektalny karciném, ¢revna mikrobiota, Escherichia coli

Summary

It is generally accepted that the composition of the gut microbiota may affect the etiology
of colorectal cancer due to its close contact with the intestinal epithelium. The intestinal
microbiota consists of millions of microorganisms asymptomatically colonizing the human gut.
One of the commensal and healthy intestinal bacteria is Escherichia coli. However, some of its
strains have acquired the ability to cause serious gastrointestinal diseases in humans during
evolution, including the induction of inflammatory bowel reactions and/or DNA damage. Many
studies confirm that E. coli is the most common type of bacterium associated with inflammatory
bowel disease, which is one of the predispositions for colorectal cancer. In this review
summarize the current epidemiological situation of colorectal cancer, together with previous
knowledge about the role of enteropathogenic E. coli in the development of sporadic colorectal
cancer.

Keywords
colorectal carcinoma, gut microbiota, Escherichia coli
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Uvod

Kolorektalny karcinom (KRK) patri medzi jednu z najbeznejSie sa vyskytujucich malignit
vobec. V celosvetovom meradle sa radi na tretie miesto, s poctom novo-diagnostikovanych
pripadov takmer 1.9 miliona (Tabul'ka 1), pricom v Eurépe obsadzuje druht priecku, ktora
atakuje hranicu 500 000 novych pripadov za rok 2018 (1). KRK predstavuje 10.2 % vsetkych
pripadov zhubnych nadorov na svete, priCom umrtnost” dosahuje u oboch pohlavi hranicu 880
000 pripadov ro¢ne (1). Uvadza sa, ze medzi rokmi 1990 az 2012 vzrastla incidencia ochorenia
o viac nez 570 000 novych pripadov roc¢ne (2). Tato skuto¢nost’ robi z KRK druht najbeznejsiu
pri¢inu umrtia spojenu s onkologickym ochorenim vébec (3). Na Slovensku predstavuje
KRK najcastejsie maligne ochorenie u muzov a druhé u Zien po rakovine prsnika, a najcastejsie
maligne ochorenie vébec u oboch pohlavi. Tieto tidaje umiestiiuju Slovensku republiku
v medzindrodnom porovnani medzi krajiny s najvyssim vyskytom KRK (1).

Typ rakoviny llzg‘c;tch i [9%6] Mortalita  [%0] *ASR na 100 000
Pldca 2093 876 11.6 1761 007 18.4 22.5
Prsnik 2 088 849 11.6 626 679 6.6 46.3
Kolorektdlny 4 g/9 519 102 880792 92 197
karcinom

Prostata 1276 106 7.1 358 989 3.8 29.3
Zaludok 1033701 5.7 782 685 8.2 11.1
Pecen 841 080 4.7 781 631 8.2 9.3
PazZerak 572 034 3.2 508 585 5.3 6.3
Cervix uteri 569 847 3.2 311 365 3.3 13.1
Stitna 7l'aza 567 233 3.1 41 071 0.43 6.7
Mocovy mechur 549 393 3.0 199 922 2.1 5.7

*ASR (age-standardized incidence rates) — pocet novo diagnostikovanych nadorov na 100 000
0s0b, vekovo Standardizovany na svetovy vekovy Standard (celosvetovo)

Tab. 1 Nové pripady, mortalita a incidencia naj¢astejSich malignit na svete u oboch pohlavi (1)

Crevnd mikrobiota a IBD

Je vSeobecné akceptované, ze takmer 70 — 80 % KRK vznika sporadicky, ako odpoved’ na
Siroké spektrum environmentalnych faktorov (5-7). Uvadza sa, Ze 80 % vSetkych pripadov
KRK moéZeme pripisat’ zlym stravovacim ndvykom ovplyviiujicim zloZenie crevnej
mikrobioty. Va¢sina mikroorganizmov, ktoré sa nachadzaji v traviacom trakte Cloveka su
baktérie, s hustotou 10 az 10 buniek na gram fekalnej hmoty. Velmi rdznorod4 a husta
mikrobiota sa vyskytuje predovSetkym v dolnych ¢astiach GI traktu. Az 70 % z celkového
mnozstva mikrobov kolonizuje prave hrubé crevo (8). Je vSeobecné zname, ze zapalové reakcie
hrubého creva, ktoré su jednym z predpokladov vzniku KRK, st sprevddzané naruSenim
rovnovahy €revnej mikrobioty. Dramatické zmeny mikrobidlnej kompozicie v oblasti nadoru
kolorekta a prilahlych sliznic si oznaCované ako mikrobialna dysbioza. Bolo zistené, Ze
zapalové ochorenia ¢riev akymi st Crohnova choroba a Ulcerdzna kolitida, su asociované s
patogenicitou istého typu enterovirulentnych Escherichia coli (9,10). Viaceré klinické stadie
zaznamenali vys$iu prevalenciu tychto baktérii u pacientov s Crohnovou chorobou v porovnani
so zdravymi jedincami, ¢im bol potvrdeny ich pro-zapalovy potencial (11,12).

Evolucia intestinalnych Escherichia coli

Baktérie z rodiny Enterobacteriaceae, ktoré tvoria priblizne 0.1 % mikrobialnej komunity, st
jednym z prvych kolonizéatorov 'udského ¢reva (13). K zastupcom patriacich do tejto rodiny,
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dosahujtcich v ¢reve novorodenca vysoké hustoty je zarad’ovana aj Escherichia coli, ktorej
pocetnost’ sa pocas zivota stabilizuje ato az do staroby, kedy dochadza k jej postupnému
poklesu (14). E. coli, ako vSadepritomna baktéria, do velkej miery asymptomaticky
kolonizujuca l'udské ¢revo, je rozsirenym intestindlnym komenzalom (16). Sluzi ako dokonaly
model pre Studium prechodu z neSkodného komenzalneho stavu na zdvazného patogéna (16).
Komenzalne kmene E. coli su v traviacom trakte lokalizované predovsetkym v slepom
a hrubom creve, nachadzajt sa v hlienovej vrstve. Jednou z hlavnych tloh stabilnej ¢revnej
mikrobioty E. coli je predchadzat’ kolonizacii patogénmi. Tato funkcia je sprostredkovana
pomocou $pecifickych latok - bakteriocinov (14). Avsak na druhej strane, E. coli je zarad’ovana
k vSestrannym patogénom, spdsobujucim u l'udi zavazné ochorenia (17). Bolo zistené, Ze
prepojenie medzi baktériou a jej hostitelom mdze kolisat’ medzi mutualistickym komenzalom
a oportunistickym, ¢i dokonca Specializovanym patogénom (14).

Typel pill,  AIEC — —— Long polar fimbria
EAEC ETEC N =
STEC* Mucus T CAECAME)\,‘\E‘o
P ¥ ~ Ay ) 'y 8
e S o secretion _CH “‘-., D DAEC [~ EIEC/ s o : KT 3T
\ N ‘ \ ' v Shigella ‘ ‘ |
\ ‘1/ W \3!() Q I
, }lx ”\ J A
/'/' 4 D _ | 1 | Actintail | bk
Actin ! —a atera
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Cell
death
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Obr. 1 Schéma adherencie a invazivity enterovirulentnych patogénnych E. coli

Macrophage

Enteropatogénne E. coli (EPEC) a LEE-pozitivne Shiga toxin produkujuce E. coli (STEC) st
extracelularnymi patogénmi, ktoré formuji charakteristické A/E 1ézie. Enterotoxické E. coli
(ETEC) vyuzivaji na pripojenie k intestinalnym bunkdm koloniza¢ny faktor (CF).
Enteroagragativne E. coli (EAEC) formuju na povrchu intestinalnej muko6zy biofilm, adheruja
k sebe navzajom a rovnako aj k bunkovému povrchu a vytvaraji agregativnu adherenciu (AA).
Difuzne adherentné E. coli (DAEC) su rozptylené na povrchu ¢revnych buniek, ¢o vedie k ich
difiznej adherencii. Adherentne-invazivne E. coli (AIEC) kolonizuja sliznicu pacientov
s Crohnovou chorobou a st shopné atakovat’ ¢revny epitel a replikovat’ sa v makrofagoch.
AIEC pouzivaju na prilnutie k enterocytom pilusy typu | adlhé polarne fimbrie, ktoré
prispievaju k ich invazii. Enteroinvazivne E. coli (EIEC)/Shigella st intracelularne patogény,
ktoré cez M bunky prenikaju ¢revnym epitelom az k submukéze. EIEC/Shigella unikajt
makrofagom vdaka induckii ich bunkovej smrti. Po naslednej bazolaterdlnej invazii
kolonocytov, dochadza k ich laterdlnemu Sireniu. Upravené podl'a (18).
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Mobilné genetické elementy hraji v evolucii E. coli doleziti ulohu (19). Plazmidy, ktoré nesu
jednotlivé faktory virulencie, sa v procese konjugacie prenasaju medzi baktériami a donorovi
poskytuji nové vlastnosti (20). Na zéklade sposobu intestindlnej patogenézy a pritomnosti
faktorov virulencie existuje niekolko patogénnych variantov (patotypov) E. coli. Su to:
enteropatogénne E. coli (EPEC), Shiga toxin produkujuce E. coli (STEC), ku ktorym
zarad'ujeme enterohemorragické E.coli (EHEC), enteroinvazivne E. coli (EIEC),
enteroagregativne E. coli (EAEC), difuzne adherentné E. coli (DAEC), enterotoxické E. coli
(ETEC) a adherentne-invazivne E. coli (AIEC) (Obrazok 1) (18). Uz v roku 1998 Swidsinski
et al. (21) ako prvi poukazali na koloniz4ciu intestinalnej mukozy intracelularnymi baktériami
E. coli u pacientov s kolorektalnym karciomom, ako aj adenémom, na rozdiel od
asymptomatickych kontrol. Tieto invadujice EPEC boli detegované az u 87 % pacientov.
Rovnako Martin et al. (22) potvrdili pritomnost’ tychto patogénov aj u pacientov s Crohnovou
chorobu. Preukazali, ze E. coli spajané s Crohnovou chorobou adheruju a invaduju epitelové
bunky in vitro. NajpocetnejSou skupinou spomedzi ¢revnych patogénov E. coli su EPEC, ktoré
nesu 35.6 kb ostrov patogenicity LEE (locus of enterocyte effacement) Tento génovy klaster je
zodpovedny za formovanie charakteristického fenotypu A/E (attaching and effacing) na
povrchu intrstindlneho epitelu (Obrazok 1). McDaniel a Kapper (23) zaroven poukazali na
samostatnost’ ostrova LEE jeho klonovanim z EPEC do p6vodne nepotogénneho kmena E. coli,
ktory nasledne vytvaral A/E fenotyp. Okrem EPEC, aj AIEC, indukujt lokalny zapal u jedincov
so zapalovymi ochoreniami Criev, vratane Crohnovej choroby a Ulcerdznej kolitidy (9, 24).

Uloha érevnych patogénov v kolorektilnej tumorigenéze

Narastajuci pocet $tadii potvrdzuje asociaciu medzi mikrobialnou dysbidézou a kolorektalnou
karcinogenézou (25-27). Boli opisané rozne druhy baktérii s ich pro-karcinogénnymi
vlastnostami, vratane indukcie zapalovych reakcii ¢reva a/alebo produkcie karcinogénnych
metabolitov. Gagniére et al. (28) preukazali, ze isty typ patogénnych E. coli produkujtci
genotoxin colibaktin, kdédovany komplexnou multienzymovou polyketid syntazou,
lokalizovanou na ostrove patogenicity pks (polyketide synthetase), ktory napomaha tvorbe
dvojvldknovych zlomov DNA prejavujicich sa chromozomélnou instabilitou, mdze v
kolorektalnej karcinogenéze plnit" Glohu driver baktérie. ZvySena pritomnost colibaktin
produkujucich E. coli bola v ramci KRK zaznamenana vo viacerych $tudiach (29,30). To
podporuje model ozna¢ovany ako driver-passenger (31), ktory hovori o tilohe ¢revnych baktérii
v kolorektalnej karcinogenéze. Ten tvrdi, ze driver baktérie, povodne kolonizujuce Erevo
hostitel’a, iniciuju vznik KRK prostrednictvom indukcie DNA poskodeni v epitelovych
bunkach ¢reva. Takouto baktériou by mohli byt’ napriklad enteropatogénne a/alebo colibaktin
produkujuce E. coli. Predpoklada sa, Ze tieto zmeny podporujt proliferaciu passenger baktérii,
ktorym prave nadorové mikroprostredie poskytuje vhodné rastové podmienky. Na druhej
strane, model nazyvany alpha-bug (32) hovori, Ze ¢lenovia mikrobialnej komunity (alpha-bug
baktérie) disponuju faktormi virulencie a pro-karcinogénnymi vlastnost'ami. Takéto baktérie
maju schopnost” remodelovat’ ¢revny mikrobiém na taka mikrobidlnu kompoziciu, ktorad
indukuje pro-zapalové imunitné odpovede a spdsobuje transformaciu ¢revnych epitelovych
buniek, vyastujicu k rakovine. Okrem iného, alpha-bug baktérie selektivne vytlacaju také
druhy baktérii, ktoré svojou pritomnostou chrania ¢revny epitel. Je zndme, Ze najCastejSie
identifikovanymi baktériami u pacientov s KRK v porovnani so zdravymi kontrolami su so
sliznicou asociované E. coli. Predchadzajuce stidie preukazali, ze tento typ intestinalnych E.
coli je v porovnani s kontrolami ¢asto pritomny v tkanivovych vzorkach hrubého ¢reva u
pacientov s KRK, ako aj adenomom (21,22,33). Swidsinski et al. uvadza, ze len 3 % biopsii
ziskanych zo zdravej ¢revnej sliznice vykazovali pritomnost’ intestninalnych E. coli. Naproti
tomu, az 92 % biopsii pacientov s rakovinou hrubého ¢reva vykazovalo pritomnost’ baktérii, s
dominantnym zastipenim E. coli u 70 % pacientov (21).
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Zaver

Rakovina je po srdcovocievnych chorobach druhou najcastejSou pricinou umrtia. Celosvetovo
stupajuca incidencia KRK dosahuje alarmujuce ¢isla. Je zname, ze symbiotické interakcie
medzi mikroorganizmami a GI traktom cloveka prispievaju k udrziavaniu intestinalnej
homeostdzy. Zmeny v kompozicii ¢revnej mikrobioty v§ak mozu viest' k naruseniu tohto
vztahu a vyustit’ do mikrobidlnej dysbidzy, ktora spolu s bakterialnou infekciou povazovana
za dolezity faktor v etiologii mnohych l'udskych ochoreni, vratane KRK. Klinické Stadie
zameran¢ na identifikdciu bakteridlnej kompozicie u zdravych Tudi a pacientov
S kolorektalnym adenémom alebo karcindmom potvrdzuju, ze dysbioza ¢revnej mikrobioty
moze prispiet’
k rozvoju KRK. Je preto nesmierne dolezité aby sme ani v Case celosvetove] pandémie
ochorenia COVID-19 nezabudali na skuto¢nost’, Ze KRK ma na svedomi takmer milién
I'udskych zivotov ro¢ne. Prevencia rizikovej skupiny obyvatel'stva a v¢asnd diagnostika
rakoviny hrubého ¢reva, doplnena o zdravé stravovacie navyky vedlce k stabilnej ¢revnej
mikrobiote, mdze spolu so Spickovym vedeckym vyskumom prispiet k znizeniu tejto
alarmujucej bilancie ako vo svete, tak na Slovensku.
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Sthrn

Urolitidza v detskom veku je zavaznym problémom so stipajicou incidenciou. Primarnou
snahou terapeutického menezmentu je ochrana obliciek pred sekundarnym poSkodenim. U deti
st recidivy ochorenia vel'mi ¢asté, nakol'ko v detskom veku sa ¢asto pod urolitiazou podpisuju
dedi¢né metabolické ochorenia.

KPuacové slova
urolitidza, incidencia, dedi¢né metabolické ochorenia, diagnostika

Summary

Urolithiasis in children is serious medical condition with increasing incidence. Therapy
of urolithiasis deserve special effort due to prevent secondary renal damage. Recurrence
of urolithiasis in children are frequent because urolithiasis in children is caused by inherited
metabolic disorder.

Keywords
urolithiasis, incidence, inherited metabolic disorder, diagnostics

Urolitidza v detskom veku je zavaznou klinickou jednotkou, najmi v doskledku castych
recidiv, vysokého rizika obstrukcie a naroc¢nosti chirurgickej . Z tohto dovodu by usilie malo
byt zamerané na odhalovanie metabolickych poruch s prislusnou lie¢bou. Dosiahnutie tzv.
stone-free rate(SFR) je prioritnym cielom, v ur€itych situaciach (oxaldza, nefrokalcindza) sa
nepodari dosiahnut’ ocakévany efekt.

Konkrementy v mo¢ovom mechuri sa v rozvojovych krajinach vyskytuju pomerne casto,
pri¢inou byvaju nutricné faktory. Za posledné desatrocia stupol ich vyskyt signifikantne.
V stcasnosti sa pohybuje priblizne 14,5 pripadov na 100 000 deti. Mnohi autori upozoriiuju,
ze akutna hospitalizacia pre urolitidzu je omnoho CastejSia, ako v minulosti. Nie je vSak uplne
jasné, ¢i ide o skuto¢ny vzrast incidencie, alebo o lepsiu diagnostiku. Postihuje vSetky vekové
kategorie a je mierne CastejSia u chlapcov. Incidencia a charakteristika vzniku litidzy poukazuje
na geografické odlisnosti. Aj ked’ sa vSeobecne povazuje urolitiaza v detskom veku za pomerne
zriedkavé ochorenie, pomerne casto sa vyskytuje v urcitych svetovych oblastiach.
Je zriedkavejSia, ako v dospelom veku, pricom protektivny vyznam sa pripisuje vyssej
koncentracii inhibitorov kryStalizadcie v moci, nami citratu a magnézia. Jej endemicky vyskyt
prevazuje hlavne v Turecku, Pakistane, juznych &astiach Azie, Afrike a tatoch juznej Ameriky.
Nedavne epidemiologické Stadie dokazuji stapajicu incidenciu urolitidzy v zapadnych
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krajinach, najmé u dievcat kaukazskej etniky, afroameri¢anov a celkovo u starSich deti.
Najvicsi vyznam v rozdieloch podmienenych geografickymi datami ma stravovanie a diétne
navyky. ZvySena konzumacia zivoc¢isnych bielkovin a soli a narast obezity v destkom veku
sa jednoznacne podpisuju na zvysenej tvorbe konkremenov. Ukazuje sa, ze urcity vplyv ma
aj zlozenie pitnej vody. Viac nez 70% konkrementov je zlozenych z kalcium-oxalatu, pricom
infek¢né konkrementy sa CastejSie vyskytuja u mladsich jedincov. Ich zlozenie pozostava
najmé z krystalov kyseliny mocovej. Pacienti s augmentovanym mocovym mechiirom tvoria
d’al$iu dolezit skupinu s 15% rizikom vzniku urolitiazy. Priamou pri¢inou vzniku konkremetu
je nepomer medzi saturdciou mineralnych soli a latok, ktoré limituju rast a agregaciu krystalov.
Dal§im predispozi¢nym faktorom je dlhodovo zniZeny objem moéu, nefyziologické pH modu,
anatomické obstrukcia a infekcia. Mnohé lieky taktiez napomahaju krystalizacii. Plati vSak,
ze ak je pritomna dedi¢na metabolickd porucha, konkrementy sa vytvaraju aj bez uplatnovania
litogénnych faktorov.

Diagnostika

Kvalitnd diagnostika jednoznacne prispieva eliminécii sekunddrneho poskodenia obliciek.
U deti sa stretavame s pomerne ¢astymi recidivami, za ktoré su zodpovedné r6zne metabolické
anbormality. Cim mladsie je dieta, u ktorého je urolitioza potvrdena, tym je podozrenie
na metabolicki abnormalitu vysSie. Vo viscine pripadov je podrobnd anamnéza nevyhnutna
pre stanovenie rychlej a spravnej diagnézy. Je popisany familidrny vyskyt urolitidzy u ¢lenov
rodiny, preto by otazky mali byt nasmerované aj tymto smerom (hematuria, konkrementy,
rendlne zlyhanie). Zvlast' sa informujeme o Specidlnych atribitoch vyZzivy dietat’, pitnom
rezime, uzivanych liekoch a doplnkoch vyzivy. Rozne chronické ochorenia criev mozu
vytvarat’ predisponujuce faktory na vznik konkrementov (Crohnova choroba, cysticka fibroza).
V dojc¢enskom veku moze byt’ konkrement prvym priznakom autozomovo dominantnej formy
polycystickych obli¢iek. Klinické priznaky st vekovo zavislé, s Castym nalezom hemattrie
a bolestivost'ou v boku u star$ich deti. Konkrementy mézu byt’ aj dlhodobo asymptomatické.
Nespecifické priznaky (nepokoj, zvracanie) sa nezriedka objavujuu malych deti.
K obvyklejsim symptémom patri bolest’ brucha a kolika, o modze spdsobovat’ diferencialno-
diagnostické taZzkosti pri odliSeni od apendicitidy. Makrohematuria prezentujiica sa s/bez
bolestivosti sa vyskytuje zriedkavejSie. Non-glomerularna mikrohematuria sa zaznamenava
frekventovane a neraz byva jedinym priznakom. V niektorych pripadoch, infekcia v moci byva
jedinym nalezom, ktory vedie k radiologickym zobrazovacim vySetreniam, pri ktorych
sa konkrement identifikuje. Z d’alsich priznakov sa objavuje sterilna leukocyturia, retencia
mocu, gastrointestinalne priznaky (vracanie, plynatost, obstipacia). Ak ddjde k uviaznutiu
konkrementu v distalnej lokalizacii, prevladaju priznaky v zmysle dysurie, retencie mocu,
castého mocenia, ¢i pomocovania, hematuria a horucka. U doj¢iat moZze byt konkrement
v uretre aj hmatny. Konkrement lokalizovany v oblicke byva Casto asymptomaticky, najméa
u najmensich deti. K priznakom patri zniZena koncentracné schopnost’ tubulov, rendlna kolika,
sterilnd leukocyttria a hemattria.

Zobrazovacie metody

Vo vseobecnosti, USG byva inicidlnym vySetrenim. Pomocou USG sa prehl'adne zobrazuja
konkrementy v oblicke. Vysledok sonografického vySetrenia moze byt ovplyvneny zlozenim
konkrementu. Vyhodou sonografie je jeho Siroka dostupnost’, nulova radiacnd zat'az a vCasne
posudenie stazy v dutom systéme. Nevyhodou je niZ$ia senzititita najma drobnych konkrementoch,
ktorych meranie pomocou USG je menej reprodukovatelné aje ovplyvnené skusenostami
vySetrujuceho lekdra. Mnoho radioopacitnych konkrementov sa znazorni na nativnej snimke
brucha. NajsenzitivnejSou metddou na detekciu urolitiazy je nekontrastné Spiralovité CT vySetrenie.
Je bezpecné arychle, s 97% senzitivitou a96% Specificitou. Napriek vysokej diagnostickej

90



presnosti aradialnej zatazi sa CT vySetrenie pouziva iba pri nejasnych nalezoch pri USG
vySetreni/RTG snimke brucha. Nizkodavkové protokoly boli vyvinuté na zniZenie radiacnej zataze.
Intravendzna pyelografia sa zriedkavo vyuziva u deti, ale m6ze byt potrebna na zobrazenie kalicho-
panvickového systému pri perkutanej extrakcii konkrementu, ev. otvorenom pristupe. Fosfatové
a oxalatové konkrementy stt na RTG a CT vysoko denzné. Struvitové a cystinové kamene maju
strednu denzitu. Podanie kontrastnej latky vyzaduji konkrementy kyseliny mocovej, pre svoju
nizku denzitu na RTG. U novorodencov a pred¢asne narodenych deti byvaji depozity Tamm-
Horsfallovho proteinu na zaklade sonografického vySetrenia mylne pokladané za nefrokalcindzu.
Tieto depozity vymiznua pocas prvych dvoch tyzdiov Zivota.

Metabolické zhodnotenie
Kvoli vysokej miere recidiv a incidencii predisponujucich faktorov spdsobujtice urolitiazu, kazdé
diet’a s verifikovanym konkrementom by malo podstipit’ kompletné metabolické vysetrenie.

Metabolické vysetrenie zahfna:

e rodinné a osobnd anamnéza metabolickych odchyliek and diétnych zvyklosti

o analyza zlozenia konkrementu

o elektrolyty, krvny obraz/urea/dusik, kreatinin, kalcium, fosfor, alkalicka fosfataza,
kyselina mocova, celkové bielkoviny, uhli¢itany, albumin a parathormoén
(ak je pritomna hyperkalcémia)

e rozbor mocu a kultivécia, zahriiujiic pomer kalcium-kreatinin

e objem mocu, mernd hmotnost’ a pH

o mikroskopické vySetrenie mocu, zahriujic 24-hodinovy mo¢ na kalcium, fosfor,
magnézium, oxalat, citrdty v moci a klirens kreatininu

e 24-hodinova analyza mocu na cystin, ak sa predpokladd cystiniria (pozitivny
nitroprusidovy test, cystinovy konkrement, cystinové hexagonalne krystaly v moci).

Uz prvotné biochemické vySetrenia moZu byt ndpomocné pri zistovani priciny. Vylucit,, resp.
potvrdit’ dedi¢né metabolické ochorenie je dolezit¢ z hl'adiska nastavenia Specifickej liecby,
bez ktorej dochadza k recidivam a poskodeniu obli¢iek. Vysledky mézu byt skreslené
pritomnou infekciou, obstrukciou alebo pritomnost'ou fragmentov konkrementu po litotripsii.
Jednou z najdodlezitejSich diagnostickych metdod je kvalitativna analyza konkrementu, ktory
je ziskany po spontannej pasazi alebo po intervencii. Len jedna tretina konkrementu obsahuje
len jednu zloZku. Popisané by mali byt vSetky zlozky konkrementu, aj mnoZstvd menSie
ako 1 mg, lebo to ma vplyv na lie¢ebny reZim. Analyze by mali byt podrobené aj konkrementy
pri recidivujucej urolitiaze, lebo ich zlozenie sa moze menit. Chemicka analyza konkrementu
je v sucasnosti obsolétna. Krystalicka Struktaru konkrementu vyuzivaju analytické metody
zalozen¢ na RTG ziareni. InfraCervend spektroskopia je zalozend na strate energie
Vv infra¢ervenom spektre. Presnu analyzu sprostredkuje graf oboch metdd (fingerprints).
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Sthrn

Proces vzniku konkrementov je komplexnym dejom vzniknutym na podklade metabolickych
a anatomickych poruch, v mnohych pripadoch s pridruzenou infekciou. Tri najcastejSie priciny
nefrokalcindzy v detstve su: hyperkalciurické stavy, distdlna tubularna acidéza a hyperoxaluria.
Nélez kameniov z oxalatu vapenatého u starSich deti a dospelych Casto nie je spojeny
s hyperoxaltriou. Kalciové konkrementy st tvorené poviacsine z krystalov kalcium—oxalatu
a kalcium—fosfatu. K d’al§im typom konkrementov udeti patria uratové a cystinové
konkrementy, ktoré mozu vznikat' na zaklade metabolického ochorenia. V detskom veku
sa vSak stretivame aj skonkrementmi infekénymi, vtomto pripade treba patrat
aj po pritomnosti obstruk¢nej uropatie.

KPucové slova
kalciové konkrementy, hypocitratiria, hyperkalciuria, hyperoxaluria, metabolické vySetrenie

Summary

Urinary stone formation is the result of the complex process involving metabolic, anatomical
factors and the presence of infection. In childhood, the three most common causes
of nephrocalcinosis are hypercalciuric states, distal renal tubular acidosis,
and the hyperoxalurias. The finding of calcium oxalate stones in older children and adults
is often not associated with hyperoxaluria. Calcium stones are usually made from calcium
oxalate and calcium phosphate. Uric acid stones and cystine stones are another types of stones,
which can be caused by metabolic ilness. We can see also infection stones in children’s age,
it is important to search for obstructive uropathy in this case.

Keywords
calcium stones, hypocitraturia, hypercalciuria, hyperoxaluria, metabolic evaluation

Kalciové konkrementy su tvorené povicsine z kryStalov kalcium—oxalatu a kalcium—fosfatu.
Supersaturacia vapnika (hyperkalciaria) a oxalatu (hyperoxaluria), alebo zniZzend koncentracia
inhibitorov litidzy, ako je citrat (hypocitraturia) a magnézium (hypomagnezémia) zohravaju
zasadnu rolu v procese formovania kalcium-oxalatovych konkrementov. (1)

Hyperkalciuria: Je definovana zvysenym 24-hodinovym vylucovanim vapnika v mo¢i - viac

ako 4 mg/kg/den (0.1 mmol/kg/den) u dietata s hmotnost'ou < 60 kg. U deti mladsich ako 3
mesiace, horny limit normalneho vylucovania vépnika je 5 mg/kg/den (0.125 mmol/kg/den) (2)
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Hyperkalciaria sa rozdeluje na idiopaticki a sekundarnu. Idiopatickd hyperkalciuria
sa diagnostikuje v pripade, Ze laboratorne, klinické a radiologické vySetrenia nepoukazu
na zékladnu pri¢inu veducu k hyperkalcémii. Exkrécia kalcia v moci sa modze zvySovat
u pacientov s vysokym prijmom natriumckonhloridu. U sekundarnej (hyperkalcémickej)
hyperkalcitrii, vysoké sérové hodnoty vapnika su sposobené bud’ nadmernou kostnou
resorpciou (hyperparathyroidizmus, hyperthyroidizmus, immobilizacia, acidoza, metastatické
ochorenie) alebo gastrointestinadlnou hyperabsorpciou (hypervitaminoza D). (3)

Vhodnym skriningovym testom na dokaz hyperkalcitrie je pomer kalcia a Kreatininu v mo¢i.
Normalny pomer kalcia-kreatininu je menej nez 0,2. V pripade, ze kalkulovany pomer je vyssi
ako 0,2, vyzaduje sa opakovanie testu. (2,3) U novorodencov a batoliat sa zistuju vyssie
hodnoty vylu¢ovaného kalcia a niz$i kreatinin v moci ako u star$ich deti.

Ak pretrvava zvySeny pomer, 24-hodinovy zber mocu dokaze zhodnotit’ exkréciu kalcia.
24-hodinovy test zamerany na exkréciu kalcia mocom je Standardnym vySetrenim na stanovenie
diagnézy hyperkalciarie. Ak exkrécia kalcia prevySuje 4 mg/kg/den (0.1 mmol/kg/den),
diagno6za hyperkalciurie je potvrdend a nie je nutné d’alSie vySetrovanie: hladiny bikarbonatu
v sére, kreatininu, alkalickej fosfatazy, kalcia, fosfatu, magnézia, pH a parathormonu. (2, 4)
Cerstvo vymoc&eny objem sa meria na stanovenie pH mo¢u. 24-hodinova analyza mo&u by mala
zahriiovat’ aj vySetrenie fosfatu, sodika, magnézia, kyseliny mocovej, citratov a oxalatov.
Prvotnym terapeutickym krokom je zvysSenie prijmu tekutin. Diétne opatrenia su nevyhnutnou
zlozkou efektivnej terapie. Diet'a sa ma konzultovat u dietoldga na rozpis odporti¢aného prijmu
kalcia, zivo¢isnych bielkovin a sodika. Diétne upravy prijmu sodika a vapnika sa maju
udrziavat’ podl'a potreby diet'at’a. Nizkokalciova diéta sa moze vyskasat’ na posudenie, €i prijaty
vapnik alebo jeho hyperabsopcia je prispievajucim faktorom vysokej hladiny kalcia v moci.
Prijem vapnika by nemal klesat’ pod dennt hladinu normy. A navyse, nizkokalciova diéta moze
prispievat’ aj k vzniku inych konkrementov.

Hydrochlorothiazid a iné thiazidové diuretika sa uzivaji na liecbu idiopatickej hyperkalcitrie,
Vv inicialnej davke 0.5-1 mg/kg/den. Pri dlhotrvajlicom uZivani tiazidovych diuretik moze nastat’
zniZenie hypokalcitirie najmid po 3. mesiaci s naslednou hypokaliémiou, hypocitratariou,
hyperurikémiou a hypomagnézémiou. Preto sa odporti¢a skontrolovat’ v pravidelnych
intervaloch. krvny obraz spolu s vnitornym prostredim. Terapia citradtovymi pripravkami
je vhodna pri nizkych hladinach citratov alebo pri pretrvavani hyperkalciurie. (5)

Hyperoxaluria

Iba 10-15% oxalatov pochadza z diéty

V priemere dieta vylu¢i menej ako 50 mg(0.57 mmol)/1.73 m2/denr, kym batola vyluci
4-ndsobne viac oxalatov. Hyperoxaluria méze vzniknut pri zvySenom diétnom prijme,
enteralnej hyperabsopcii (syndrom kratkeho ¢reva) alebo pri vrodenej poruche metabolizmu.
V zriedkavo sa vyskytujlicej primarnej hyperoxalurii, jeden z dvoch enzymov, ktoré zohravaju
ulohu v metabolizme oxalatov, je deficientny. Obli¢kové zlyhanie mozZe nastat’ po nadmernom
ukladani kalcium-oxalatu v oblickdch sjeho naslednym ukladanim v inych tkanivach
(oxaléza). Diagnostika je =zalozend na laboratornych nélezoch vyznamne zvysenej
hyperoxalurie a klinickych priznakoch. Definitivna diagnéza sa urci po stanoveni enzymove;j
aktivity

po biopsii pecene.

Iné formy hyperoxaltrie moéZzu byt’ sposobené hyperabsorpciou oxalatu pri zapalovom ¢revnom
ochoreni, pankreatitide a syndrome kratkeho ¢reva. U vacSiny deti sa zist'uje 'ahka idiopaticka
hyperoxaldria, oxalaty v mo¢i byvaji iba mierne zvySené. Liecba hyperoxalurie pozostava
so navodenia zvySeného vylu¢ovania mocu, restrikcie oxalatov v diéte a pravidelného prisunu
vapnika. Pyridoxin mdZze byt’ prinosny v zniZovani hladin oxalatov v moci, najma pri primarne;j
hyperoxalurii. Citratové pripravky zvySuju inhibi¢ny vplyv. (6)
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Hypocitratiria

Citrat je inhibitorom litidzy. Viaze sa na vapnik a vytvara s nim nerozpustné soli, ¢im zabraiiuje
d’alSiemu rastu a agregacii kalcium-oxalatovych ako aj kalcium-fosfatovych krystalov. Nizka
hladina citratov v moc¢i moéze indukovat tvorbu kalciovych konkrementov. U dospelych,
hypocitraturia zna¢i znizené vylu€ovanie citratov pod hladinu 320 mg/denn (1.5 mmol/den).
Tato hodnota musi byt u deti upravena podla velkosti tela. (7)

Hypocitratiria sa obycajne vyskytuje bez pridruzenych symptomov a znamej metabolickej
poruchy. Mo6ze sa vyskytovat v spojeni s metabolickou acidézou, distalnou tubularnou
acidozou alebo hnackovitym syndromom.

K environmentalnym faktorom znizujucich hladinu citratov patri vysoky prijem bielkovin
a soli. Percento hypocitratarie variruje od 30% do 60% u deti s kalciovou urolitiazou. (7)
Uprava normélnej hladiny citratov redukuje tvorbu konkrementov, aj ked’ v su¢asnosti existuje
malo §tadii u deti dosvedcujucich ich efekt. Na liecbu hypocitraturie sa vyuziva kaliumcitrat
Vv inicidlnej davke 1 mEq/kg, rozdelené do dvoch davok. VedlajSie Gcinky kaliumcitratu
su vel'mi zriedkavé a najcastejSie sa vyskytuji gastrointestindlne nevolnosti. Kaliumcitrat
sa musi uzivat’ s opatrnostou pri hyperkaliémii a chronickej renalnej insuficiencii.

Uratové konkementy

Konkrementy z kyseliny mocovej tvoria 4-8% z celkového mnozstva konkrementov u deti.
Kyselina mocova je koneénym produktom purinového metabolizmu. Hyperurikozuria
je hlavnou pricinou tvorby kamenov u deti. Denny vydaj kyseliny mocovej viac ako 10
mg/kg/dent (0,6 mmol/kg/den) je povaZovany za hyperurikozuriu.(8)

Formovanie uratovych konkrementov je zavislé zvySenom vyluCovani kyseliny mocove;.
Rozpustanie kyseliny mocovej je vyrazne znizené pri pH < 5.8. Cim je pH alkalickejsie, tym
sa zvySuje rozpustnost kryStdlov kyseliny mocovej a znizuje sa riziko vzniku uratovych
konkrementov.

U familiarnej alebo idiopatickej formy hyperurikozurie deti vykazuji normélne sérové hladiny
kyseliny mocovej. U inych deti moZe nastat’ zvySend produkcia kyseliny mocovej nasledkom
vrodenej poruchy metabolizmu, myeloproliferativneho procesu, alebo vznika pri zlyhani
bunkového metabolizmu. Hyperurikoziria byva spdsobena taktieZ nadmernym prijmom
purinov a bielkovin. Aj ked’ hyperurikoztria sa moze podielat’ na vzniku kalcium-oxalatovych
konkrementov u dospelych, u deti nebyva signifikantnym faktorom.

Uratove konkrementy byvaji RTG-nekontrastné. Na nativnej snimka brucha sa uratové
konkrementy nezobrazuju. USG a nekontrastné CT patria medzi diagnostické vySetrenia.
Alkalizacia mocu patri k hlavnym terapeutickym krokom, je prevenciou vzniku uratovych
konkrementov. Citratové pripravky sa vyuzivaji na alkalizaciu mocu. Udrziavanie alkalického
pH mocu v rozmedzi 6-6,5 postacuje na prevenciu vzniku konkrementov. V pripade zlyhania
konzervativnej liecby s pretrvavanim  hyperurikozarie  a hyperurikémie, rekurencie
konkrementov alebo myeloproliferativneho ochorenia, mdze sa podévat’ Allopurinol v davke
(10mg/kg). Tato liecba modze mat neziadice ulinky (vyrdazky, hnacky, eozinofilia)
a ma sa uzivat’ s opatrnost’ou pri chronickom oblickovom zlyhani.

Cystinové konkrementy

Cystinaria sa podiela na vzniku cystinovych konkrementov v 2-6%. Je to inkompletna
recesivna autozomalna porucha charakterizovana poruchou rendlnych tubulov reabsorbovat’
4 zékladné aminokyseliny: cystin, ornitin, lyzin a arginin.

Cystin ma najnizsiu rozpustnost’ v moc¢i zo vSetkych 4 aminokyselin, preto iba cystinové
konkrementy sa vytvaraju pri ich nadmernom vylu¢ovani. Rozpustnost’ cystinu je pH zavislé,
precipitacia krystalov zacina pri pH < 7.0. Iné metabolické odchylky, ako hyperkalciuria,
hypocitraturia a hyperurikozliria méZu sprevadzat’ cystinuriu a tym formovat’® konkrementy
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zmieSanej konzistencie. Cystinové konkrementy st RTG slabo opacitné a tazsie
vizualizovatené na RTG snimke. St tvrdé a pomocou ESWL (extracorporeal shockwave
lithotripsy) sa cystinové konkrementy t'azsie dezintegruju.

Liec¢ba smeruje k znizeniu saturacie cystinov v moci a zvySeniu jej rozpustnosti. Inicidlna
liecba pozostava z vysokého prijmu tekutin a alkalizujucich pripravkov, ako napr. kdliumcitrat,
ktory udrziava pH nad 7,0 (optimalne nad 7,5). Ak tato lieCba zlyhava, uzivanie
alphamercaptopropionyl glycinu alebo D-penicilaminu mo6ze zvysit rozpustnost
cystinu, redukuje hladinu cystinu v moci a zabranuje vzniku konkrementu. Vedl'ajSie Gcinky
tychto lieckov st mierne a zahriiujii gastrointestindlne tazkosti(chutové zmeny a zapach),
teploty, vyrazky, mézu sa vyskytnut’ aj zavaznejsSie vedl'ajSie u¢inky ako utlm kostnej drene,
nefroticky syndrém a epidermolyza. (9)

Infekéné konkrementy (struvity)

Struvitovité konkrementy tvoria priblizne 5% urolitidzy u deti. Incidencia sa zvySuje nad 10%
v mladSich vekovych skupinach (10) a ne-endemickych oblastiach (11, 12). Baktérie Stiepiace
ureu pomocou enzymu ureazy (Proteus, Klebsiella, Pseudomonas) st zodpovedné za vznik
infekénych konkrementov.

Uredza Stiepi ureu na amoniak a bikarbonat, pricom sa zvySuje pH mocu. Z zésaditom prostredi
sa strojnasobuje formovanie fosfatov s naslednou supersaturdciou magnézioamoniofosfatom
s karbonapatitom, ktory vedie k tvorbe kamenov.

Terapeutickym postupom je nielen odstranenie konkrementu, ale aj sucasné antibioticka lieCba.
Odportcanym krokom je aj zhodnotenie obsStrukénej uropatie sposobujucu poruchu odtoku
mocu a samotnt infekciu.

v
Kalciové Infekéné konkrementy Uratové Cystinové
konkrementy - struvity konkrementy konkrementy

Obr. 1 Typy konkrementov
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Stuhrn

Litotripsia rdzovymi vlnami je v prevaznej mierne metddou volby v liecbe nefrolitiazy.
Ureterorenoskopia zohrava klicovu rolu pri liecbe ureterolitidzy. Na naSom pracovisku najprv
zavadzame stent do oblicky na zabezpelenie pasivnej dilatacie mocovodu. U pacientov
s kongenitalnou obstruk¢nou uropatiou sa odstranuju konkrementy sucasne s korekciou
obstrukcie v mocovode alebo oblickovej panvicke. Konkrementy v mocovom mechuri
sa povicsine odstranuju cystoskopicky, zriedkavo pri objemnych konkrementoc sa vyuziva
otvorend cesta odstranenia konkrementov.

Kracové slova
ureterorenoskopia, ESWL, otvorend/laparoskopicka cesta odstranovania konkrementov,
dezintegrécia litidzy.

Summary

Extracorporeal shock wave lithotripsy is the method of choice in treatment of nephrolithiasis
in paediatric patients. Ureteroscopy has a predominant role in patients with ureterolithiasis.
We use to place a ureteral stent before endoscopic correction fo passive enhancement of ureter.
In patients with congenital obstructive uropathy of ureter or pelvis, we use to correct obstruction
byt open/laparoscopy surcical correction with extraction of calculi simultaneously. Bladder
stones are extracted via cystoscopy, rarely via open procedure in a large calculus.

Keyword
ureterorenoscopy, ESWL, open/laparoscopic correction, disintegration of calculus

Dostato¢ny prijem tekutin (2,5 — 3 1/24hod) arestrikcia soli v dennom prijme patria
K v§eobecnym opatreniam. Samozrejmostou byva Specificka lie¢ba metabolickej poruchy.
Zdokonalenim technického vybavenia sa liecba posunula zotvorenych operacii
k endoskopickym postupom odstraiiovania konkrementov, ktoré si menej invazivne
ako klasicky otvoreny chirurgicky pristup. Rozhodnutie o sposobe liecby zdvisi najméd od
poctu, vel'kosti, lokalizacie, zloZzenia konkrementu a morfoldgie odtokovych mocovych ciest.
U konkrementov do velkosti 4-5 mm, ktoré st asymptomatické, sa mdze ocakéavat
ich spontanny odchod. Neexistuje konsenzus medzi vel'kost'ou konkrementu pre danu vekovi
kategoriu a trvanim sledovania odchodu konkrementu. V literatire sa udava benefit
medikamentoznej expulznej terapie (MET) vyuZzivajuc a-blokatory, avSak u deti su sktisenosti
S expulznou terapiou limitované.

V stcasnosti sa u detskych pacientov preferuje ESWL terapia (Extracorporeal Shock Wave
Lithotripsy), vdaka ktorej sa da odstranit’ vel'ka viacSina kokrementov. Liecba sa modze
aplikovat’ na oblickové konkrementy, dalej konkrementy uloZene v mocovode a taktiez
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aj v mo¢ovom mechtri. Perkutanny pristup umoznuje odstranenie konkrementov nachadzajtice
sa v oblicke. Iba malé percento pacientov vyzaduje klasicky otvoreny chirurgicky pristup
odstrafiovania konkrementov. Snaha by mala byt zamerana na eliminéciu vSetkych zvyskov
konkrementu, lebo iba u 20-25% pacientov dojde k spontdannemu odchodu zvy$nych rezidui
v néslednom pooperacnom obdobi. Kongenitalna obstrukénéd uropatia by sa mala korigovat’
simultdnne s odstranenim konkrementu na prevenciu recidivy vzniku.

Extrakorpordlna litotripsia razovymi vinami (ESWL)

Priemerny podet razovych vin sa pohybuje okolo 1,800, 2,000 (az do 4,000) a priemern4 sila
sa pohybuje medzi 14 kV a 21 kV. Pouzitie USG a RTG zobrazenia vyznamne znizilo radia¢nu
expoziciu a ukézalo sa, ze deti su vystavené signifikantne nizsej radiacnej zatazi ako dospeli.
Preferovana je celkova anestézia u pacientov mladsich ako 10 rokov, konvencna intravendzna
sedécia alebo kontrolovana analgézia je d’alSou moznost'ou pri spolupracujucich starsich deti.
Uspesnost  (Stone-free rate - SFR) je ovplyvnena viacerymi faktormi. Odhliadnuc
od lokalizacie, pri progresii konkrementu, SFR sa vyznamne znizuje a zvysuje
sa pravdepodobnost’ opakovanej lieby. Uspesnost liegby klesa s narastajicou velkostou
konkrementu: <1 cm, 1-2 cm, > 2 cm - 90%, 80%, 60%, postupne.

Lokalizacia konkrementu je vyznamnym faktorom ovplyviiujiici Gspech liecby. Kamene
ulozené v panvicke a hornom mocovode, odpovedaju lepsie na ESWL. Pre tieto lokalizacie,
uspesnost’ odstranenia kamenov (SFR) sa pohybuje okolo 90%. VSeobecne plati, ze ESWL
je menej efektivna pri nefrolitiaze lokalizovana v dolnej kalichovej skupine. Niekol’ko $tudii
demonstrovalo 50 — 62% uspesnost’ lieCby kameniov dolnej kalichovej skupiny pomocou
ESWL.

Extrakorporalna litotripsia rdzovymi vinami sa mdze pouzit’ aj na liecbu ureterolitidzy. Nazory
na lie¢bu sa rozchadzaju. Uspesnost lie¢by klesé pri lokalizacii konkrementu v distalnom useku
mocovodu, navySe moézu nastat’ aj technické problémy so zamierenim konkrementu v tejto
lokalite.

Zavedenie ureteralnej endoprotézy neovplyviiuje efekt liecby, no celkové komplikacie
sa CastejSie vyskytovali u pacientov bez stentu. Endoprotéza je potrebna u pacientov
so solitarnou oblickou podstupujuica ESWL lie¢bu. U pacientov s velkymi alebo
odliatkovanymi konkrementami je zvySend pravdepodobnost’ vzniku tzv. Steinnstrasse
(kamenova cesta) s naslednym vznikom obStrukcie po ESWL terapii. Po litotripsii razovymi
vlnami pri vzniku obStrukcie mocovych ciest nahromadenymi zvySkami konkrementu
je potrebné zavedenie stentu alebo punkénej nefrostomie.

Rozbor Hounsefieldovych jednotiek (HU) konkrementu pri nekontrastnom CT vySetreni
sa ukazal ako prediktivny faktor uspesnosti lie¢by. Uspesnost’ liecby pomocou ESWL sa
zvysuje pri konkrementoch s menej ako 600 HU. Zistilo sa, Ze muzské pohlavie, mladsi vek,
menSia vel'kost konkrementu, solitarny konkrement, lokalizacia mimo dolny pdl a negativna
anamnéza intervencie si priaznivymi faktormi uspeSnosti liecby u deti pomocou ESWL
procedury.

Komplikécie sposobené ESWL u deti byvaju mierne a prechodné.
Medzi najcastejSie komplikacie patri:

e oblickova kolika

e  prechodnd hydronefréza

e dermalna ekchymoza

e IMC
e vznik Steinstrasse
e  Sepsa

e hemoptyza (zriedkavo)
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U deti so sterilnym pody pri kultivacii moéu, antibioticka profylaxia sa neodportéa. Usilie
by malo byt zamerané na sterilizaciu mocu pred samotnym ESWL, URS alebo perkutdnnou
nefrolitotdmiou — PCNL

Perkutdanna nefrolitotomia (PCNL)

Litotripsia rdzovymi vinami je v prevaznej mierne metodou volby v liecbe nefrolitiazy.
Pre vécsie a odliatkové konkrementy sa mdze vyuzit’ aj perkutanna forma liecby. Predoperacné
vysetrenia, indikécie a samotna chirurgicka technika je rovnaké ako u dospelych. Vo vicsSine
pripadov, PCNL sa vyuziva ako monoterapia, ale byva aj doplnkovou liecbou.

U deti (hlavne u malych deti), PCNL poskytuje urc¢ité vyhody, ako napriklad mensSia rana,
jednoducha dilatacia kanala a ulozenie nefroskopu, primerany pracovny kanal a v neposlednom
rade zniZena cena.

Ako monoterapia, PCNL je efektivnou a bezpeénou metddou. Uspesnost’ (SFR) liecby
sa pohybuje medzi 86,9 a 98,5% po prvej dobe. Tato miera sa zvySuje po tzv. second look,
¢i uz je to opakovand PCNL, URS alebo ESWL. Dokonca aj pri kompletnych odliatkovych
konkrementoch, SFR sa blizi k 89% po prvej dobe.

NajcastejSou komplikaciou PCNL u deti byva krvacanie, poopera¢né febrility a infekcia,
perzistujici Gnik mocu. Krvacanie vyzadujlice transfiziu sa udava v 10% pripadov a uzko
stvisi s vel'kostou konkrementu, operacnym cCasom, velkostou pracovnej posvy a poctom
punkcii. V nedavnych §tadiach, pooperaéné infekéné komplikacie, ako febrility s alebo
bez dokumentovanej IMC, sa vyskytuju v menej ako 15%. Pric¢inou febrilnych stavov nie vzdy
byva infekcia. Moderné prisluSenstvo (13-14F pracovnej poSvy) umoziiuje vykonat miniatirnu
PCNL(‘miniperc’) alebo ultramini PCNL (UMP) s vyznamne nizS§imi krvnymi stratami.
Nedavna $tadia odhalila, Ze microperc poskytuje podobné SFR a mieru komplikécii a znizuje
percento pridruzenych liecebnych metéd v porovnani ESWL v liecbe urolitiazy u deti.

Pre konkrementy od 10-20 mm, mikro-PCNL ukazalo porovnatelné vysledky s mensimi
krvnymi stratami ako pri mini-PCNL. Tato technika sa vyuZiva pri konkrementoch < 2 cm,
so zavedenym permanentnym katétrom alebo ,,double pigtailom*. A navySe, dalSou
moznost'ou je aj pouzitie USG na vytvorenie pristupu v supinacnej polohe.

Priemerny poopera¢ny ¢as hospitalizacie je podobny ako u dospelych. Odhaduje sa na 3-4 dni
a je vyrazne kratSi ako pri otvorenom pristupe. Tato miniinvazivna metoda liecby nefrolitidzy
u deti sa javi ako sl'ubnd metoda.

Ureterorenoskopia

Zvysujuce sa mnozstvo endourologickych pristrojov mensSich rozmerov umoziiuje liecbu
ureterolitiazy u detskych pacientov.

Technika ureterorenoskopie deti je podobna ako u dospelych. Odporuca sa pouzit’ vodiaci drot
a celi proceduru vykonat’ pod optickym dohl'adom. Dilatacia ureterovezikalneho spojenia
a zavedenie stentu je kontroverzné. Na nasom pracovisku povacsine pred ureterorenoskopiou
zavadzame v prvom kroku stent do mocovodu na pasivne rozSirenie limenu mocovodu,
nasledne o niekol’ko tyzdiiov sa vtzv. ,second step,, vykonava ureterorenoskopia
s extrakciou/dezintegraciou konkrementu. Vo vSeobecnosti, dilatacia ureteru sa vykondva iba
vo vybranych pripadoch. Existuji rdzne techniky litotripsie, ¢i uz ultrazvukova (sonotroda),
pneumaticka alebo laserova. VSetky sa ukazali ako bezpecné a efektivne.

Vsetky Studie poukazujl, Ze ureterorenoskopia ako endoskopicka liecba ureterolitidzy nema
vplyv na vznik striktiry ¢&i vezikoureteralneho refluxu. Pooperacna striktira zavisi
od pritomnosti zaklineného konkrementu alebo poranenia mocovodu pocas operacie.
Uspesnost’ ureterorenoskopie u deti s pouzitim semirigidného pristroja sa odhaduje na 90%.

V poslednom obdobi sa Coraz CastejSie vyuzivaju na odstranenie konkrementov flexibilné
ureterorenoskopy. Touto metodou sa dajii odstranit’ intrarenalne a ureteralne konkrementy.
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U pacientov pri flexibilnej ureterorenoskopii sa nezvyklo dilatovat’ orificium, déraz sa kladol
na pouzivanie ureteralnej poSvy. Pri nemoznosti retrogradneho zavedenia ureterorenoskopu
do mocovodu sa v prvom kroku ponecha stent v mo¢ovode na pasivnu dilataciu mocovodu,
v druhom kroku sa pokra¢uje ureterorenoskopiou. Uspesnost’ lie¢by sa pohybuje od 60-100%
so zanedbatelnym poctom komplikacii. Potreba dopliujicich zékrokov sa zvySovala
s velkostou konkrementu. Porovndvacia stadia poukdzala, ze retrogradna ureterorenoskopia
ma podobné vysledky ako ESWL po troch mesiacoch, s mensim poctom dopliujucich
procedur. Pre konkrementy vicsie ako 2 cm, retrogradna ureterorenoskopia dosahovala nizsi
SFR oproti mini-PCNL, vyhodami boli najmé nizSia radiana zataz, menSie mnoZzZstvo
komplikacii, kratsi Cas hospitalizacie. Na druhej strane, pri konkrementoch velkosti od 10-20
mm, sa pomocou retrogradnej ureterorenoskopie podarilo dosiahnut’ podobné percento SFR
a komplikacii, s kratSou hospitalizaciou a nizSou radia¢nou zat'azou oproti micro-PCNL.

Otvorené alebo laparoskopické odstranenie konkrementu

Mnoho konkrementov u detskych pacientov sa odstranuje pomocou ESWL alebo pomocou
endoskopickych metdd. V niektorych situaciach je potrebnd klasickachirurgickd otvorena cesta
odstranenia konkrementu. Vhodnymi kandidatmi st velmi malé deti s velkymi
konkrementami, s/bez pridruzenych kongenitdlnych obstrukénych uropatii vyzadujuce
chirurgicku korekciu. Je taktiez potrebnd udeti stazkymi deformitami kosti limitujiuce
polohovanie pacienta na endoskopicku lieCbu.

V niektorych pripadoch sa laparoskopicka technika moéze pouzit' ako alternativna liecba
otvorenej chirurgii. Vhodnymi kandidatmi s pacienti pri predchadzajicej neuspeSnej
endoskopickej korekcii, komplexné anatomické anomalie (ektopicky ulozeny ¢revny segment),
pritomna obStrukcia v ureteropelvickej junkcii, divertikel kalicha, megaureter alebo velky
zaklinenym konkrementom. Moéze sa pouzit laparokospicky alebo roboticko-asistovany
transperitonedlny a retroperitonedlny pristup. S tymito metédami st limitované skusenosti
a nemali by sa pouzivat’ ako rutinnd terapeutickd modalita.

Konkrementy v mo¢ovom mechuri sa obvykle odstrafiuju endoskopicky. Otvoreny chirurgicky
pristup sa vyuZziva iba pri rozsiahlych konkrementov alebo pri vzniku anatomickej prekazky
konkrementom.
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AKUTNE SKROTUM

(Acute scrotum)
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Sthrn

V detskej urologii je akttne skrotum naliehavy stav najcastejSie sposobeny torziou testis,
torziou apendix testis alebo epididymitidou pripadne epididymo-orchitidou. Prejavuje
sa bolestivostou, opuchom a zaCervenanim skréta. Neadekvatne vySetrenie a oneskorenie
v diagnostike a liecbe moéze mat’ za nasledok ireverzibilné poskodenie az stratu testis. Preto
je potrebné urychlene posudit’ stav a vylucit podmienky ohrozujice plodnost’ a V pripade
potreby urgentne naplanovat’ chirurgické rieSenie. Ultrazvuk je vySetrovaci nastroj nevyhnutny
na vyhodnotenie akutneho skrota, umozinuje rychle zobrazenie bez radia¢ného ziarenia
amoznost hodnotit’ centralny arterialny privod Krvi avenoznu drenaz testis pomocou
farebného Dopplerovho zobrazovania. Fyzické vysetrenie a spravne vykonana Doppler
ultrasonografia umoznuje adekvatne vyhodnotit’ akutne skrotum u deti a dospievajucich.
V zriedkavych pripadoch, kedy nie je diagnostika jasna je metddou vol'by chirurgické riesenie.
Torzia testis predstavuje priblizne 25% pripadov akutneho skroéta.

Krucové slova
testis, torzia, skrotum, ultrazvuk, chirurgické rieSenie

Summary

Acute scrotum is a paediatric urological emergency, most commonly caused by torsion
of the testis or appendix testis, or epididymitis/epididymo-orchitis. It is manifested by pain,
swelling and redness of the scrotum. Inadequate examination and delays in diagnosis
and treatment can result in irreversible damage or loss of testis. Therefore, it is necessary to
urgently reviw the condition and exclude conditions threatening fertility and, if necessary,
urgently plan asurgical treatment. Ultrasound is an examination tool necessary for the
evaluation of acute scrotum, it enables fast imaging without radiation and the possibility to
evaluate the central arterial blood supply and venous drainage of the testis using color flow
Doppler. Physical examination and properly performed Doppler ultrasonography allows
adequate evaluation of acute scrotum in children and adolescents. In the rare cases where the
diagnosis is not clear, the surgical treatment is the method of choice. Torsion of the testis
accounts for approximately 25% of cases of acute scrotum.

Keywords
testis, torsion, scrotum, ultrasonography, surgical treatment
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Uvod

Epidemiologia, etiologia a patofyziologia

V detskej uroldgii je akutne skrétum naliehavy stav najcastejSie spdsobeny torziou testis,
torziou apendix testis alebo epididymitidou pripadne epididymo-orchitidou. (1) Dal§imi
pri¢inami akutnej bolesti skrdta su idiopaticky skrotalny edém, orchitida pri zapale priusnych
zliaz (mumps), varikokéla, hydrokéla, hematém v skrotalnej oblasti, inkancerovana hernia,
appendicitida alebo systémové ochorenia ako napr. Henoch-Schnénlein purpura. (2) Trauma
moze byt pri¢inou akutneho skrota, pretoze moze suvisiet’ s post-traumatickymi hematémami,
testikularnou kontuziou. (3)

Torzia testis sa vyskytuje hlavne v neonatalnom obdobi a pocas puberty, zatial' ¢o torzia
apendix testis sa vyskytuje v SirSom vekom rozmedzi. Epididymitida postihuje 2 vekové
skupiny: menej ako jeden rok a dvanast’ az patnast’ rokov. (4)

Stadia predpovedala roény vyskyt epididymitidy priblizne 1,2 na 1000 chlapcov. (5)
Perinatilna torzia testis najCastejSie vznikne prenatdlne. Bilaterdlna torzia zahfiia 11-21%
vSetkych perinatadlnych pripadov. (6) RozliSuje sa intravagindlna a extravaginalna torzia.
Za normalnych podmienok testis pokryva tunica vaginalis, je pripevnend k posterolateralnemu
povrchu testis, pricom neumoziuje velktl pohyblivost’ testis. U pacientov s vysokym tiponom
tunica vaginalis (tzv. bell clapper deformita) moze dojst’ k rotacii testis na trovni spermatického
povrazca v cavum serosum scroti. DIhé mezentérium medzi testis a epididymis vedie zriedkavo
K torzii testis. Extravaginalna torzia sa vyskytuje prevazne v perinatadlnom obdobi. Stvisi
s nedokonalym Uponom testis na Urovni gubernakula. Vé&cSina pripadov je extravaginalna
torzia v porovnani s obvyklou intravaginalnou torziou, ku ktorej dochadza pocas puberty.

Diagnostické vySetrenie

Pacienti maju bolesti v skrotalnej oblasti, okrem novorodeneckej torzie. Nahly nastup bolesti
v kombinacii s vracanim je typicky pre torziu testis alebo torziu appendix testis. (7)
Vo vSeobecnosti je trvanie priznakov kratSie pri testikularnej torzii (69% je pritomnych do 24
hodin) a torzii appendix testis (62%) v porovnani s epididymitidou (31%). (1)

Vo vcasnej faze vySetrenia moZe viest' lokalizacia bolesti k spravnej diagnostike. Pacienti
s akatnou epididymitidou maju citlivy az bolestivy nadsemennik, zatial’ ¢o pacienti s torziou
testis maju bolestivy semennik a pacienti Storziou appendix testis pocituji izolovanu
bolestivost’ na hornom pdéle semennika. (8) Abnormalna (horizontalna) poloha testis je ¢astejSia
pri testikularnej torzii ako pri epididymitide. (1)

Chybanie Kremasterového reflexu je jednoduchou vysetrovacou metdodou so 100% senzitivitou
a 66% Specificitou svedciacou pre torziu testis (7) Elevacia skrota moze spdsobit’ vymiznutie
bolesti pri epididymitide, ale nie pri torzii testis. Febrilita sa objavuje Castejsie pri epididymitide
(11-19%). Klasické znamenie tzv. ,.blue dot“ mozeme najst u 10-23% pacientov s torziou
appendix testis a torziou testis.

V mnohych pripadoch nie je jednoduché urcit’ pri¢inu akttneho skréta na zaklade anamnézy
a samotného fyzikalneho vysetrenia. (1) Pozitivny mocovy sediment je len u par pacientov
s epididymitidou. (9) Treba si pamétat, Ze normalny nalez v moci nevylucuje epididymitidu.
Podobne pozitivny ndlez v mo¢i nevylucuje testikuldrnu torziu. Doppler ultrasonografia
je uzitocna pre vysetrovanie akttneho skréta s 63,6-100% senzitivitou a 97-100% Specificitou,
pozitivnou prediktivnou hodnotou 100% a negativnou prediktivnou hodnotou 97,5% (10)
Pouzitie Doppler ultrasonografie moZze znizit’ pocet pacientov, ktori by podstipili chirurgicky
zakrok. (10) TieZ moZe ukazat’ mylny arteridlny tok vo v€asnej faze torzie a pri €iastocnej alebo
intermitentnej torzii. Pretrvavajuci arteridlny tok nevylucuje testikularnu torziu. Vzdy musi byt
vykonané porovnanie s druhou stranou.

Lepsie vysledky boli zaznamenané S pouZitim vysoko-rozliSitel'ného ultrazvuku na priamu
vizualizaciu otoCenia spermatického retazca s 97,3% senzitivitou a 99% Specificitou (10)
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Diagnostika akutneho skréta u chlapcov je hlavne zalozend na klinickom obraze a doplnkovych
vySetreni. (11)

U chlapcov pred pubertou s akatnou epididymitidou sa vyskytuje zakladna urogenitalna
abnormalita v 25- 27,6%. Kompletné urologické vySetrenie u vSetkych deti s akutnou
epididymitidou je stale diskutabilné.

ManaZment terapie

Epididymitida

U prepubertalnych chlapcov je zvycajne etiologia nejasnd, so zakladnou patologiou priblizne
25%. Mocovy sediment je zvy€ajne negativny, a na rozdiel od star§ich chlapcov je sexudlne
prenosna choroba zriedkava.

Antibioticka liecba, hoci je ¢asto prvou vol'bou nie je vo véac¢sine pripadov indikovand, pokial
vySetrenie mocu nepreukdze bakteridlnu infekciu. Epididymitida sa da zvladnut
bez antibiotickej liecby na podpornej terapii (minimalna fyzicka aktivita a analgetikd) a lieci
sa bez akychkol'vek nasledkov. Avsak bakteridlna epididymitida méze byt komplikovana
abscesom a nekrozou testis a vtedy je nutné chirurgické riesenie. (12)

Obr. 1 Peroperacny nalez epididymitis acuta
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Testikuldarna torzia

Manuélna detorzia testis sa vykonava bez anestézie. SpoCiatku by malo byt’ testis otacané
smerom von, pokial’ sa nezvysuje bolestivost’ alebo pokial nie s pritomné znamky rezistencie.
Uspesnost’ je definovand ako okamzité odstranenie vietkych priznakov a normélny nélez
pri fyzikdlnom vysetreni (13) Po uspesnej detorzii je nutné vykonat’ bilateralnu orchiopexiu.
Tento vykon by sa nemal vykonavat’ elektivne, ale hned” po manualnej detorzii. (14) Torzia
appendix testis moze byt lieCena pouzitim protizapalovych analgetik a teda
bez chirurgickej intervencie. Pocas 6- tyzdiiového sledovania klinického stavu
a ultrasonografiesa neobjavila Ziadna atrofia testis. Chirurgickd intervencia sa vykonava
aj pri neustupujucich bolestiach a pri ojedinelych pripadoch.

Obr. 2 Peroperac¢ny nalez torsio app. testis

Chirurgicka liecba

Testikularna torzia je naliehavy stav, ktory si vyzaduje rychlu chirurgicka liecbu.
NajdolezitejSie determinanty urcujice vcasni zachranu semennikov si ¢as medzi nastupom
priznakov a detorziou a stupiiom otocenia. (15) Zavazna testikuldrna atrofia nastava po torzii
0 4 hodiny pri torzii 0 360°. V pripadoch kedy je torzia inkompletna (180- 360°) s trvanim
symptomov az 12 hodin nebola pozorovana Ziadna atrofia. AvSak tazka atrofia testis bola
najdena u vsetkych pripadov s torziou viac ako 360° a trvani symptomov viac ako 24 hodin.
(16) Vcasna chirurgicka intervencia s detorziou (priemerny ¢as torzie trvajici menej nez 13
hodin) (17) ma dobrti prognézu pre zachovanie plodnosti. Urgentna chirurgickd intervencia
je nutna vo vSetkych pripadoch testikularnej torzie v rozsahu 24 hodin od zacatia priznakov.
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Obr. 3 Peroperacny nalez torsio testis

Doba torzie v priemere 70 hodin nasledovana orchiektomiou ohrozuje plodnost. Pocas
chirurgického vykonu je vykonand fixdcia kontralateralneho testis. Opakovana torzia
po predchéadzajucej fixacii testis byva zriedkava a moze sa objavit’ o niekol'’ko rokov neskor.
U pacientov s testikularnou torziou > 24 hodin je potrebny semi-elektivny prieskum. (15, 16)
Existuje kontroverzné otazka, ¢i sa ma vykonat’ detorzia so zachovanim testis alebo vykonat’
orchiektomiu, aby sa zachovala funkcia kontralateralneho semennika a plodnost’ po testikularne
torzii s dlhym trvanim (> 24 hodin).

Externé chladenie pred chirurgickou intervenciou a medikamentdzna liecba sa zdaju byt’ uc¢inné
pri redukcii ischemicko-reperfizneho poSkodenia a zachovani Zivotaschopnosti torkvovaného
a kontralateralneho semennika. (18, 19) Dobrou klinickou praxou je fixacia kontraleteralneho
semennika u prenatalnych a neonatalnych torzii (avSak nie je literatara, ktora by to potvrdila)
a odstraneni atrofovaného semennika.
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Zaver

Sledovanie

Pacienti potrebuju sledovanie hlavne kvoli problémom s fertilitou a hormonalnym nasledkom.
Napriek véasnej a adekvatnej detorzii a fixacii semennika sa méze az u polovice pacientov
vyvinat testikularna atrofia, dokonca aj ked’ bol peropera¢ny nalez v norme. (20)

Plodnost

Subfetrilita sa nachadza u 36-39% pacientov po torzii testis. (15)V dlhodobom sledovani
analyza spermii méze byt normalna len u 5-50%. V¢asna chirurgicka intervencia s detorziou
(priemerny cCas torzie trvajuci menej nez 13 hodin) ma dobru prognoézu pre zachovanie
plodnosti. (17 Doba torzie v priemere 70 hodin nasledovana orchiektémiou ohrozuje plodnost.
Subfertilita a infertilita st dosledkami priameho poskodenia semennikov po torzii.
Je to spésobené preruSenim privodu krvi, ale aj post-ischemicko-reperfuznym poskodenim
po detorzii kedy voIné radikdly odvodené od kyslika rychlo cirkuluja v testikularnom
parenchyme. (15)

Hladina androgénu

Napriek tomu, Ze hladiny FSH, luteinizaéného horménu (LH) a testosteréonu su vysSie
U pacientov po testikularnej torzii v porovnani s normalnymi kontrolami, endokrinna funkcia
semennikov zostava v normalnom rozmedzi po testikularnej torzii. (21)

Nezodpovedané otazky

Hoci je testikularna torzia bezny problém, mechanizmus neonatélnej a prenatalnej torzie zatial
nie je presne jasny, ako aj Ci je fixacia kontralateralneho semennika v tychto pripadoch naozaj
nutnd. Vplyv atrofovaného semennika na plodnost’ tiezZ nie je jasna.
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Suhrn

Vzhl'adom na mnozstvo informadcii, ktoré su zakdédované v molekule DNA a ulohu, ktoru
zohrava v rozhodujucich bunkovych procesoch, stala sa tito makromolekula atraktivnym
cielom réznych terapeuticky vyznamnych molekal ako st napriklad koordinacné zluceniny
prechodnych kovov. Praca sa zaobera Studiom interakcie ctDNA s dvomi Cu(Il) komplexami
[Cu(phen)(D- phengly)(H20)]JNOz- H.O (1) a [Cu(phen)(D -val)CIl]-HO (2), kde
phen = 1,10 - fenantrolin, phengly = fenylglycin aval =valin, s vyuzitim UV-Vis
spektrofotometrie. Hodnoty védzbovych konsStant tychto komplexov s ctDNA zistenych
70 spektrofotometrickych  titracii  boli  Kp=0,47.10*molt.dm® pre  komplex
1 a Ky = 0,97.10* molt.dm? pre komplex 2.

KPlacové slova
Cu(II) komplexy, DNA interakcie, vdzbova konStanta

Summary

The quantity of information encoded in DNA and its role in critical cellular processes have
made DNA a very attractive target for therapeutically important molecules such as transition
metal complexes. This study is focused on the investigation of interaction between ctDNA and
two Cu(ll) complexes using UV-Vis spectroscopy. The complexes under study were
[Cu(phen)(D - phengly)(H20)]NOz - H,O (1) and [Cu(phen)(D - val)CI] - H.O (2), where
phen = 1,10 - phenantroline, phengly = phenylglycine and val = valine. The binding constants
Ko were calculated from the spectroscopic titrations and were found to be
Kby = 0,47.10% mol-.dm? for complex 1 and Kp = 0,97.10* mol™*.dm? for complex 2.

Keywords
Cu(ll) complexes, DNA interactions, binding constant

Uvod

Molekula DNA je vyznamnym cielom roéznych terapeuticky vyznamnych molekul ako st
antivirotikd, antibiotika a protinadorové lieCiva. Perspektivnou skupinou latok st koordina¢né
zluceniny prechodnych kovov, ktoré sii predmetom intenzivneho bioanorganického vyskumu
od objavenia protinddorového ucinku cisplatiny ajej derivatov. Unikatne vlastnosti
koordina¢nych zlucenin, dané charakterom centralneho atomu, jeho oxidaénym ¢islom, typom
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koordinovanych ligandov a velkostou a tvarom koordinacného polyédra, umoziuju vysoky
stupen selektivity vo¢i DNA, ako aj inym biologickym ciel'om (1).

Vyznamnou skupinou latok z hladiska ich biologickej aktivity su kasiopeiny. Ide o skupinu
koordina¢nych zluc¢enin Cu(II) typu [Cu(N-N)(A-A)]NO3, kde (N-N) je bidentatny diiminovy
ligand, napriklad bipyridin alebo fenantrolin a (A-A) su N-O, pripadne O-O donorové atomy
a—L-aminoacidato- alebo acetylacetonatového typu, patentované a registrované pod nazvom
Casiopeinas®. Antiproliferativne uéinky kasiopeinov boli pozorované napriklad pri mysacich
nadorovych bunkach L-1210, T'udskych nadorovych bunkovych liniacch CH1 (karcinom
vajenikov), HeLa (karcindbm krcka maternice), SiHa (spinoceluldrny karcindm krcka
maternice), MCF-7 (karcinom prsnika) a HCT- 15 (karcindm hrubého ¢reva) (2-6).

Do tejto skupiny latok patria aj studované komplexy [Cu(phen)(D - phengly)(H20)]NO3z - H20
a [Cu(phen)(D - val)CI] - H2O, preto je z hladiska predikcie ich potencialnej biologickej
aktivity zaujimavé preskumat’ sposob ich interakcie s molekulou DNA.

Material a metody

Cu(I1) komplexy:

[Cu(phen)(D - phengly)(H20)]NO3z - H20 (1)
[Cu(phen)(D - val)ClI] - H20 (2)

Z vyrieSenej Struktury komplexov 1 a 2 vyplyva, ze oba Cu(Il) komplexy majii deformovanu
Stvorcovo-pyramidalnu geometriu (7,8). Zakladiiu koordina¢ného polyédra tvoria N,N
donorové atomy 1,10-fenantrolinu a N,O donorové atomy aminokyseliny D-fenylglycinu, resp.
D-valinu. V apikdlnej pozicii je na centralny atdom medi v pripade komplexu 1 naviazana
molekula vody a v pripade komplexu 2 chloridovy anion (obr.1).

H0

{a) (b)

Obr. 1 Schématické znazornenie Struktiry komplexu 1 (a) a komplexu 2 (b)
(bez vodikovych vizieb)

Interakcia s DNA

Pri interakénych Stadidch sa pouzila DNA z telacieho tymusu (ctDNA). VSetky merania sa
uskuto¢nili v tlmivom roztoku Tris-HCI (¢ = 0,01 mol.dm™) pri pH 7,4 v kremennej kyvete
sd=1cmapri25°C.

Spektrofotometricka titracia Cu(Il) komplexov:

Sledovala sa zmena v absorpénom spektre Cu(Il) komplexov v rozsahu vinovych dizok
200 nm - 340 nm vplyvom rastucej koncentracie ctDNA. Koncentracia Cu(Il)
komplexov Vv reakénej zmesi bola ¢ =25 pmol.dm® a koncentracia DNA sa pohybovala
v rozsahu 0 — 100 pmol.dm,

Spektrofotometricka titracia ctDNA:

Sledovala sa zmena v absorpénom spektre ctDNA v rozsahu vlnovych dizok 210 nm — 330 nm
vplyvom rastucej koncentracie Cu(Il) komplexov. Koncentracia ctDNA Vv reakénej zmesi bola
¢ =50 umol.dm™ a koncentracia komplexov sa pohybovala v rozsahu 0 — 50 pmol.dm™,
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Vypocet vizbovej konstanty Ky
Z0 zmien hodnot Amax pri spektrofotometricke; titracii Cu(Il) komplexov sa vypocitala vizbova
konstanta Kb, vychadzajuc z nasledovnej rovnice, podl'a (9):

[DNA]  [DNA] 1

Sa—& & —& Ky— (g — &)

£a = molarny absorpcny koeficient Cu(Il) komplexu po pridani DNA

& = molarny absorpcny koeficient Cu(Il) komplexu pred pridanim DNA
&= molarny absorpcny koeficient plne viazaného Cu(Il) komplexu
[DNA] = koncentracia DNA v mol.dm

Ky = viizbova konstanta v mol.dm?

Po zostrojeni zavislosti [DNA]/(ea - &f) od koncentracie DNA sa Kby vypocitala z rovnice
priamky y = ax + b ako podiel smernice priamky a ypsilonovej suradnice priese¢nika priamky
S 0Sou v

k. =2

"7 b

Vysledky
Pri $tadiu interakcie komplexov 1 a2 s DNA sa sledovali zmeny v ich absorpénom spektre
Vv zavislosti od rastiicej koncentracie DNA (obr. 2), ako aj zmeny v absorpénom spektre ctDNA
v zavislosti od rastiicej koncentracie komplexov (obr. 4). V spektrach komplexov mozno
vplyvom rasticej koncentracie ctDNA pozorovat pokles intenzity absorpénych maxim
(hypochromny efekt). V pripade komplexu 1 intenzita absorpéného maxima pri vinovej
diZke Amax = 272 nm poklesla 0 25,2 % a v pripade komplexu 2 0 23,9 %. Okrem toho mozZno
v absorpénom spektre komplexu 1 pozorovat’ posun vinovej dizky absorpéného maxima pri
272nm o1 nm smerom k infracervenej oblasti spektra (batochrémny posun). V pripade
komplexu 2 nedochadza ku Ziadnym posunom vlnovych dizok absorpénych maxim smerom
do infracervenej alebo ultrafialovej oblasti. Na obr. 3 je znazornend zavislost [DNA]/Ae
od koncentracie DNA pri Amax =272 nm. Z rovnice priamky sa podla postupu uvedeného
Vv kapitole Material a metody vypocitali vizbové konstanty Ky pre oba Cu(ll) komplexy. Ich
hodnoty st Kp = 0,47.10% molt.dm?® pre komplex 1 a Ky = 0,97.10* molt.dm? pre komplex 2.

200 240 280 320 200 240

A[nm] 280 A[nm] 320

(a) (b)

Obr. 2 Elektronové absorpéné spektrum komplexu 1 (a) a komplexu 2 (b) titrovanych roztokom
ctDNA Koncentracia Cu(Il) komplexov ¢ =25 pumol.dm™. Koncentracia ctDNA bola v intervale
¢ =0- 100 pmol.dm™. Merania sa uskutoénili v tlmivom roztoku Tris-HCI (¢ = 0,01 mol.dm, pH 7,4)
pri 25°C. Sipka oznaduje zmenu Amax po pridani ctDNA do roztoku Cu(Il) komplexu.
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(b)

Obr. 3 Zavislost’ [DNA]/A¢ od koncentracie DNA pre komplex 1 (a) a pre komplex 2 (b)
Ae =g, - &f

Na obr. 4 si znazornené zmeny v elektronovych absorpénych spektrach ctDNA, ktord bola
titrovana komplexami 1 a 2. Absorpéné maximum DNA sa nachadza pri vlnovej dizke 260 nm.
Vplyvom rasticej koncentracie Cu(ll) komplexov dochadzalo k hypochrémnemu efektu
a zaroven k posunu vinovej dizky absorpéného maxima na hodnotu 254 nm (hypsochrémny
posun). Zaroven so zvysujucou sa koncentraciou Cu(Il) komplexov vznikalo nové absorpéné
maximum pri vinovej dizke 279 nm.

0,6 - 0,6 -
A A
04 4 + 0,4 )

210 250 290 330

(a) (b)

Obr. 4 Elektronové absorpéné spektrum ctDNA titrovaného komplexom 1 (a) a komplexom 2 (b)
Koncentracia ctDNA ¢ =50 umol.dm3, koncentracia Cu(Il) komplexov bola v intervale
¢ =0 - 50 pmol.dm™. Merania sa uskuto¢nili v tImivom roztoku Tris-HCI (c = 0,01 mol.dm?, pH 7,4)
pri 25°C. Sipka oznaéuje zmenu Amax po pridani Cu(II) komplexu do roztoku ctDNA.

Diskusia a zaver

Kovalentné alebo nekovalentné interakcie koordina¢nych zli¢enin s DNA st podstatou ich
potencidlneho biomedicinskeho vyuzitia (10). V prvom pripade sa vytvara koordinacnd vézba
medzi i6nom kovu a niektorym z donorovych atomov molekuly DNA, najmi s N7 atomami
imidazolového kruhu guaninu alebo adeninu. Nekovalentné interakcie zahfiaju elektrostatické
interakcie medzi kladne nabitou komplexnou casticou a zdporne nabitou sacharidovo-
fostatovou kostrou, vodikové vézby, van der Waalsove interakcie a hydrofébne interakcie.
Na zaklade tychto nekovalentnych interakcii rozliSujeme tri hlavné typy sposoby sposoby
viazania koordina¢nych zlicenin na DNA: vidzba na povrch molekuly DNA, interkalacia
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a vidzba do malého/velkého Zliabku. Na §tidium interakcie molektl s DNA sa vyuzivaji rozne
analytické metody, pricom jednou z najjednoduchsich a najéastejSie vyuzivanych je UV-Vis
spektrofotometria. Komplexy 1 a 2 obsahujt vo svojej molekule ligand 1,10 - fenantrolin, ktory
ma vd’aka svojmu kondenzovanému aromatickému systému potencial interkalovat’ medzi pary
baz v molekule DNA. Pri interkalacii malych molekal medzi pary baz mozno pozorovat’ v ich
absorpénych spektrach vplyvom zvySujucej sa koncentracie DNA hypochromny efekt.
Hypochromizmus je zvyc€ajne sprevadzany batochromnym posunom. S vyuzitim absorpéne;j
spektroskopie je mozné zistit' aj pevnost’ vdzby medzi malou molekulou a DNA, ktort
kvantitativne vyjadruje vizbova konstanta Ky (11).

V absorpénych spektrach komplexov 1 a 2 sme pri zvySujicej sa koncentracii CIDNA
pozorovali vyrazny hypochromizmus pri vSetkych Amax. Jeho rozsah bol v pripade oboch
komplexoch priblizne rovnaky. Okrem hypochromizmu sme v absorpcnom spektre komplexu
1 pozorovali nevyrazny batochromny posun Amax pri 272 nm o 1 nm. V pripade komplexu 2
sme nepozorovali Ziadny posun vinovych dizok absorpénych maxim. Z idajov ziskanych
spektrofotometrickou titraciou sme vypocitali vizbové konstanty Ky komplexov s ctDNA. Ich
hodnoty su Ky = 0,47.10* mol™t.dm? pre komplex 1 a K, = 0,97.10* mol-*dm? pre komplex 2.
Z danych hodnét vazbovych konstant vyplyva, ze oba Cu(Il) komplexy maji k ctDNA strednu
afinitu.

Ked'Ze sme so zvySujucou sa koncentraciou ctDNA pozorovali v spektrach Cu(Il) komplexov
len maly (komplex 1), pripadne ziadny (komplex 2) batochromizmus, sledovali sme
priebeh absorpéného spektra DNA vplyvom rasticej koncentracie Cu(Il) komplexov.
Molekula DNA mé v dosledku aromatického charakteru dusikovych baz absorpéné maximum
pri vinovej dizke 260 nm. Zmena konformacie DNA vplyvom interkalatora vedie k vyraznému
hyperchromnemu efektu (12). Hyperchromizmus v spektre DNA vplyvom komplexov 1 a 2
sme nepozorovali. Velmi zaujimavé vSak bolo zistenie, ze vplyvom rastiicej koncentracie
komplexov 1 a 2 vznikal novy absorpény pas s maximom pri vinovej dizke 279 nm. Toto nové
absorpéné maximum by mohlo reprezentovat' vznik nového komplexu. Komplex 1 ma
Vv apikalnej pozicii koordina¢ného polyédra naviazani molekulu vody a komplex 2 mé na tomto
mieste koordinovany chloridovy anion, ktoré by mohli byt substituované niektorym
z donorovych atomov molekuly DNA. Tvorba kovalentnej vdzby medzi centralnym atomom
medi a donorovymi atdbmami DNA bola zistena aj v pripade niektorych kasiopeinov (13).

Na zaklade ziskanych vysledkov je mozné predpokladat’, Ze pri interakcii Studovanych Cu(II)
komplexov s molekulou DNA dochadza k Ciastoénej interkalacii 1,10 - fenantrolinu medzi
pary baz, priCom zaroven dochadza ku vytvoreniu koordinacnej vizby medzi Cu(ll)
a molekulou DNA. Na potvrdenie tychto predpokladov je potrebné pokracovat’ v Stadiu
interakcii komplexov s DNA s vyuzitim d’alSich spektroskopickych, pripadne inych vhodnych
analytickych metdd.
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Suhrn

V ostatnej dobe sa Coraz CastejSie stretavame so zlyhavanim antimikrdbnej terapie. Problémom
byvaju najmé chronické, recidivujuce infekcie. Na Dermatovenerologickej klinike LF UK
sa Casto stretavame s problémom recidivujicich vaginalnych infekcii najmé u zien vo fertilnom
veku, kde opakovane dochadza k zlyhavaniu antimikrobnej terapie. Preto sme sa na nasej
klinike rozhodli pristapit’ k alternativnej lieCbe autovakcinami, ktorej pociatky siahaju
az k roku 1904. Liecba autovakcinami pouzivand uz vySe 100 rokov je imunomodula¢na liecba
uréena na terapiu chronickych a recidivujacich infekeii, ktoré su t'azko lieCiteI'né antibiotikami
a chemoterapeutikami, a taktiez na preventivnu stimulaciu imunity. Cielom nasho vyskumu
je zistit' efektivitu tejto lieCby na stibore pacientok s chronickou, recidivujucou vaginalnou
infekciou. Tento vyskum realizujeme v spolupraci s Mikrobiologickym ustavom LF UK
a UNB, kde sa autovakciny pripravuju a tiez v spolupraci s Anatomickym ustavom LF UK,
vd’aka ktorému mame moZznost’ realizovat’ aj vySetrenie PCR.

Kracové slova
autovakciny, imunomodulacna terapia, vaginalne infekcie, chronické infekcie

Summary

Recently, we are increasingly encountering the failure of antimicrobial therapy. The problem
are chronic, recurrent infections in particular. At the Department of Dermatovenereology,
Faculty of Medicine, Comenius University, we often encounter the problem of recurrent vaginal
infections, especially in fertile women, where the antimicrobial therapy repeatedly fails.
Therefore, we decided at our clinic to approach an alternative treatment with autovaccines,
which dates back to 1904. Autovaccine treatment, used for more than 100 years,
is an immunomodulatory treatment designed to treat chronic and recurrent infections that are
difficult to treat with antibiotics and chemotherapeutics, as well as preventive stimulation
of immunity. The aim of our research is to determine the effectiveness of this treatment
in a group of patients with chronic, recurrent vaginal infection. We carry out this research
in cooperation with the Institute of Microbiology LF UK and UNB, where autovaccines are
being prepared, and also in cooperation with the Institute of Anatomy, Faculty of Medicine,
Comenius University, thanks to which we also have the opportunity to perform PCR testing.
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Uvod

Imunomodulacéna terapia autovakcinami prezivala svoju zlata éru v 30. - 50. rokoch minulého
storocia, kedy este neboli k dispozicii u€inné antimikrobne latky. V dobe antibiotik sa vSak tato
liecba dostala do uzadia. V ostatnom case ale stipajica bakteridlna rezistencia na antibiotika
vzbudzuje zaujem o alternativne spdsoby liecby chronickych a recidivujtcich infekeii (1).
Coraz &astejsi problém zlyhavania antimikrobnej terapie (2) nas podnecuje k hl'adaniu d’al$ich,
ucinnych sposobov liecby tychto infekcii. V ramci dermatoveneroldgie ale aj v gynekologii
sa Coraz CastejSie stretavame s recidivujucimi vaginalnymi infekciami kvasinkovej (3), alebo
bakterialnej etiologie (4) ato najmid uzien vo fertilnom veku. Preto sme sa
na Dermatovenerologickej klinike LF UK a UNB rozhodli s v spolupraci s Mikrobiologickym
ustavom a Anatomickym ustavom UK preskimat potencial autovakcin v liecbe tychto infekcii
blizsie.

Cielom naSej prace je monitorovanie klinickej G¢innosti peroralnych autovakcin v subore
pacientok pri lie¢be chronickych a recidivujicich vaginalnych infekcii. Uéinnost lietby
budeme monitorovat’ na zdklade kultivaénych a mikroskopickych nalezov a subjektivnych
priznakov pacientok v stanovenom ¢asovom horizonte.

Mpykotické vulvovaginitidy

Dysbalancia fyziologickej vagindlnej mikroflory mdze viest’ k mikrobidlnej infekcii, ktoru
sposobuju ako baktérie tak aj kvasinkovité mikroorganizmy endogénneho alebo exogénneho
povodu (5). V ostatnej dobe sa uzZien vo fertilnom veku najcastejSie uplatiiuje infekcia
kvasinkovymi mikroorganizmami rodu Candida. Klinicky sa v akutnej faze prejavuje hustym,
belavym vytokom krémovej farby az tvarohovitej konzistencie. V chronickom $tadiu je vytok
redsi. Subjektivne mozZe byt pritomné svrbenie aZ palenie vulvy. Pri recidivach je casto
pritomna aj bakteridlna flora. Vznik chronickej infekcie je podmieneny ako poruchou
imunitného systému hostitel’'a, tak aj faktormi patogenity virulencie povodcu infekcie (6).
Predispozi¢nymi faktormi na strane hostitel'a st porucha glukézovej tolerancie, tehotenstvo,
hormonalna antikoncepcia, antibiotika, striedanie sexualnych partnerov, nedostato¢na hygiena.
(7). Ur¢ita ulohu tu zohrava aj dedi¢nost’ (8). Uplatiiovat’ samoze aj hypersenzitivita
na mikrobialne antigény a zniZzena bunkova imunita. KlIacovym faktorom virulencie
kvasinkovych mikroorganizmov je schopnost’ tvorit’ biofilm (9). Biofilm ich chrani pred
obrannymi mechanizmami hostitel'a a umoziuje im efektivne prezivat v tele hostitel’a. TaktieZ
sa stava rezervoarom infekcie, co umoziuje Sirenie kvasiniek d’alej do organizmu. Zrely biofilm
je tiez zodpovedny za rezistenciu na flukonazol a d’alSie antimykotik4 (10). Tvorba biofilmu
je znamym problémom aj pri bakterialnych vulvovaginitidach (11).

V priebehu Zivota postihne vulvovaginalna kandidéza asponl raz priblizne 75 % Zenskej
populacie (12). Rekurentna infekcia (viac ako 3 epizddy rocne) postihuje celosvetovo takmer
8 % zien (13).

Liecba mykotickych vulvovaginitid sa skladd z niekolkych vzajomne sa prekryvajucich
krokov:

1 eradikécia alebo zniZenie poctu patogénov

2 obnova mikrobioty

3 imunomodula¢na lie¢ba

4 rezimové opatrenia na prevenciu recidiv
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Charakteristika autovakcin

Jednou z moznosti ucinnej lie¢by chronickych, recidivujucich ochoreni by mohli byt
aj autovakciny, ktorych potencial sa v dnesnej dobe vyuziva menej. Autovakciny su preparaty
s imunomodula¢nym tc¢inkom (14, 15).

Prvy krat ich pouzil Sir Dr. Almroth E. Wright (bakteriolég a imunolég) v r. 1904 na liecbu
chronickej furunkul6zy, kde pouzil inaktivovant kultaru kmena S. aureus izolovaného z loziska
chorého.

Autovakciny su preparaty s imunomodulaénym U¢inkom patriace do skupiny bakterialnych
imunomodulatorov. Su pripravované vo forme roztokov obsahujucich zmes bakteridlnych
alebo kvasinkovych antigénov a su cielene zhotovené z kmena baktérii alebo kvasiniek
vyizolovanych priamo z loziska chronickej alebo recidivujucej infekcie pacienta. Naproti tomu,
existuju aj iné pripravky oznaCované ako vakciny, ale na rozdiel od autovakcin, ktoré
st situované na konkrétneho pacienta, st vyrabané komercne.

Medzi komeréne vyrabané imunomodulatory patri:

1) Broncho-vaxom, Uro-vaxom, Luivac, Ribomunyl,

2) GS-imunostim, Olimunovac, Candivac, Urivac, Acnevac/ Acnevac Neo

pricom prvé 4 uvedené su viazané na lekarsky predpis, ostatné su distribuované len ako
potravinové doplnky. Jediny rozdiel tejto odliSnej kategorizdcie komercne vyrabanych
imunomodulatorov je ten, ze prvad skupina mé dolozené pocetné kontrolované Sstudie.
Na zéaklade toho st schvélené ako lie¢ivd s ciasto¢nou uhradou zdravotnej poistovne.
Tie ostatné z druhej skupiny su na trhu kratSiu dobu a neboli s nimi zatial’ robené rozsiahle
kontrolované Studie, ktoré su vyzadované pri schvalovani pripravku ako lieciva. Maju vSak
overenu bezpecnost’ a je mozné ich zakupit’ bez predpisu ako potravinové doplnky.

Liecba autovakcinami ma viacero vyhod:
e vyrazne znizuje pocet atakov a skracuje a zmieriiuje ich priebeh
e  zniZuje spotrebu antibiotik
e zlepsuje zdravotny stav pacienta
e ma minimum vedl'aj$ich ucinkov - ich efekt a bezpecnost’ bola potvrdena mnohymi
klinickymi a experimentalnymi Stidiami
znasa sa s inou medikaciou
e sU plne hradené ZP

Mechanizmus ucinku

Presny mechanizmus uc¢inku autovakcin nie je doposial’ uplne znamy. Mikrobidlne antigény
su pre imunitny systém Cloveka najprirodzenej§imi antigénnymi podnetmi a st potentnymi
stimulatormi imunitnej odpovede (16). Mechanizmus G¢inku po ordlnom podani mikrobialnych
antigénov sa zaklada na stimulacii lymfatického tkaniva traviaceho traktu (GALT, Peyerove
plaky) (17). Tu dochadza k rozpoznaniu ich Struktir s naslednou aktivaciou imunitnych buniek
(hl. T lymfocytov a dendritickych buniek), ktoré recirkuluji do roéznych casti celého
lymfatického tkaniva asociovaného s mukozou (MALT) — napr. sliznica dychacieho/
mocového traktu, vagindlna sliznica (18). Sucasné stidie ukazujt, ze pravidelné uZivanie
antigénneho komplexu patogénneho mikroorganizmu aktivuje prirodzené obranné
mechanizmy, a to stimulaciou tvorby prozapalovych cytokinov (IL-1f, IFN vy, TNFa, IL-17A)
periférnymi monocytmi, makrofagmi a dendritickymi bunkami, ¢im sa zlepSuje komunikacia
medzi bunkovymi elementami vrodenej a Specifickej imunity a posiliiuja sa slizni¢né a celkové
imunitné mechanizmy. Predpoklada sa, Ze lieCba autovakcinami postiva imunitny systém
smerom k Th1 odpovedi (19), ¢o by mohlo byt’ prospesné pre alergikov, u ktorych prevlada
Th1 odpoved’, avSak porucha rovnovahy Th1/Th2 méze vyprovokovat’ autoimunitné ochorenia.
Aj preto je vel'mi dolezité dosledne zvazovat’ kontraindikéacie a indikacie tejto lieCby.
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Indikacie, kontraindikdcie liecby

Cely proces preskripcie autovakciny individalnemu pacientovi zacina spravnou indikaciou
osetrujucim lekarom. Vzhl'adom na fakt, ze autovakcina mé viacero kontraindikacii, musi byt
pacient pred zahidjenim liecby vySetreny imunoalergologom. Imunologické vySetrenie
je zameran¢ najmd na odhalenie deficitu Specifickej bunkovej imunity ana vylicenie
autoimunitného ochorenia. Nasledne je potrebné zrealizovat’ odber materialu z loziska infekcie
(ster na kultivaciu — zZ posvy, z hnisavého loziska a pod.), ktory sa v ramci bratislavského kraja
realizuje na Mikrobiologickom ustave LF UK a UNB v Bratislave, kde sa zaroven uskutociiuje
aj vyroba autovakcin. Pacient si musi priniest vyplneny ,,Sprievodny list na pripravu
autovakciny”, na ktorom okrem oSetrujuceho lekdara musi byt aj odporucenie
od imunoalergoldga. Na odber materidlu sa treba dostavit’ v aktivnej faze ochorenia a to aspon
1 az 2 tyzdne po vysadeni antibiotickej liecby. Odber materidlu je mozné realizovat’ aj na inych
pracoviskach. Spracovany materidl treba adekvatnym sposobom odoslat’ a prilozit’ vyplneny
sprievodny listok na pripravu autovakciny. Nésledne sa za¢ne priprava autovakciny vo forme
peroralnych kvapiek, ktora trva 5 tyzdilov. Davkovacia schéma sa stanovuje individualne podla
klinického stavu pacienta. Vakcina sa podava po kvapkach rano nalacno s pravidelnymi
intervalmi prestavok po dobu niekol’kych mesiacov.

Indikacie na lie¢bu autovakcinou su chronické, recidivujtcich infekcie:

e koze a podkoznych tkaniv: hnisavé infekcie koze, zapalové ochorenia kosti, vredy
predkolenia, akné a iné (20)

e infekcie urogenitdlneho systému - Vv tomto pripade je jednou z najcastejSich diagnoz
vulvovaginalna kandidéza

e infekcie respira¢ného systému - tieto tvoria 80 % vsetkych diagndz

e chronicky zépal priedusiek - chronicka bronchitida, prieduskova astma

e infek¢no-alergické stavy - kedy infekcia nasadd na atopicky terén (atopicky ekzém,
prieduskova astma atd’.) a telo reaguje na pritomnost’ patogénnych baktérii precitlivelo.

Kontraindikaciami su: reaktivna TBC, obehové zlyhavanie, imunosupresivna terapia,
hepatopatia, neoplastické ochorenie, nefropatia, neuropatia, tazSie formy tyreopatie, kachexia,
cytopénia. ZvySenu pozornost' treba venovat' pri: tazké alergické ochorenie, chronické
ochorenia vnutornych orgénov, hypokalcémia, akutne exacerbacie ochoreni alebo iné akutne
stavy, autoimunitné choroby, spazmofilia, atopick4 dermatitida (21).

Priprava a davkovanie autovakciny

Priprava autovakciny je zdihava a trva pit’ tyzdiov, pricom dva tyzdne prebicha kontrola
sterility. Sklada sa z viacerych krokov. Zakladom je odber materidlu z loziska infekcie v Stadiu
exacerbdacie alebo recidivy, a to aspoil 1-2 tyzdne po vysadeni antibiotik. Nasledne prebieha
kultivacia patogénnej baktérie. Po kultivacii sa na povrchu celofanu namnozi Cista kultura
bakteridlneho kmena, povrch celofanu sa nasledne oplachne sterilnym fyziologickym
roztokom, ¢im ziskame bakteridlnu suspenziu. Inaktivaciou suspenzie 3,6 % roztokom
formaldehydu ziskame mikrobialny antigénny komplex (MAK). V zavere prebieha dva tyzdne
trvajica kontrola sterility a néaslednd priprava autovakciny. Mikrobidlny antigénny komplex
sa scentrifuguje, zriedi sa riediacim roztokom a nasledne sa hotova autovakcina plneni
do liekoviek s kvapkadlom (tzv. bralenky). Koncentracia aj davkovacia schéma hotovej
autovakciny sa stanovuje individualne podl'a klinického stavu pacienta. Vakcina sa poddva po
kvapkach rano nalacno — najviac 10 kvapiek pocas desiatich dni v mesiaci. Liecba sa opakuje
3 mesiace po sebe, nasledne ma pacient jeden mesiac pauzu. Po jednomesacnej pauze nasleduje
dal8i trojmesacny cyklus liecby s ndslednou pauzou trvajucou dva mesiace. Liecbu moze
individualne upravovat’ oSetrujuci lekar.
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Zaver

Zaverom mozno skonstatovat’, Ze lieCba peroralnymi hyposenzibilizacnymi autovakcinami ma svoje
opodstatnenie a prinos ako doplnkova terapia chronickych a recidivujucich infekcii (22). Je to hlavne
v pripadoch, kedy opakovand antimikrobialna liecba nepriniesla zlepSenie. Posudenie potreby
a vhodnosti tejto formy liecby pre konkrétne pripady je nielen na odbornom lekarovi ale
aj na imunolégovi, ktory po zhodnoteni priebehu liecby a celkového zdravotného stavu pacienta méze
tato liecbu indikovat’.
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Suhrn

Vel'mi rychly vyvoj nanotechnoldgii a rozsiahle pouzitie nanomateridlov maji za nasledok
zvysené vystavenie organizmov nanocasticiam (NC), ako je napr. oxid titanigity (TiO2) a s tym
aj predpokladany nérast negativnych ti¢inkov NC na Pudsky organizmus.

Cielom naSej Stadie bolo zistit mozny vztah medzi redoxnym stavom organizmu
reprezentovanym celkovou antioxida¢nou kapacitou (TEAC) plazmy a expoziciou 1% alebo
10% LD50 TiO2 v dvoch roznych Zivotnych fazach (infantilné a dospelé jedince) samic
potkanov.

NaSe merania nepotvrdili vekovo zavisli zmenu v celkove] antioxidacnej kapacite plazmy.
Napriek tomu, znizenie TEAC v zavislosti od podanej davky sme zistili u infantilnych jedincov.
U dospelych potkanov sme v pripade 1% LD50 TiO2 pozorovali signifikantny narast, ale
v pripade 10% LD50 TiOz aj nasledny pokles TEAC v plazme.

Nase vysledky ukazuji, Ze neonatalne vystavenie potkanov TiO2 NC moze modulovat’ redoxnu
rovnovahu u samic potkanov v zavislosti od veku, ¢o moze viest’ az k zmenam fyziologickych
funkcii organizmu.

KPucové slova
nanocastice oxidu titanicitého, oxida¢ny stres, celkova antioxida¢na kapacita (TEAC)

Summary

The very rapid development of nanotechnologies and the widespread use of nanomaterials
result in increased exposure of organisms to nanoparticles (NPs), such as e.g. titanium dioxide
(Ti02) and with it the expected increase in the negative effects of NPs on the human body.
The aim of our study was to determine the possible relationship between the redox state of the
organism represented by the plasma total antioxidant capacity (TEAC) and the exposure of 1%
or 10% LD50 TiOz in two different life stages (infantile and adult individuals) of female rats.
Our measurements did not confirm an age-dependent change in total antioxidant capacity
of plasma. Nevertheless, a dose-dependent decrease in TEAC was observed in infantile
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individuals. In adult rats, we observed a significant increase in 1% LD50 TiO, but also
a subsequent decrease in plasma TEAC with increased dose (10% LD50 TiOy).

Our results show that neonatal exposure of rats to TiO> NPs can modulate the redox balance
in female rats with age, which can lead to changes in the physiological functions of the body.

Keywords
titanium dioxide nanoparticles, oxidative stress, total antioxidant capacity (TEAC)

Uvod

Rovnaké vlastnosti, vd’aka ktorym si NC vynimoéné v ich pouZivani, sposobuj, Ze st spité
aj so zvySenym vyskytom nepriaznivych t¢inkov na zivotné prostredie a zdravie l'udi. Vd’aka
svojej velkosti su nerozpustné NC schopné prechadzat’ biologickymi membranami vratane
hematoencefalickej bariéry (1; 2). Spravidla plati, Ze ¢im je nanocCastica mensia, tym ma
toxickejsie ucinky (3).

Viaceré §tidie poukazuju na nizku toxicitu TiO2 NC, ¢o ich preduréuje na pouzitie
vV kozmetickom (zubné pasty, krémy na opalovanie) a v potravinarskom priemysle (pridavné
latky), ale aj v biomedicine (systémy pre dorucenie lieCiv) (4; 5). Napriek nepopieratelnym
pozitivnym uéinkom existuje mnozstvo §tadii, ktoré potvrdzuju vysokt absorpciu TiOz, jeho
akumulaciu v tkanivach a s tym spojeny aj narast negativnych t¢inkov (6; 5).

Medzi negativne ué¢inky aplikacii NC TiO; patri aj redoxna nerovnovaha charakterizovana
oxida¢nym stresom (4). Oxida¢ny stres je jednou z hlavnych akceptovanych hypotéz vedlajSich
G¢inkov spojenych s toxicitou NC na bunkovej trovni. Reakcie oxidaéného stresu by mohli
viest k toxickym t¢inkom v ramci bunky a mohli by byt’ jednou z pri¢in bunkovej smrti, chorob
a starnutia. Tvorba reaktivnych metabolitov kyslika a z toho vyplyvajica redoxna nerovnovaha
nas nitia §tudovat’ potencialne riziko aplikacie TiO2 NC na redoxnt nerovnovéahu plazmy samic
potkanov. Je dokézané, Ze v systémovom obehu moézu TiO, NC interagovat’ so zlozkami
plazmy (7). NaSim ciel'om bolo preskimat’ G€inky intraperitonealneho neonatalneho podavania
TiO2 NC samiciam potkanov na antioxidaénu kapacitu plazmy metédou TEAC a to v dvoch
roznych zivotnych fazach (infantilné a dospelé jedince) samic potkanov.

Material a metody

TiO2 NC (1% alebo 10% LD50 TiO2) sa intraperitoneélne (i.p.) podavali samiciam potkanov
Wistar od 4. dila po narodeni (PND4) do PND7. Potkany sa utratili na PND15 (infantilné
potkany) alebo na PND220 (dospelé potkany). Antioxidacnd kapacita (TEAC) bola merana
v plazme potkanov.

Experiment 1: Infantilné samice potkanov

Novonarodenym samiciam potkanov Wistar boli i.p. injekéne podané denne rozne davky TiO2
NC: 10% LD50 TiO2 =592 pg/ kg hmotnosti (n=10) a 1% LD50 TiO2 = 59,2 nug / kg hmotnosti
(n=11) v 10% (v./ v.) fyziologickom roztoku séra alebo nosi¢ (10% fyziologicky roztok séra
potkana, v/ v, n = 11) od 4. diia po narodeni (PND 4) do PND 7 v davke 10 ml / kg telesne;j
hmotnosti. Infantilné samice potkanov boli usmrtené na PND 15 dekapitaciou v ketamin /
xylazinovej anestézii.

Pokus 2: Dospelé samice potkanov

Novonarodenym samiciam potkanov z rodu Wistar boli i.p. injekéne podavané denne r6zne
davky TiO2 NC: 10% LD50 TiOz = 592 pg / kg telesnej hmotnosti (n = 20) a 1% LD50 TiO2 =
59,2 ng / kg telesnej hmotnosti. (n = 19) v 10% (v / v) fyziologickom roztoku séra potkana
alebo nosica (10% fyziologicky roztok séra potkana, v/ v,n=20) od PND 4 do PND 7 v objeme
davky 10 ml / kg telesnej hmotnosti. Neonatalne exponované dospelé samice potkanov boli
usmrtené v den prvého vyskytu estra po PND 220 dekapitaciou v ketamin / xylazinovej
anestézii.
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Po dekapitacii sa odobrali vzorky krvi do komerénych skumaviek s Li-Heparinom ako
antikoagulantom. Nasledne boli vzorky centrifugované (1 200xg, 5 min, 4 ° C), separovana
plazma bola rozdelend na alikvoty, zmrazena a skladovana az do d’al$ej analyzy (pri -80 ° C).
Celkovy antioxidacny status (Trolox equivalent antioxidant capacity, TEAC) bol stanoveny
podl'a Re a kol. (8). Ako Standard sa pouzival trolox (hydrofilnd forma vitaminu E). Hodnoty
TEAC st vyjadrené v mmol troloxu / | plazmy.

Vysledky boli Statisticky vyhodnotené pomocou programu StatsDirect3 Statistical Software,
verzia 2.3.7. (StatsDirect®Ltd., UK). Vysledky st vyhodnotené ako median s interkvartilovym
rozmedzim. Hladina signifikancie bola nastavena ako p < 0,05.

Vysledky

V pripade kontrolnych samic potkanov sme nezistili zZiadne zmeny celkovej antioxidacne;j
kapacity suvisiace s vekom (p > 0,05) [2,942 (2,899 - 3,195) nmol trolox / 1 u infantilnych
potkanov vs 2,85 (2,76 - 3,004) nmol troloxu / 1 u dospelych jedincov].

U infantilnych potkanov (PND15) vyvolalo podanie 1% LD50 TiO2 [2,881 (2,727 - 2,93) nmol
troloxu / 1] signifikantny pokles TEAC v porovnani s kontrolnou skupinou [2,942 (2,889 -
3,195) nmol troloxu / 1], (p <0,05). V porovnani s kontrolami bolo znizenie TEAC este
zretel'nejsie po podani 10% LDS50 TiO2 [2,724 (2,588 - 2,843) nmol trolox / 1] (p <0,01)
(obr. 1).

10%LDSOTIO2 >

1%LD5OTIO2 | { = — o

Kontroly | * -

2.4 2.7 1.0 1.3
mmol trolox/|

Obr. 1 Celkova antioxida¢na kapacita (TEAC) plazmy infantilnych potkanov ovplyvnenych
nanocasticami TiO> (1% alebo 10% LD50 TiOy). Vysledky st uvedené ako median
s interkvartilovym rozmedzim.

* — signifikancia medzi kontrolou a testovanou nano¢asticou, p < 0,05

** _ signifikancia medzi kontrolou a testovanou nanocasticou, p < 0,01

Naopak, u dospelych potkanov v porovnani s kontrolami [2,85 (2,76 - 3,004) nmol trolox / I],
podanie 1% LD50 TiO2 vyznamne zvysilo TEAC [3,124 (2,935 - 3,298) nmol trolox / 1] (p <
0,001). Naproti tomu po podani 10% LD50 TiO2v porovnani s kontrolnou skupinou sa zistil
signifikantny pokles antioxida¢nej kapacity[2,721 (2,479 - 2,835) nmol trolox / 1] (p <0,05)
(obr. 2).
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Obr. 2 Celkova antioxida¢na kapacita (TEAC) plazmy dospelych potkanov ovplyvnenych
nanocasticami TiO: (1% alebo 10% LD50 TiOz). Vysledky st uvedené ako median
s interkvartilovym rozmedzim.

* — signifikancia medzi kontrolou a testovanou nanocasticou, p < 0,05

*** _ signifikancia medzi kontrolou a testovanou nanocasticou, p < 0,001

° - signifikancia medzi dvoma davkami nanocastic, p < 0,05

Diskusia a zaver

Cielom naSej Stadie bolo zistit' vplyv intraperitonedlneho podavania TiO2 nanocastic
na celkovi antioxida¢nu kapacitu plazmy potkanov v zavislosti od davky (1% alebo 10% LD50
TiO2) a sucasne v zavislosti od veku potkana (infantilné a dospelé jedince).

Pretoze NC st schopné prechadzat’ biologickymi membranami a vstupovat’ do cytoplazmy
a jadra buniek, existuje velka pravdepodobnost’ vzniku oxida¢ného stresu v bunkéch. To, Ze
NC maju vplyv na oxidaény stres buniek, bolo dokazané niekol’kymi $tudiami (6; 11; 12). Nage
vysledky takisto poukazuju na moznost’ ovplyvnenia oxida¢ného statusu plazmy (TEAC)
potkanov komeréne vyuzivanymi NC oxidu titani¢itého.

Vysledky mnohych studii (9; 10) naznacuju pokles antioxidacnej kapacity suvisiaci s vekom.
Pokles moze suvisiet’ s tvorbou oxidaéného stresu, ktory sa prejavuje poSkodenim biologicky
dolezitych molekul. Na rozdiel od tychto zisteni, nase vysledky vekovo zavisli zmenu (pokles)
v celkovej antioxidacnej kapacite plazmy potkanov nepotvrdili.

V porovnani s kontrolami rovnakého veku vykazovali infantilné potkany pokles antioxidacnej
kapacity charakterizovany TEAC so zvyS$ujiicou sa koncentraciou TiOz2 NC. Tieto vysledky st
v stulade so zistenim Meena a kol. (13), ktori uvadzali narast reaktivnych foriem kyslika
v mozgu samcov potkanov Wistar po lie¢be NC TiOz, ¢o by mohlo byt dovodom na redukciu
TEAC.

Pretoze sa TiO2 NC a nanomaterialy stali neoddelitelnou sti¢astou nasho Zivota v podobe
potravinovych aditiv, kozmetiky a latok dorucujucich lieky, je zrejmé, Ze toxicita a potencialne
$kodlivé uginky tychto NC sa stali predmetom ludského zaujmu. Aj ked’ podet publikovanych
prac na tito tému rastie, vplyv NC na l'udské zdravie je nejasny a vyzaduje si d’alsie skamanie.
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Sthrn

Alkohol predstavuje sucast’ l'udskej kultary uz tisice rokov. Uz u starovekych civilizacii
sa potykali s poskodenim pecene, ktoré stviselo s nadmernou konzumaciou alkoholickych
napojov. V sucasnej dobe predstavuje globalny zdravotny problém, ktory vo vécSine
spolo¢nosti predstavuje zna¢né socidlno-ekonomické zat'azenie. Pojem alkoholové ochorenie
pecene zahfia celé spektrum pecenovych 1ézii vratane steatozy, steatohepatitidy az cirhozy,
ktora moze prejst’ az do kone¢ného §tadia - hepatocelularneho karcindému. V patogenéze tychto
ochoreni hra svoju ulohu aj oxidacny stres, ktory suvisi s narusenim rovnovahy medzi
produkciou reaktivnych kyslikovych metabolitov a antioxidaénym systémom l'udského tela.
Pecen je hlavnym miestom tvorby a klirensu lipoproteinov. Pri poSkodeni pecene st pritomné
zmeny hladin lipidov v sére, pricom existuje koreldcia medzi rozsahom zmien lipidového
profilu a zavaznost'ou tohto ochorenia.

KPacové slova
alkoholové ochorenie pecene, lipidovy profil, lipoproteiny

Summary

Alcohol has been part of human culture for thousands of years. Already in ancient civilizations
they had to deal with liver damage associated with excessive consumption of alcoholic
beverages. It is currently a global health problem, which in most companies is a significant
socio-economic burden. The term alcoholic liver disease encompasses the full spectrum of liver
lesions, including steatosis, steatohepatitis to cirrhosis, which may progress to end-stage
hepatocellular carcinoma. Oxidative stress also plays a role in the pathogenesis of these
diseases, which is related to the disruption of the balance between the production of reactive
oxygen metabolites and the antioxidant system of the human body. The liver is a major site
of lipoprotein production and clearance. In liver damage, changes in serum lipid levels are
present, with a correlation between the extent of changes in lipid profile and the severity of the
disease.

Keywords
alcoholic liver disease, lipid profile, lipoproteins

Uvod

Alkohol je legalna psychoaktivna latka, ktorej pozivanie patri v mnohych krajinach k zvykom
tradi¢nej kultary. Z tohto dévodu je priméarna prevencia Casto podceiiovand, ¢o znacne
komplikuje snahu lekarov vysvetlit’ pacientovi, Ze nadmerna konzumacia alkoholu moze viest’
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k vaznym zdravotnym problémom, medzi ktoré patria psychické poruchy, ako aj fyzické urazy
a ochorenia (1). Na zaklade udajov Svetovej zdravotnickej organizacie je spotreba alkoholu
na Slovensku porovnatelnd s ostatnymi krajinami. Zaciatkom 90. rokov bola spotreba
na obyvatel'a vyssia ako 10 litrov. V roku 2017 bola spotreba alkoholu 8,2 litra na obyvatela,
pri¢om v roku 2016 to bolo 8,4 litra. V sti¢asnosti doslo k znizeniu konzumacie destilatov a vin,
avSak zvysila sa konzumadcia piva (2). Svetové Statistiky mapujuce konzumaciu alkoholu
a umrtnost’ na cirh6zu pecene naznacuju alarmujtci trend v konzumacii alkoholu a zvySovanie
prevalencie a mortality suvisiacej s cirh6zou. ZvySuje sa tiez vyskyt a prevalencia inych
etyltoxickych chordb. Tento trend je markantny od 50. rokov 20. storo¢ia (3). V krajinach
s najvysSou konzumaéciou alkoholu su ochorenia peCene tretim najCastejSim ochorenim
po kardiovaskularnych a onkologickych ochoreniach (4).

Definicia alkoholového ochorenia pecene

Spektrum alkoholom indukovanych ochoreni pecene (ALD) je Siroké a zahtfiia alkoholom
indukovant steatozu, steatohepatitidu, hepatitidu, fibrozu, cirh6zu a hepatocelularny karciném.
Primarnou pric¢inou ALD nie je podvyziva, ako sa predpokladalo niekol’ko desatroci, hoci
podvyziva moze okrajovo prispievat’ k zhorSeniu choroby; vznika v désledku metabolizovania
alkoholu po jeho poziti. Etanol sa metabolizuje v peCeni na vel'mi reaktivny acetaldehyd
prostrednictvom dvoch dréh — pomocou alkoholdehydrogenazy a cytochromu P450 izoformy
2E1 mikrozomalneho systému oxidacie etanolu (MEOS). Poskodenia, ktoré wvzniknu,
modifikuju nielen pecetiové parenchymové bunky, ale aj neparenchymové bunky,
ako su Kupfferove bunky, hviezdicové bunky a sinusoidné endotelové bunky. Aktivuju
sa acetaldehydom, reaktivnymi metabolitmi kyslika a endotoxinmi, ktoré produkuju baktérie
Vv tenkom c¢reve a do tela sa dostavaju v dosledku ich tniku z ¢reva. Diskutuje sa o roznych
intrahepatalnych signalnych cestach a vrodenych alebo ziskanych imunitnych reakciach, ktoré
prispievaju k patogenéze ALD prostrednictvom pitkrokovej sekvencie poskodenia pecene,
ktord je zodpovedna za zhorSenie ochorenia. Klinické rizikové faktory zahffiaji mnoZstvo
alkoholu pozivaného denne po dobu viac ako desat’ rokov, rozdiely medzi pohlaviami s vy§Sou
citlivostou na alkohol u zien, geneticka predispozicia a uz existujice ochorenie pecene.
V poslednych rokoch sa realizovali rozne experimentdlne Studie s cielom lepSie pochopit’
patogenézu ALD, v ktorych sa ziskali mnohé nové poznatky. Zostava vSak otazne, do akej
miery st vysledky ziskané v experimentalnych Stadiach relevantné pri pochopeni patogenézy
u Cloveka (5).

Rozdiely vzniku ALD medzi pohlaviami

Pri posobeni alkoholu na l'udsky organizmus existuju medzi pohlaviami rozdiely; Zensky
organizmus reaguje na alkohol citlivejSie a nasledky jeho uZivania st u Zien ovela zavaZnejSie.
Napriklad, Zeny maji zvicSa vysSie percento telesného tuku, nizsiu telesnu hmotnost’, nizsi
obsah vody, ako aj menSiu peceni, ktord je zataZena spracovavanim hormoénov — vyssi
metabolizmus horménov a menej pecenovych enzymov. Abuzus alkoholu vedie u Zien
k mnohym alergiam, psoriaze, predéasnej menopauze, ako aj rakovine prsnika. Castokrat ma
vplyv na vyvoj pridruzenych psychologickych problémov, bulimiu, pricom kombinovana
konzumacia alkoholu a drog méZe prispievat’ k rychlejSiemu vzniku poSkodeni mozgu. Vplyv
alkoholu na vyvoj pridruZenych chordb je medzi pohlaviami taktieZ odliSny. Za nebezpec¢nu sa
povazuje konzumacia 60 gramov ¢istého alkoholu denne u muza a 20 gramov ¢istého alkoholu
denne u Zeny. Ak muz a Zena rovnakej hmotnosti vypiji rovnaké mnoZstvo alkoholu, vplyvom
menej vykonného metabolizmu bude mat’ Zena o 1/3 vysSiu alkoholémiu. Alkoholom
indukovana cirhdza pecene sa u muzov vyskytuje po priblizne 10-20 rokoch konzumacie 132
gramov Cistého alkoholu denne, u Zien priblizne po 5 rokoch uZivania 52 gramov cistého
alkoholu denne (6).
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Lipidové parametre v patogenéze ALD

Pecent zohrava vyznamnu ulohu v metabolizme lipidov, ako aj vo viacerych fazach syntézy,
transportu a odburavania lipoproteinov (7,8). Pecen je povazovana za fundamentalne miesto
tvorby a klirensu lipoproteinov, prispieva k exogénnym aj endogénnym cyklom metabolizmu
lipidov a transportu lipidov v plazme. Chronické ochorenie pecene moze teda ovplyviovat
hladinu lipidov v plazme. ALD signifikantne prispieva k morbidite a mortalite na celom svete.
Tieto ochorenia su Casto spojené s vyraznym znizenim plazmatickych triglyceridov a hladin
cholesterolu v dosledku znizenej kapacity biosyntézy lipoproteinov (9).

Znizenu koncentraciu sérového cholesterolu u pacientov s cirh6zou potvrdili mnohé Studie.
Kackar a kol. zistili, Ze hladina cholesterolu v sére klesa postupne v suvislosti S progresiou
alkoholovej cirhozy (10). Miller a kol. pozorovali znizené hladiny cholesterolu
a apolipoproteinu (apo) B u pacientov s cirh6zou bez pritomnej cholestazy (11). Aktivita
lecitin-cholesterol acyltransferazy (LCAT) a podiel esterifikovaného cholesterolu v plazme boli
tiez vyrazne znizené. D’ Arienzo a kol. vo svojej Stadii uviedli, Ze nizka hladina cholesterolu je
spojena s vys$Sou Gmrtnostou u cirhotickych pacientov (12). Dal§ie porovnanie hodnot
celkového cholesterolu podl'a Child-Pugh skérovacieho systému umrtnosti na cirhdzu ukazalo
priamy vzt'ah medzi zdvaznost'ou poskodenia pecene a znizenou hladinou cholesterolu (13-16).
V stadii ktoru uskuto¢nil Cicognani a kol. doSlo k zjavnému poklesu hladiny celkového
cholesterolu u pacientov s chronickym ochorenim pecene v porovnani s kontrolami (17).
Taktiez sa v sére pacientov s cirh6zou vyskytovali vyznamne nizsie hladiny triglyceridov
vV porovnani s hodnotami u zdravych jedincov (13-17). Mechanizmom zodpovednym
za znizenie hladiny triglyceridov u pacientov s cirh6zou mdze byt nespravna vyziva a znizeny
metabolizmus volnych mastnych kyselin v cirh6ze z dovodu znizenej rezervy peceniového
parenchymu (7).

U pacientov s cirh6zou bol pozorovany signifikantny pokles hladin LDL v sére v porovnani so
zdravymi jedincami (14,16,18,19). ZniZenie hladiny LDL bolo imerné zavazZnosti poskodenia
pecene u cirhotikov, ako bolo zistené skorovacim systémom Child-Pugh (20).

HDL cholesterol (HDL) je povazovany za hlavny ochranny faktor pred srdcovo-cievnymi
ochoreniami (21), pricom mierna konzumacia alkoholickych napojov je spajana so zvySenim
koncentracie HDL (23-29), ked’Ze hlavné miesto syntézy apoA-I je pecen a alkohol zvySuje
produkciu tohto apolipoproteinu v transformovanych hepatocytoch (22-24). Toto zvySenie je
teda vysledkom zvySenej rychlosti transportu hlavnych HDL apolipoproteinov apoA-I a -II
(30). Avsak u pacientov s rozvinutou cirhdzou je pritomné rozsiahle poskodenie hepatocytov;
dochédza k vyznamnému zniZeniu hladiny HDL v sére v porovnani so zdravymi kontrolami.
Subhan a kol. pozorovali, Ze u pacientov s chronickym ochorenim parenchymu pecene bez
cholestazy hladiny HDL klesaja a zhorSujui sa s progresiou ochorenia (20). ZniZenie HDL
u pacientov s cirh6zou mozno pripisat’ zniZzenej syntéze HDL v peceni, o moZe byt’ spdsobené
nedostatkom LCAT. Pecenn je jedinym zdrojom tohto enzymu a jeho sérové hladiny su pri
poruchéach pecene znizené. Znizena LCAT ma tak za nasledok zhorSenie premeny nascentného
diskoidného HDL na zrely sféricky HDL (14-16, 18, 20). Selimoglu zistil, ze hladina HDL
je nizsia u pacientov Vv triede B podl'a Child-Pugh (stredne zavazné ochorenie pecene) ako
v triede A (menej zavazné ochorenie pecCene) a hladina apoA je povazovand za najviac
ovplyvneny faktor u pacientov s poskodenim pecene (31).

Hladiny VLDL st pri cirhdze zniZené v porovnani so zdravymi jedincami, pricom toto znizenie
tiez koreluje so zdvaznostou ochorenia pecene (32). ViacSina Studii preukdzala, ze vSetky
lipidové fragmenty pri cirh6ze boli niZSie ako pri kontrolnej vzorke. Tieto Studie poukazali
na vyznamné zmeny hladiny lipidov u pacientov s cirh6zou a ich negativny vztah k rozsahu
poskodenia peCene. Ochorenie peCene ma teda za nasledok zniZenie celkového cholesterolu,
VLDL, LDL a HDL (32-34). Podobne Perales akol. pri chronickom ochoreni pecene
bez cholestazy potvrdil vyrazny pokles hladin lipidov s progresiou chorobného procesu (22).
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Podl'a Som a kol. mala vacSina pacientov s alkoholovou cirhézou, ktory vo vyhodnoteni Child-
Pugh skoére patrili do triedy C (zavaznejSie ochorenie), znizenych vSetkych pat parametrov
lipidového profilu v sére a nizsi index telesnej hmotnosti (BMI) ako ti, ktori patrili do Child-
Pugh skoére triedy B alebo A. Preto mozno dospiet’ k zaveru, ze zavaznost' chronického
alkoholom indukovaného ochorenia pecene ma inverzny vztah k lipidovému profilu v sére,
ako aj k BMI (32).

Zaver

Nadmerna konzumécia alkoholu je dnes povazovana za globalny problém v oblasti zdravia.
V ziskavani poznatkov o mechanizmoch a patoldgii ALD sa dosiahol podstatny pokrok, avsak
mnoho znakov ALD nie je znamych a vyzaduje si d’alsie skimanie. Ked’ze pecen hra kIic¢ova
ulohu v syntéze a metabolizme lipoproteinov, pri zavaznej hepatalnej insuficiencii su casto
pozorované zmeny v hladinach lipidov a lipoproteinov v sére. Tento jav moézeme oznacit’ ako
sekundarna hypolipidémia. Vysledky uvedenych klinickych Studii ukazali, ze vSetky
pozorované premenné lipidového profilu (celkovy sérovy cholesterol, triglyceridy, VLDL,
LDL a HDL) majt u pacientov s ALD vyznamne nizsie koncentracie v porovnani s kontrolnou
skupinou, pricom zavisi od stupna zavaznosti ochorenia. Tieto zmeny sa pripisuji znizenej
syntéze lipoproteinov, LCAT, deficitu pecenovych lipaz, nedostatku apolipoproteinu A aj B,
ako aj abnormalitam v klirense lipoproteinovych Castic. Nizka hladina cholesterolu a ostatnych
lipidovych parametrov je spojena s vy$Sou mortalitou u pacientov s cirh6zou pecene, pretoze
hré tlohu pri klinickych prejavoch cirhézy, vratane bakteridlnych infekcii, hematologickych
komplikacii, malnutricii a funkcie nadobli¢iek. Nizke hladiny HDL moézu tiez viest’ k vyssiemu
riziku vzniku srdcovo-cievnych ochoreni. Hypolipidémia moze stvisiet’ so zmenami lipidov
bunkovej membrany, avsak nie je zname, ako vel'mi nizke hladiny cholesterolu ovplyviiuju
zlozenie a funkciu membrany. V sicasnosti sa potencialne riziko znizZenia lipidov na velmi
nizku hladinu nepotvrdilo a jeho spojenie s urcitymi zdravotnymi rizikami je stale predmetom
diskusii. Priama liecba tohto stavu je v sti¢asnosti nezndma, doraz sa kladie na priméarnu liecbu
alkoholovych ochoreni pecene, ako je uplna abstinencia a spomal'ovanie progresie ochoreni
pecene. Detekcia hladin lipidov v sére mé vSak v buducnosti predpoklad predstavovat’ pomocny
nastroj na stratifikaciu stupiia poSkodenia pecene.
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Suhrn

Konec¢né produkty pokrodilej glykacie (AGEs) a ich receptor RAGE hraji vyznamnu tlohu
Vv patogenéze chronickych metabolickych, zapalovych a autoimunitnych chordob. AGEs
modifikuju proteiny, menia ich fyzikalno-chemické vlastnosti a tiez interaguju s RAGE
Snaslednou aktivaciou rdznych signalnych ciest, vratane indukcie oxida¢ného stresu
a aktivacie nuklearneho faktoru kappa-B a néaslednou zapalovou reakciou. Solubilny receptor
pre AGEs (sRAGE) neutralizuje tieto neziadice interakcie kompetitivnhou viazbou s AGEs.
Hladiny sérovych sRAGE moézu byt zvysené pri diabetes mellitus a ochoreni obli¢iek alebo
znizené pri dal’Sich chorobdch pri suCasnom zvyseni hladin AGEs. Viaceré vyskumné prace sa
zaoberaju moznym vyuzitim sRAGE, esRAGE, ligandov EN-RAGE (S100A12), S100B
a HMGBL1 v diagnostike, pripadne terapeutickom ovplyvneni zapalovej odpovede. Na zaklade
slubnych experimentalnych vysledkov RAGE moze byt terapeutickym ciel'om pre prevenciu
neskorsich diabetickych vaskularnych komplikacii. ZvySeny pomer sérovych AGEs/sRAGE
moZe byt univerzdlnym alebo rizikovym biomarkerom rozvoja réznych chordb. Zvysené
sérové hladiny S100B proteinu koreluju so zavaznost'ou ochorenia COVID-19 a zapalovymi
procesmi a mézu reprezentovat' novy biomarker klinickej zavaznosti u pacientov infikovanych
virusom SARS-COV-2.

KPuacové slova
AGEs, RAGE, COVID-19, oxida¢ny stres, zapal, endotelova dysfunkcia, hypertenzia,
starnutie, obezita, diabetes mellitus, neurogenerativne a autoimunitné ochorenia

Summary

Advanced glycation end products and their receptor RAGE play an important role in the
pathogenesis of chronic metabolic, inflammation a autoimmune diseases. AGEs can modify
proteins and so change their physico-chemical properties and also interact with RAGE with
subsequent activation of variety signal pathways including oxidative stress and activation
of nuclear factor kappa-B and subsequent inflammation reaction. Soluble receptor for AGEs
(RAGE) neutralize these adverse interactions by competitive bond with AGEs. Serum sRAGE
levels can be elevated in diabetes mellitus and renal disease or reduced in other various diseases
together with increased levels of AGEs. Many investigators are concerned with the possible
application of sRAGE, esRAGE, ligands EN-RAGE (S100A12), S100B and HMGBL1
as a diagnostic biomarker or as a potential therapeutic target in the inflammatory response.
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On the basis of promising experimental results RAGE can be a therapeutic target for prevention
of late diabetic vascular complications. The enhanced ratio of serum AGES/SRAGE could be
an universal or risk biomarker for various diseases development.

Increased serum levels of S100B protein correlate with the severity of COVID-19
and inflammatory processes and can represent a novel biomarker of clinical severity in SARS-
COV-2 infected patients.

Keywords
AGEs, RAGE, COVID-19, oxidative stress, inflammation, endothel dysfunction, aging,
hypertension, obesity, diabetes mellitus, neurodegenerative and autoimmune reactions

Uvod

Kone¢né produkty pokrocilej glykacie (AGEs) je heterogénna skupina ireverzibilnych aduktov
tvoriacich sa neenzymovou glykaciou a glykooxidéaciou proteinov, lipidov a nukleovych kyselin
s redukujucimi sacharidmi. Tato Maillardova reakcia bola objavend uz v r. 1912 v ramci vyskumu
v potravinarskej chémii. Medzi AGEs patri napr. karboxymetyllyzin, pentozidin, vesperlyzin,
imidazolony a d’alsie. Vyskum AGEs in vivo sa zintenzivnil az v 80. rokoch minulého storocia
predovSetkym v diabetologii a pokracuje stale intenzivne dodnes. AGEs hraji vyznamnt tlohu
Vv patogenéze celého radu chronickych ochoreni aich komplikacii, predovsetkym diabetickych
mikro- a makrovaskularnych komplikacii (). Hyperglykémia
je pri¢inny faktor pre rozvoj chronickych diabetickych komplikécii, ktoré sprevadza zvysena tvorba
AGEs. Ukéazalo sa, Ze hladiny AGEs sa zvySuju pri starnuti (2), u pacientov so zlyhanim obliciek,
d’alej sa akumuluju v nervovom tkanive pri Alzheimerovej chorobe, d’al§ich neurodegenerativnych
ochoreniach a degenerativnych ochoreniach kosti.

Os AGEs-RAGE

V r. 1992 Schmidt a Neeper objavili transmembranovy signalny receptor pre AGEs tzv. RAGE,
ktory sprostredkuje ast’ patologickych tc¢inkov AGEs (ako ligandy) (3,4). Naviazanim ligandu na
receptor RAGE (0s AGEs-RAGE) sa aktivuje cely rad signalnych ciest, pricom dochadza k vyssej
produkcii voInych radikélov kyslika (zvySeny oxidacny stres), prip. k aktivacii zapalu cestou NF-
kappaB (5).

Os AGES-RAGE mé vztah k chronickym metabolickym (6, 7, 8) a zapalovym ochoreniam (9),
d’alej kardiovaskularnym chorobam (10), autoimunitnym chorobam (napr. reumatoidne;j artritide)
(11), degenerativnym ochoreniam kibov, neurodegenerativnym chorobam, osteoporéze (12),
Kk rozvoju nealkoholovej tukovej choroby pecene (NAFLD) (13), ochoreniam tstnej dutiny,
k patologickym stavom v tehotenstve tzv. preeklampsii ako aj k nadorovym ochoreniam (14, 15).
RAGE je vSak multiligandovy receptor, kddovany vysokopolymorfickym AGER génom, ktory
moze byt zodpovedny za rozvoj choroby. Napriklad 152070600 SNP polymorfizmus moze byt
spojeny s diabetickymi komplikdciami, autoimunitnym ochorenim, rakovinou a ochorenim plic
ako obstruk¢nej pl'icnej choroby alebo akutneho respiracného syndromu (16). RAGE  viaze okrem
AGEs tiez HMGBI, S100 proteiny alebo amyloidové fibrily. Hoci od objavu RAGE uplynulo uz
27 rokov jeho vyznam sa stale rozSiruje. V organizme sa vyskytuje RAGE ako kompletny
transmembranovy receptor s extracelularnou i intracelularnou doménou, d’alej ako endogénne
secernovany RAGE (esRAGE) a solubilny RAGE (sRAGE). esRAGE vzniké alternativnym
zostrihom pre-mRNA transkriptov RAGE a nasledne je uvolneny do plazmy. esRAGE ma len
extracelularnu doménu, pricom pre signalnu transdukciu chyba potrebnd intracelularna doména.
sRAGE, ktory sa odstiepuje z kompletného transmembranového receptoru posobenim protedz ako
napr. matrix metaloproteaz (MMPs) alebo ADAM-10 ma podobne ako esRAGE schopnost’
CiastoCne neutralizovat’ efekt RAGE ligandov, pretozZe ich naviazanim neaktivuje intracelularne

deje.
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Hladiny cirkulujucich AGEs, sSRAGE, pomery AGEs-SRAGE a EN-RAGE-sRAGE

Hladiny cirkulujucich AGEs st zvySené u pacientov s koronarnou artériovou chorobou,
ateroskler6zou. Velmi vysoky narast hladin sérovych AGEs sa pozoroval u pacientov
s diabetes mellitus a pri ochoreni obli¢iek (17). Hladiny SRAGE su zvySené pri diabetes
mellitus oboch typov a pri znizenej funkcii obli¢iek. ZvySené hladiny sSRAGE moézu byt
dosledkom zvySenej hladiny MMPs. AGEs zvySuju expresiu a tvorbu MMPs, v désledku ¢oho
sa zvysi Stiepenie SRAGE z povrchu bunky.

Na druhej strane hladiny cirkulujucich sSRAGE st zniZzené zasa u obéznych deti, adolescentov
a dospelych, u zien s centralnou obezitou, u pacientov s korondrnou artériovou chorobou,
ateroskler6zou, esencialnou hypertenziou, s reumatickou artritidou, s hypertyroidizmom,
s chronickom obstrukénom poskodeni pltic, ochoreni srdca a hypercholesterolémii (17, 18).
Znizené hladiny sRAGE a zvysSené hladiny AGEs mozu byt rizikovym faktorom pre tieto
choroby a ich komplikacie.

V najnovsej praci autori demonStrovali prvykrat signifikantne vysSie hodnoty pomeru
AGES/SRAGE u deti s nadvahou alebo obezitou a znizené hodnoty sSRAGE (19). Nadvaha
s naslednym zvySenym oxidaénym stresom wudeti moZe prispievat k patogenéze
kardiovaskularnych a metabolickych zmien.

Najnovsia klinicka Stadia pruznosti ciev u dospelych v zéavislosti od veku ukazuje, ze vysSie
hladiny cirkulujicich sSRAGE maji ochranni ulohu pred starnutim ciev (20).

U dospelych pacientov s hypertenziou sa skimala stvislost medzi AGEs, sRAGE
a endotelovou dysfunkciou (21). Zistili sa znizené hladiny sSRAGE a zvysSeny pomer AGEs-
SRAGE u pacientov s hypertenziou v porovnani so zdravou kontrolou. Autori navrhli AGEs
ako nezavisly prediktor podmienok a funkcie endotelu. SRAGE méze byt klasifikovany ako
potencialny biomarker zapalu a endotelovej dysfunkcie.

Vyssie hodnoty sérovych ENRAGE a znizené hodnoty sSRAGE teda zvySeny pomer ENRAGE-
SRAGE sa zistil u pacientov s autoimunitnou hepatitidou, ktory bol navrhnuty ako potencialny
biomarker tejto choroby (22).

Cirkulujiice AGEs a sSRAGE ako potencidlne biomarkery mnohych chorob

Serové resp. plazmové hladiny AGEs a s RAGE mé6zZu byt’ potencidlnymi biomarkermi rozvoja
choroby. Na druhej strane u l'udi s pokro¢ilym vekom moézu hladiny AGEs a sSRAGE odrazat’
zasa ,,celkovi sumu* chor6b pritomnych u pacienta.

Unifikovany pomer AGEs/sRAGE resp. AGEs/esRAGE sa zd4 byt lepSim biomarkerom nez
samotné AGEs, sSRAGE a esRAGE pre mnoh¢ ochorenia spojené s osou AGEs/RAGE vratane
diabetes mellitus a ochoreni obli¢iek (18).

Terapeutické moZnosti ovplyvnenia osi AGEs-RAGE pri diabetes mellitus a ich vaskuldrnych
komplikaciach

Terapeuticky je mozné pri diabetes mellitus znizovat endogénnu tvorbu AGEs, ovplyvnit’
prisun AGEs do organizmu stravou (10) a ich absorbciou resp. stimulovat’ ich degradéciu.
Centralna loha RAGE v patogenéze diabetickych vaskuldrnych zmien robi z tohto receptoru
slubné miesto budiceho terapeutického alebo preventivneho zéasahu. RAGE, ktory
je pravdepodobne klI'icovym hra€om diabetickej angiopatie moze byt novym terapeutickym
cielom pre diabetické vaskularne komplikacie. Vysledky experimentalnych stadii poukazuju
na sl'ubné vyuzitie SRAGE ako navnady (decoy), anti-RAGE protilatok, malych molekul-
RAGE antagonistov (inhibitorov), longistatinu, AGE a RAGE aptamérov na blokadu osi
AGES-RAGE, inhibitorov cytoplazmovej domény RAGE (ctRAGE) a genetickej supresie
RAGE pomocou RAGE si RNA (si RAGE) (23, 24, 25, 26).

RAGE ako potencidlny biomarker a terapeuticky ciel’ viacerych patologickych stavov
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RAGE ako vSadepritomny, transmembranovy receptor podobajuci sa imunoglobulinu, viaze
rozne endogénne extracelularne ligandy a vnutrobunkové efektory. Vézba ligandu
na extraceluldrnej doméne RAGE iniciuje komplex intracelularnych signélnych ciest vedtcich
k zvySenému oxida¢nému stresu, imunozapalovym efektom, bunkovej proliferacii alebo
apoptédze (27, 28, 29, 30). V stucasnosti sa vyskum koncentruje na suvislost’ medzi aktivitou
RAGE a patologickymi podmienkami ako su nielen diabetes mellitus, ale aj rakovina,
kardiovaskularne choroby, neurodegenerativne a autoimunitné ochorenia. Pretoze RAGE hra
ulohu vo viacerych patologickych stavoch, stdva sa atraktivnym ciel'om pre vyvoj inhibitorov
na extracelularnych a intracelularnych doménach. Praca Bongarzoneho a kol. (31) podrobne
popisuje ulohu endogénnych RAGE ligandov a extracelularnych efektorov pri normalnych
a patofyziologickych stavoch, ako i biochemické cesty modulované aktivaciou RAGE ako
1 malé molekuly-RAGE inhibitory aich potencidlne wvyuzitie pre lieCbu rakoviny,
kardiovaskularnych a neurodegenerativnych chorob.

Uloha RAGE a jeho ligandov pri SARS-COV-2 infekcii

Nové COVID-19 ochorenie spdsobené koronavirusom SAR-COV-2 prebieha pod obrazom
rozne zévaznej respiracnej infekcie/akutneho respiracného syndromu, az rozvinutého zapalu
pl'tc, ev. ARDS s nedostato¢nym zasobenim kyslikom, ktoré moze viest’ az k smrti (32, 33, 34,
35). Zatial’ ¢o 80 percent pacientov ma mierne priznaky alebo st asymptomaticki u zvysSnych
20 percent sa vyvinie pneumonia, pricom tretina z nich ma ARDS. Prave ,,cytokinové burka*
sa povazuje za jeden z hlavnych pri¢in ARDS a multiorganového zlyhania (36). Cytokinova
burka odraZza hyperzéapalovu endotelovi dysfunkciu. Autori (37) zistili u tychto COVID-19
pacientov Statisticky vyznamnu dysregulaciu IFN-gama, IL-1RA, IL-6, IL-10, IL-19,
proteinov-MCP-1, MCP-2, MCP-3, CXCL9, CXCL10, CXCL5, ENRAGE a poly (ADP)
ribézy. Ukazuje sa, ze RAGE receptor sa exprimuje vo vysokych koncentraciach v plicnom
tkanive a je hlavnhym mediatorom zapalovej odpovede. Viaceré studie ukazuju, ze RAGE je
dolezitym mediatorom pri astme, alergickom vzdusnom zéapale (AAI), rakovine pltc (15),
chronickej obstruktivnej chorobe pltc, akutnom poSkodeni pltc, cystickej fibroze
a bronchopulmonalnej dysplazii. Riziko ARDS a zvySenej mortality je v pritomnosti ostatnych
komorbidit ako vysSieho veku (38), metabolického syndromu resp. diabetes mellitus (34, 35).
U pacientov s metabolickym syndromom prozapalové prostredie moéze prispievat’ ku
COVIDOM-19 sprostredkovanej imunitnej dysreguldcii, vratane suboptimalnej imunitnej
odozvy, hyperzapalu, mikrovaskularnej dysfunkcii a trombdze (39). RAGE a jeho ligandy
mozu  hrat’ dolezita ulohu pri COVID-19 pneumoénii a ARDS prave u pacientov
s metabolickym syndromom resp. s diabetes mellitus (40). Z tohto hl'adiska zameranie sa na
RAGE signdlny systém moze mat’ potencial pri klinickom manazmente tychto COVID-19
pacientov. RAGE sa tu ukazuje ako atraktivny a perspektivny terapeuticky ciel. Vyuzitie
sRAGE ako RAGE blokujucej protilatky alebo malej molekuly inhibitoru, ktory interferuje
s RAGE signélnou drdhou mdze sa stat’ novou terapeutickou cestou vedicou k inhibicii zapalu
sprostredkovaného RAGE pri plicnych chorobach. Uloha aktivacie RAGE a zapalovej odozvy
Vv pl'ucach nediabetikov infikovanych virusom SARS-COV-2 sa diskutuje v tychto najnovsich
pracach (41, 42). V praci (43) bola vSak teoreticky navrhnutd uloha signalnej drahy
sprostredkovanej pomocou angiotenzin II receptoru typu 1 pri RAGE transaktivacii veducej
k zapalu. Aceti a kol. 2020 (44) zasa zistili zvySené sérové hladiny ligandu S100B, ktoré mali
asociaciu so zapalovymi markermi a markermi poskodenia tkaniv u COVID-19 pacientov.
Sérové S100B hraji takto ulohu pri COVID-19 a mozu reprezentovat marker klinickej
zédvaznosti u pacientov infikovanych virusom SARS-COV-2. Dalsi extracelularny HMGBI
ligand moéze byt sl'ubnym terapeutickym cielom pri zavaznom zapale pluc vratane COVID-
19 (45,46), kde hra hlavnu ulohu signdlna draha HMGB1/RAGE/TLRA4.

133



Pod’akovanie
Stadia bola podporena grantom Vega 1/3014/19, Vega 2/0115/19 a APVV-15-0308.

Literatura

1. Singh VP, Bali A, Singh N, Jaggi AS. Advanced glycation end products and diabetic complications.
Korean J Physiol Pharmacol 2014; 18: 1-14.

2. Moldogazieva NT, et al. Oxidative stress and advanced lipoxidation and glycation end products (ALES
and AGEs) in aging and age-related diseases.Oxid Med CellLongevity 2019; 308756: 1-14.

3. Ramasamy R, Yan SF, Schmidt AM. Receptor for AGE (RAGE): signalling mechanisms in the
pathogenesis of diabetes and its complications. Ann N Y Acad Sci 2011; 1243: 88-102.

4. Ott CH, Jacobs K, Haucke E, Santos AN, Grune T, Simm A. Role of advanced glycation end
products in cellular signalling. Redox Biology 2014; 2: 411-429.

5. Chavakis T, Bierhaus A, Nawroth PP. RAGE (receptor for advanced glycation end products):
a central player in the inflammatory response. Microbes Infection 2004; 6: 1219-1225.

6. Schmidt AM. Soluble RAGES — Prospects for treating & metabolic and inflammatory disease. Vasc
Pharmacol 2015; 72: 1-8.

7. Oliveira MIA, deSouza EM, Pedrosa FO,et al. RAGE receptor and its soluble isoforms in diabetes
mellitus complications. J Brasil Med Lab, 2013; 49(2): 97-108.

8. Ramasamy R, Yan SF, Schmidt AM. The diverse ligand repertoire of the receptor for advanced
glycation endproducts and pathways to the complications of diabetes.VVascPharmacol 2012;57:160-167.
9. Reynaert NL, Gopal P, Rutten EPA, Wouters EFM, Schalkwijk CG. Advanced glycation end
products and their receptor in age-related, non-communicable chronic inflammatory diseases; Overview
of clinical evidence and potential contribution to disease. Int J Biochem &Cell Biol 2016; 81: 403-418.
10. Yamagishi S. Role of advanced glycation endproducts (AGE)-receptor for advanced glycation
endproduct (RAGE) axis in cardiovascular disease and its therapeutic intervention.CircJ 2019; 1822-1828.
11. Eichhorst A, Daniel C, Rzepka R,et al. Relevance of receptor for advanced glycation end products
(RAGE) in murine antibody mediated autoimmune diseases. Int J Mol Sci 2019; Jul 1, 20(13). pii: E3234.
12. Asadipooya K, Uy EM. Advanced glycation end products (AGES), receptor for AGEs, diabetes
and bone:review of the literature. J Endocrin Soc 2019; 3(10): 1799-1818.

13. Asadipooya K, Lankarani KB, Raj R, Kalantarhormozi M. RAGE is a potential cause of onset
and progression of nonalcoholic fatty liver disease. Int J Endocrinol 2019; 20151302:1-11.

14. Chhipa, AS, Borse SP, Baksi R, Lalotra S, Nivsarkar M. Targeting receptors of advanced
glycation end products (RAGE): Preventing diabetes induced cancer and diabetic complications.
Pathol-Res Practice 2019; 215: 1526-1543.

15. Ahmad S, Khan H, Siddiqui Z, Khan , et al. AGEs, RAGEs and SRAGE; friend or foe for cancer.
Sem Cancer Biol 2018; 49: 44-55.

16. Serveaux-Dancer M, Jabaudon M,et al. Pathological implications of receptor for advanced
glycation end-product (AGER) gene polymorphism. Dis Markers 2019; 2067353: 1-17.

17. Prasad K. Low levels of serum soluble receptors for advanced glycation end products, biomarkers
for disease state: Myth or reality. Int J Angiol 2014; 23: 11-16.

18. Prasad K. Is there any evidence that AGE/SRAGE is a universal biomarker-risk marker for
diseases? Mol Cel Biochem 2019; 451: 139-144.

19. Corica D, Aversa T, et al. Could AGE/RAGE-Related oxidative homeostasis dysregulation
enhance susceptibility to pathogenesis of cardio-metabolic complications in childhood obesity. Frontiers
in Endocrinology 2019; 28 June, 10: 426.

20. Gelzinsky J, Mayer O, et al. Soluble receptor for advanced glycation end-products independently
influences individual age-dependent increase of arterial stiffness. Hypertens Res 2019; 8 (11): 841-852.
21. Gryszynska B, Budzyn Miet al. Association between advanced glycation end products, soluble
RAGE receptor, and endothelium dysfunction, evaluated by circulating endothelial cells and endothelial
progenitor cells in patients with mild and resistant hypertension. IntJ Mol Sci 2019; 20(16). pii: E3942.

134



22. Wu R, Liu Y, Liu X, Duan L. Assessment of EN-RAGE, sRAGE and EN-RAGE/sRAGE as
potential biomarkers in patients with autoimmune hepatitis. J Transl Med 2020; Oct 9, 18(1): 384.

23. Yamagishi S, Matsui T. Therapeutic potential of DNA-aptamers raised against AGE-RAGE axis
in diabetes — related complications. Curr Pharm Des 2018; 24: 2802-2809.

24. Yamagishi S, Taguchi K, Fukami K. DNA-aptamers raised against AGES as a blocker of various
aging-related disorders. Glycoconj J 2016; 33: 683-690.

25. Litwinoff E, Hurtado DC, et al. Emerging targets for therapeutic developments in diabetes and its
complications: the RAGE signaling pathway. Clin Pharmacol Ther 2015; 98(2): 135-144.

26. Manigrasso MB, Pan J, Rai V, et al. Small molecule inhibition of ligand-stimulated RAGE-
DIAPHL signal transduction. Sci Rep 2016; 6(1): 22450.

27. Senatus LM, Schmidt AM. The AGE-RAGE axis: Implications for age-associated arterial disease.
Frontiers in Genetics, 2017; 8: 1-10.

28. Zuo L, Prather, ER, StetskivV, M et al. Inflammaging and oxidative stress in human
diseases:from molecular mechanisms to novel treatments. Int J Mol Sci 2019; 20: 1-39.

29. Hudson, BI, Lippman, ME. Targeting RAGE signaling in inflammatory disease. Annu Rev Med
2018; 69: 349-364.

30. ZoPakova, B, Zolak,V, Zibolen, M. Receptor pre produkty pokrocilej glykacie a jeho lloha pocas
zapalovej odpovede. Lek Obzor (Med Horizon), 2015; 64(5): 181-185.

31. Bongarzone S, Savickas V, Luzi F, Gee AD. Targeting the receptor for advanced glycation
endproducts (RAGE): A medicinal chemistry perspective. J Med Chem 2017; 60: 7213-7232.

32. Hirano T, Murakami M. COVID-19: A new virus, but a familiar receptor and cytokine release
syndrome. Immunity 2020; 52:731-733.

33. Callender LA, Curran M, Bates, SM et al. The impact of pre-existing comorbidities and
therapeutic interventions on COVID-19. Frontiers in Immunology 2020; 11 (1991): 1-16.

34. Singh AK, Gupta R, et al. Diabetes in COVID-19: Prevalence, patophysiology, prognosis and
practical considerations. Diabetes & Metab Syndrome: Clin Res & Reviews, 2020; 14: 303-310.

35. Donicova V. COVID-19: téma dna. Diabetes a obezita 2020; 20 (39): 47-50.

36. Ye Q, Wang B, Mao J. The pathogenesis and treatment of the ,,cytokine storm* in COVID-19. J.
Infect 2020; 80(6): 607-613.

37. Sims JT, Krishnan V, Chang CY et al. Characterization of the cytokine storm reflects
hyperinflammatory endothelial dysfunction in COVID-19. J Allergy Clin Immunol, EPub 2020 Sep 10
38. Oczypok EA, Perkins TN, Oury TD et al. All the ,,RAGE* in lung disease: The receptor for
advanced glycation end products (RAGE) is a major mediator of pulmonary inflammatory responses.
Paediatr Respir Rev 2017; 23 (40-49): 1-23.

39. Bansal R, Gubbi S, Muniyappa R. Metabolic Syndrome and COVID-19: Endocrine-Immune-
vascular interactions shapes clinical course. Endocrinology 2020; 11(526): 112.

40. De Francesco EM, Vella V, Belfiore A. COVID-19 and Diabetes: The importance of controlling
RAGE. Frontiers in Endocrinology 2020; 11(526): 1-6.

41. Kerkeni M, Gharbi J. RAGE receptor may be a potential inflammatory mediator for SARS-COV-
2 infection? Medical Hypotheses 2020; 144 (109950): 1-3.

42. Rojas, A, Gonzalez 1, Morales M. SARS-COV-2 mediated inflammatory response in lungs:
should we look at RAGE? Inflammation Research 2020; 69: 641-643.

43. Stilhano RS, Costa AJ, Nishino MS et al. SARS-CoV-2 and the possible connection to ERs,
ACEZ2, and RAGE: Focus on susceptibility factors. The FASEB Journal 2020; 00: 1-17.

44. Aceti A, Margarucci L M, Scaramucci E et al. Serum S100B protein as a marker of severity in
Covid-19 patients. Scientific Reports 2020; 10: 18665.

45. Andersson U, Ottestad W, Tracey K. Extracellular HMGBL: a therapeutic target in severe
pulmonary inflammation icluding COVID-19? Molecular Medicine 2020; 20 (42): 1-13.

46. Street M. HMIGB1: A possible crucial therapeutic target for COVID-19? Hormone Res in
Pediatrics 2020; 93(2): 73-75.

135



VPLYV y -TOKOTRIENOLU
A & -TOKOTRIENOLU NA SENESCENTNE
LUDSKE FIBROBLASTY

(Effect of y-tocotrienol and d-tocotrienol on senescent human
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Suhrn

Bunkova senescencia je ireverzibilné zastavenie bunkového cyklu sprevadzané zmenami
v bunkovej morfoldgii a fyziolodgii. Narast senescentnych a teda nespravne fungujtcich buniek
v tkanivach a organoch vedie k postupnému zhorSovaniu ich funkcii. Je preto doélezité hl'adat’
spOsoby ako senescentné bunky =z organizmu eliminovat alebo zabranit' ich tvorbe.
Tokotrienoly su bioaktivne latky s roznymi pozitivnymi biologickymi ti¢inkami. V nasej praci
sme sa zamerali na sledovanie U¢inku y- a d-tokotrienolu na senescentné l'udské plucne
fibroblasty. NaSe experimenty ukézali, Ze y- arovnako aj &-tokotrienol znizuje viabilitu
senescentnych buniek a zaroveil aj viabilitu/proliferdciu nesenescentnych buniek, ktoré
prekonali stresové podmienky.

Krucové slova
y-tokotrienol, 3-tokotrienol, bunkova senescencia, MRC-5 T'udské pl'icne fibroblasty

Summary

Cell senescence is an irreversible cell cycle arrest accompanied by changes in cell morphology
and physiology. The growth of senescent and thus malfunctioning cells in tissues and organs
contributes to a gradual deterioration of their functions. It is therefore important to find out
ways that eliminate senescent cells from the body or prevent the formation of senescent cells
in the body. Tocotrienols are bioactive compounds with various positive biological effects.
In our work, we focused on monitoring the effect of y- and d-tocotrienol on senescent human
lung fibroblasts. Our experiments have shown that y- as well as d-tocotrienol reduces the
viability of senescent cells as well as the viability/proliferation of non-senescent cells that
overcame stress conditions.

Keywords
y-tocotrienol, d-tocotrienol, cell senescence, MRC-5 human lung fibroblasts

Uvod

Bunkova senescencia je definovand ako ireverzibilné zastavenie bunkového cyklu sprevadzané
zmenami v bunkovej morfolégii a fyzioldgii (1). Senescencia moze byt odpoved’ou bunky
na skracovanie telomér alebo rézne formy stresu (DNA poskodenie, oxida¢ny stres ai.) (2-4).
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Medzi najCastejSie znaky senescentnych buniek patri ich zvacSeny a menej pravidelny tvar,
zvicSené jadro, produkcia zvySeného mnozstva reaktivnych foriem kyslika a zvySena aktivita
lyzozomélnej [-galaktoziddzy pri pH 6, ktord je znama ako [-galaktoziddza asociovana
so senescenciou (SA-B-galaktozidaza) (1, 5, 6).

V senescentnych bunkach d’alej dochadza k zvysSeniu expresie proteinov inhibujucich progresiu
bunkového cyklu ako je p21 a pl6 (1).

Senescentné bunky boli detegované in vitro a aj in vivo (7). NavySe bolo zistené, ze
so zvySujucim sa vekom jedinca stipa mnozstvo senescentnych buniek v organizme (1).
Zarovenn bola pritomnost’ senescentnych buniek dokdzand aj v tkanivach a organoch
postihnutych ochoreniami asociovanymi so starnutim (8-10). Néarast senescentnych a teda
nefunk¢nych buniek v tkanivach a organoch vedie k postupnému zhorSovaniu ich funkeii (11).
Tokotrienoly su podskupinou vitaminu E. Podl'a ich §truktury sa rozdel'uju na a-, -, y- a 6-
tokotrienoly. Tokotrienoly na rozdiel od tokoferolov ndjdeme v semenach vicSiny
jednokli¢nolistovych rastlin (12). Bolo zistené, ze tokotrienoly mézu vplyvat’ aj na bunkovu
senescenciu, konkrétne dokézali potladit rozvoj replikativnej senescencie ludskych
dermalnych fibroblastov a myoblastov (13, 14). Vplyv tokotrienolov na stresom indukovant
senescenciu nebol doteraz presktimany. V nasej praci sme sa zamerali na sledovanie u¢inku y-
tokotrienolu a d-tokotrienolu na senescentné I'udské fibroblasty, v ktorych bola senescencia
indukovana pdsobenim stresora peroxidu vodika alebo etopozidu. y- a 6-tokotrienol sme zvolili
kvoli ich lepsej biodostupnosti u I'udi v porovnani s aplikaciou vsetkych tokotrienolov naraz
(15).

Material a metody

Kultivacia bunkovej linie MRC-5

Bunkovu liniu MRC-5 (T'udské pl'icne fetalne fibroblasty) sme kultivovali v MEM médiu, ktoré
obsahovalo L-glutamin, neesencialne aminokyseliny a 10% fetalne tel'acie sérum. Bunky sme
pasazovali 1x tyzdenne pomocou 0,25% trypsin-EDTA roztoku.

Indukcia senescencie v bunkdch

Bunky sme nasadili na kultiva¢né platne a po 24 hodinovej kultivacii pri 37°C a 5% CO2 sme
K nim pridali 100 uM peroxid vodika na 0,5 hodinu alebo 80 uM etopozid (VP16) na 1 hodinu.
Po uplynuti uvedenej doby sme bunkam vymenili médium a kultivovali ich v termostate
pri 37°C a 5% CO2 do 5. dia od nasadenia buniek, kedy sme uskuto¢nili experimentalne
analyzy.

Sledovanie viability/proliferacie zdravych buniek

Vplyv y- a d-tokotrienolu na viabilitu/proliferdciu zdravych buniek sme sledovali pomocou
metyltiazol tetrazoliového (MTT) testu. Bunky sme vysievali na 96-jamkové platnicky
v mnozstve 10 000 buniek/cm?. Po 24 hodinovej kultivacii pri 37°C a 6% CO2 sme k bunkam
pridali y-tokotrienol v koncentracii 5, 10, 25, 40 a 50 uM na 24 hodin alebo 4-tokotrienol
V koncentrécii 5, 10, 15 a 25 pM na 24 hodin. Po 24 hodinach sme bunkdm vymenili médium
za Cerstvé. MTT test sme uskutocnili po uplynuti 3 dni od vymeny média. K bunkam sme pridali
20 pul MTT roztoku (5 mg/ml v 1 x PBS) do kazdej jamky a inkubovali sme 4 hodiny pri 37°C
a 6% CO. Po skonceni inkubéacie sme odsali médium a do kazdej jamky sme pridali 200 pl
DMSO a platnicku sme na 5 minat umiestnili na trepacku. Absorbanciu sme merali pomocou
mikroplatni¢kového spektrofotometra pri 490 nm.
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Sledovanie vplyvu y- a d-tokotrienolu na viabilitu/proliferaciu senescentnych buniek

Vplyv y- ad-tokotrienolu na viabilitu/proliferaciu senescentnych bunick sme sledovali
pomocou metyltiazol tetrazoliového (MTT) testu. Bunky sme vysievali na 96-jamkové
platni¢ky v mnozstve 10 000 buniek/cm?. Po 4 ditoch od indukcie senescencie sme k bunkam
pridali 25 pM y-tokotrienol na 24 hodin alebo 10 uM &-tokotrienol na 24 hodin. Po 24 hodinach
od pridania tokotrienolov k bunkam sme uskuto¢nili MTT test. K bunkdm sme pridali 20 pl
MTT roztoku (5 mg/ml v 1 x PBS) do kazdej jamky a inkubovali sme 4 hodiny pri 37°C a 6%
CO. Po skon¢eni inkubacie sme odsali médium a do kazdej jamky sme pridali 200 ul DMSO
a platnicku sme na 5 minut umiestnili na trepacku. Absorbanciu sme merali pomocou
mikroplatni¢kového spektrofotometra pri 490 nm.

Sledovanie vplyvu y- a o-tokotrienolu na aktivitu SA-S-galaktoziddzy v senescentnych bunkdach
Na 24-jamkovu platni¢ku sme vysievali bud’ 5 000 buniek/cm? (kontrolné bunky) alebo 38 000
buniek/cm? (bunky, v ktorych bola indukovana senescencia).

Po 4 dnoch od indukcie senescencie sme k bunkam pridali 25 pM y-tokotrienol na 24 hodin
alebo 10 uM o-tokotrienol na 24 hodin. Po 24 hodinach od pridania tokotrienolov k bunkdm
sme uskutoCnili analyzu aktivity SA-B-galaktoziddzy pomocou komeréného kitu Senescence
Cells Histochemical Staining Kit (Sigma-Aldrich), podl'a navodu.

Bunky sme farbili cez noc a na druhy deii sme farbiacu zmes nahradili roztokom 70% glycerolu,
aby sme mohli farbené bunky dlhSie skladovat. Na 1 jamku na 24-jamkovej platnicke
sme pouzili 200 pl 70% glycerolu. Farbené bunky zaliate glycerolom sme skladovali pri 4-6
°C. Bunky sme pozorovali inverznym mikroskopom Microskop inversal MBL 3200- KRUSS,
Nemecko. Bunky sme odfotografovali fotoaparatom Olympus C-5060, Olympus, Anglicko
pri mikroskopickom zvac¢Seni 100x a nasledne vypocitali mnozstvo senescentnych buni
ek. Mnozstvo senescentnych buniek sme stanovili na zdklade pocitania buniek v 15 obrazkoch
z troch roznych experimentov.

Statistické vyhodnotenie vysledkov
Statisticka analyza bola uskutoénena pomocou jednosmernej ANOVY s Bonferroniho
korekciou. Hodnota p<0,05 bola povazovana za Statisticky vyznamna.

Vysledky

Vplyv y-tokotrienolu a o-tokotrienolu na viabilitu/proliferaciu zdravych buniek

MRC-5 T'udské pl'icne fibroblasty, v ktorych nebola indukovana senescencia boli inkubované
s y-tokotrienolom (5, 10, 25, 40 a 50 uM/24 hod) alebo 6-tokotrienolom (5, 10, 15 and 25 uM/24
hod), aby sme detegovali vplyv tychto tokotrienolov na viabilitu/ proliferaciu zdravych buniek.
Ovplyvnenie buniek so 40 alebo 50 uM y-tokotrienolom viedlo k vyraznému poklesu viability/
proliferacie buniek (na 9,834+2,76% a 6,62+1,84%) (Obr. 1). Podobne, ovplyvnenie buniek s 15
alebo 25 pM o-tokotrienolom bolo sprevadzané vyraznym poklesom viability/ proliferacie
buniek (na 12,87+1,84% a 2,39+0,83%) (Obr. 1). Na zdklade uvedenych zisteni sme sa rozhodli
pre dalSie experimenty pouzit vy-tokotrienol v koncentracii 25 puM a d-tokotrienol
v koncentrécii 10 pM.
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Obr. 1 Detekcia viability/proliferacie buniek po ovplyvneni y- tokotrienolom a §-tokotrienolom
NB — normalne bunky neovplyvnené tokotrienolmi; DMSO — bunky ovplyvnené 1000x riedenym
DMSO0/24 hod; Vysledky su priemer + SD 3 nezavislych experimentov, kazdy experiment bol robeny
V 4-6 jamkach; jednosmerna ANOV A s Bonferroniho korekciou; NB vs. DMSO; DMSO vs. y; DMSO
vs. 6; b - p <0.01; c - p<0.001

Vplyv y-tokotrienolu a d-tokotrienolu na viabilitu/proliferdciu populdcie buniek s prevahou
senescentnych buniek - V nasej praci sme dalej sledovali G¢inok y- alebo 4-tokotrienolu
na populaciu buniek s prevahou senescentnych buniek. V tomto type experimentu sme
k bunkam na 4. den po indukcii senescencie pridali 25 puM y-tokotrienol alebo 10 pM
d-tokotrienol na 24 hodin. Ovplyvnenie buniek oboma tokotrienolmi malo za nasledok silny
pokles viability/ proliferacie buniek pri peroxidom indukovanej senecencii (56,72+8,92%
a52,2448,9%) (Obr. 2A) aaj pri etopozidom indukovanej senescencii (72,43%+9,35%
a 68,22+14,02%) (Obr. 2B).
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Obr. 2 Vplyv y-tokotrienolu a d-tokotrienolu na viabilitu/proliferaciu senescentnych buniek
A - peroxidom indukovana senescencia B - etopozidom indukovana senescencia P — bunky
ovplyvnené 100 uM peroxidom vodika/0,5 hod; E - bunky ovplyvnené 80 uM etopozidom/1 hod;
PD/ED — bunky ovplyvnené 2000x riedenym DMSQO/24h; Vysledky st priemer = SD 3 nezavislych
experimentov, kazdy experiment bol robeny v 4-6 jamkach; jednosmerna ANOVA s Bonferroniho
korekciou; P vs. PD; PD vs. Py; PD vs. P6; E vs. ED; ED vs Ey; ED vs. E§; ¢ - p <0.001
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Vplyv y-tokotrienolu a o-tokotrienolu na aktivitu SA-f-galaktozidazy v populdcii buniek s prevahou
senescentnych buniek - Cielom bolo stanovit aktivitu SA-B-galaktozidazy, v populdcii buniek
s prevahou senescentnych buniek, ktoré sme ovplyvnili 25 uM y-tokotrienolom/24 hodin alebo 10 uM
o-tokotrienolom/24 hodin. SA-B-galaktozidaza je lyzozomalna [-galaktoziddza, ktorad je aktivna
Vv senescentnych bunkach pri pH 6. Aktivita SA-B-galaktozidazy pri pH 6 je v senescentnych bunkéach
zvysend a sluzi ako marker pri urCovani senescencie buniek. Senescentné bunky sa pri tomto
experimente sfarbuji do modra. Po ovplyvneni buniek s 25 uM y-tokotrienolom alebo 10 uM
o-tokotrienolom klesalo celkové mnoZzstvo buniek (Obr. 3A, 3B), ¢o koreluje s vysledkami, ktoré sme
ziskali MTT testom. Percento senescentnych buniek sa vSak po ovplyvneni buniek y- alebo
d-tokotrienolom vyznamne nemenilo v porovnani s percentom senescentnych buniek v kontrole
neovplyvnenej tokotrienolmi. (Tab. 1; Obr. 3C a Obr. 3D).
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Obr. 3 Vplyv y-tokotrienolu a §-tokotrienolu na aktivitu SA-p-galaktozidazy v senescentnych bunkach A -
peroxidom indukovana senescencia B- etopozidom indukovana senescencia P — bunky ovplyvnené 100 uM
peroxidom vodika/0,5 hod; E - bunky ovplyvnené 80 uM etopozidom/1 hod; PD/ED — bunky ovplyvnené 2000x
riedenym DMSO/24h; Vysledky st priemer + SD 3 nezavislych experimentov, kazdy experiment zahtha 5
obrazkov; jednosmerna ANOVA s Bonferroniho korekciou; P vs. PD; PD vs. Py, PD vs. P3; E vs. ED; ED vs Ey;
ED vs. Ed; b - p<0.01 ¢-p<0.001;

Ovplyvnenie buniek Senecentné bunky % Signifikancia
+SD
100 uM Peroxid vodika /0,5 hod 94.26 + 3.06
100 uM Peroxid vodika/0,5 hod+DMSO 2000x/24 hod 93.84 £2.96 n
100 uM Peroxid vodika /0,5 hod+25 uM y- tokotrienol/24 hod 95.40 + 1.87 n
100 uM Peroxid vodika/0,5 hod+10 uM 5- tokotrienol/24 hod 92.84 +3.86
80 uM Etoporzid I1 hod 94.59 +2.44
80 uM Etopozid 11 hod+DMSO 2000x/24 hod 93.71 £3.27 n
80 uM Etopozid /1 hod+25 uM y- tokotrienol/24 hod 96.66 £ 1.6 **
80 uM Etopozid /1 hod+10 uM - tokotrienol/ 24 hod 92.76 £3.28 n

Tab. 1 Vplyv y-tokotrienolu a d-tokotrienolu na aktivitu SA-p-galaktozidazy v senescentnych bunkach
Vysledky st priemer £ SD 3 nezavislych experimentov, kazdy experiment zahiha 5 obrazkov; Jednosmerna
ANOVA s Bonferroniho korekciou; Peroxid vodika vs. Peroxid vodika+DMSO; Peroxid vodika+DMSO vs.
Peroxid vodikaty-tokotrienol; Peroxid vodika+tDMSO vs. Peroxid vodika+d-tokotrienol; Etopozid vs.
Etopozid+DMSO; Etopozid+DMSO vs. Etopozid-+-tokotrienol; n — nesignifikantné; ** - p <0.01
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Diskusia

Nase experimenty ukézali, Ze y- a aj o-tokotrienol dokaze redukovat viabilitu/proliferaciu buniek
V populdcii s prevahou senescentnych buniek, zatial’¢o ani jeden z nich nespdsobuje vyrazny pokles
viability/proliferacie zdravych buniek. Je zname, Ze a-tokoferol poOsobi aj ako prooxidant cez
a-tokoferylovy radikal (16). Je preto mozné, Ze podobne pdsobia aj tokotrienoly. Sprievodnym javom
senescencie je tvorba reaktivnych foriem kyslika, ktorych negativny vplyv na bunku by mohol byt’
Vv pritomnosti tokotrienolov zvySeny. Sledovanie aktivity SA-B-galaktozidazy v senescentnych
bunkach po pridani y- a 6-tokotrienolu nam odhalilo, Ze mnozstvo senescentnych buniek po pridani
y- a o-tokotrienolu sa vyrazne nemenilo v porovnani s kontrolou neovplyvnenou tokotrienolmi,
¢o poukazuje na to, Ze y- a ani d-tokotrienol pravdepodobne nepdsobia selektivne voci senescentnym
bunkam. Iné stadie vSak prisli k zdverom, Ze tokotrienoly dokazu zlepsit’ rast senescentnych 'udskych
dermdlnych fibroblastov a myoblastov (13, 14). Uvedené Stadie sa vSak zaoberali vplyvom
tokotrienolov na bunky, ktoré sa do stavu senescencie dostali v dosledku replikativnej senescencie.
Navyse, bunky boli ovplyviiované zmesou tokotrienolov, nie tokotrienolmi jednotlivo (13, 14).

Zaver
Z nasich experimentov vyplyva, Zze y- a aj d-tokotrienol znizuje viabilitu senescentnych buniek
a zaroven aj viabilitu/proliferaciu nesenescentnych buniek, ktoré prekonali stresové podmienky.
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Suhrn

Zvysené riziko vzniku kognitivnych poruch, demencie a Alzheimerovej choroby (AD)
V populdcii postihnutej diabetes mellitus (DM) je vysledkom kumulativneho u¢inku porusene;j
glukézovej a inzulinovej homeostazy, chronickej povahy ochorenia a prirodzeného procesu
starnutia. Bunkové mechanizmy zodpovedné za zvySenu senzitivitu mozgovych Struktur
k neurodegeneracii u pacientov s DM nie st detailne zndme. ViacGroviiova analyza umoziuje
ziskat’ komplexnejs$i pohl'ad o molekularnych cestach prebiehajucich v mozgovych bunkéach
za glykemickych podmienok. Najnovsie §tadie naznacuju, ze vitamin D hra dolezita ulohu
v patogenéze diabetes mellitus a Alzheimerovej choroby. Supelementécia vitaminom D moze
pozitivne ovplyvnit sivisiace metabolické a imunitné procesy zapojené do patogenézy diabetes
mellitus na molekulovej aj genetickej trovni.

KPacové slova
astrocyty, diabetes mellitus, Alzheimerova choroba, neuropatie, vitamin D

Summary

The increased risk of cognitive disorders, dementia and Alzheimer's disease (AD) in the
diabetes mellitus (DM) population is the result of the cumulative effect of impaired glucose and
insulin homeostasis, the chronic character of the disease and the character aging process.
The cellular mechanisms responsible for the increased sensitivity of brain structures
to neurodegeneration in patients with DM are not known in detail. Multilevel analysis provides
a more comprehensive view of the molecular pathways occurring in brain cells under glycemic
conditions. Recent studies suggest that vitamin D plays an important role in the pathogenesis
of diabetes mellitus and Alzheimer's disease. Vitamin D supplementation can positively affect
the related metabolic and immune processes involved in the pathogenesis of diabetes mellitus
at both the molecular and genetic levels.

Keywords
astrocytes, diabetes mellitus, Alzheimer's disease, neuropathy, vitamin D

Uvod

Vitamin D ziskany slne¢nym Ziarenim, potravinami a potravinovymi doplnkami je biologicky
inertny a pre aktivaciu musi prejst dvoma hydroxylaciami v tele. Prva hydroxylacia, prebieha
v peceni, premiena vitamin D na 25-hydroxyvitamin D (25(OH)D3), tiez znamy ako ,,kalcidiol*.
Druhd hydroxylacia sa vyskytuje primarne v oblickach a tvori fyziologicky aktivny 1,25-
dihydroxyvitamin D (1, 25(OH)D3), tieZ znamy ako ,,kalcitriol* (1).
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Nedostatok vitaminu D sa okrem chorob kosti podiel'a ako faktor alebo kofaktor na etioldgii
diabetes mellitus typu 2, diabetes mellitus typu 1 a d’alSich autoimunitnych ochoreni, srdcovych
choréb a rakoviny. Bolo tiez zistené, ze pacienti s Alzheimerovou chorobou maju vysoku
prevalenciu nedostatku vitaminu D (2). Suplementacia vitaminu D u pacientov s diabetes
mellitus trpiacich nedostatkom tohto vitaminu, moéZze zabranit alebo oddialit vznik
diabetickych komplikacii. Uvadza sa tiez, ze prahové hodnoty bolesti pri viacerych etiologiach
sa znizuju s nedostatkom vitaminu D a zvysuju sa pri uprave tohto nedostatku (3).

Vitamin D a diabetes mellitus

Nedostatok vitaminu D je spajany s diabetes mellitus 1. aj 2. typu a s ich mikrovaskularnymi
a makrovaskuldrnymi komplik4ciami. Uké4zalo sa, ze nedostatok vitaminu D je castejsi
u diabetickych pacientov, ktori maji priznaky distalnej symetrickej polyneuropatie. Forouhi
a kol. (4) zistili savislost medzi hladinou 25(OH)Ds aincidenciou diabetes mellitus.
Suplementécia vitaminu D tieZ zlepSuje HbAlc (glykovany hemoglobin). Presné mechanizmy,
pomocou ktorych suplementécia vitaminom D a vapnikom uplatituju svoje priaznivé ucinky,
vSak nie st uplne objasnené a je potrebné ich d’alej skumat’ (5).

Vitamin D a diabetické neuropatie

Neuropatia sa v ur¢itej forme vyskytuje u 60—70% diabetickych pacientov, pricom u 50% tychto
pacientov sa vyskytuje rozny stupeii neuropatickej bolesti, o mé za nasledok vzdy zniZenie
kvality zivota (6).

Stadie na zvieratach preukazali, Ze nedostatok vitaminu D je spojeny s nizkou hladinou
neurotrofinov (najma nervového rastového faktora) a defektnou neuronalnou homeostazou
vapnika. Okrem toho vitamin D prostrednictvom svojho receptora moduluje diferenciaciu
neurénov, ako aj ich rast a funkciu. U potkanov sa pri nedostatku vitaminu D znizuje produkcia
nervového rastového faktora, ktory je potrebny pre vyvoj a prezitie neurénov. U diabetickych
zvierat s nedostatkom vitaminu D v skuto€nosti korekcia nedostatku vitaminu D viedla
k zlepSeniu produkcie nervového rastového faktora. Pokles neurotrofinov a narusena
homeostaza vapnika spdsobuje, Ze nerv je ndchylny na toxiny a hyperglykémiu. Vysledkom je,
ze nedostatok vitaminu D zhorSuje funkciu nociceptorov, zhorSuje poskodenie nervov a znizuje
prah bolesti (7).

Vitamin D a Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba (AD) je najbeZnejSou formou demencie u star§ich osob a je spojena
s progresivnou neurodegenerdciou l'udského neokortexu. Pacienti s AD maju vysoku
prevalenciu nedostatku vitaminu D, ¢o je tiez spojené s horSou naladou a zhorSenou
vykonnost'ou u starSich I'udi (8). Genetické Stidie naznacuju, ktoré proteiny spdjaji vitamin D
s patologiou AD. St to hlavné molekuly histokompatibilného komplexu triedy II, receptor
vitaminu D, renin-angiotenzinovy systém, apolipoprotein E, pefeiovy X receptor, Spl
promotorovy gén a poly Gén (ADP-rib6za) polymerdzy-1. Vitamin D tiez ucinkuje na AD
prostrednictvom negenomickych faktorov, to znamend vapnikovych kandlov, nervového
rastového faktora, prostaglandinov, cyklooxygenazy 2, reaktivnych foriem kyslika a syntazy
oxidu dusnatého. Dalej sa zd4, Ze suplementy vitaminu D maju priaznivy klinicky uéinok na
AD regulaciou mRNA, zvySovanim receptorov, moduldciou expresie vaskularneho
endotelidlneho faktora, modulaciou angiogeninu a koncovymi produktmi pokrocilej glykacie
proteinov. Vitamin D tiez uplatiiuje svoje u€inky na AD regulaciou expresie receptora citlivého
na vapnik, zvySovanim klirensu amyloid-B peptidov, interleukinom 10, down-regulaciou
matrixovych metaloproteinaz, up-regulaciou hemoxygenazy 1 a potlacenim redukovanej formy
expresie nikotinamidadenindinukleotidfosfatu (9).
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Neuroprotektivne ucinky vitaminu D v astrocytoch

Na zéklade prvykrat popisanej regulacie syntézy nervového rastového faktora (NGF)
1,25-(0OH)2Ds3, rozne iné Stadie preukazali, ze 1,25-(OH)2D3 moéze posobit’ na bunky nervového
syst¢tmu produkciou neurotrofinov. Napriklad syntéza NGF, neurotrofinu 3 (NT3)
a neurotrofického faktora odvodeného od glidlnych bunkovych linii (GDNF) bola zvysena,
zatial’ Co neurotrofin 4 (NT4) bol down-regulovany. V tejto stvislosti je pozoruhodné, Ze sa
nedavno ukazalo, ze 1,25-(OH).D3 moéze zoslabit' hypokinézu a neurotoxicitu vyvolanu
6-hydroxydopaminom u potkanov. Tieto udaje naznacuju, ze 1,25-(OH).Ds alebo jeho
syntetické analogy mozu byt cenné pri lie€be neurodegenerativnych ochoreni. Okrem svojho
vplyvu na syntézu neurotrofinov méze 1,25-(OH)2D3 sprostredkovat’ svoje neuroprotektivne
¢inky modulaciou neuronalnej Ca®* homeostazy. Dalsim spdsobom, ako méze 1,25-(OH)2D3
sprostredkovat’ svoj neuroprotektivny uéinok, je indukcia syntézy proteinov viazucich Ca®*
ako je parvalbumin. Uvadza sa tiez, ze 1,25-(OH)2D3 inhibuje syntézu indukovatel'nej syntazy
oxidu dusnatého (iNOS), enzymu indukovaného v neurénoch CNS a v neuronalnych bunkach
pocas réznych ochoreni, ako je napriklad ischémia, Alzheimerova choroba, Parkinsonova
choroba, AIDS, infekcie, roztriisend skler6za a experimentdlna autoimunitna encefalomyelitida
(EAE). iNOS produkuje oxid dusnaty, ktorého jednym z biologickych ucinkov je poskodenie
neurénov aj oligodendrocytov, ked sa produkuje vo vysokych hladinach. Uvadza sa tiez,
ze 1,25-(OH)2D3 zvysuje aktivitu y-glutamyltranspeptidazy a expresiu zodpovedajiceho génu
v mozgu potkana. Pretoze y-glutamyltranspeptiddiza je vo velkej miere zapojena
do glutationového cyklu mozgu medzi astrocytmi a neuréonmi, predpoklada sa, ze 1,25-
(OH)2D3 moze riadit’ procesy detoxikacie mozgu. ZvySenie hladin glutationu spojené
s neuroprotektivnym ucinkom 1,25-(OH)2D3, bol pozorovany u mezencefalickych
dopaminergnych neurénov ovplyvnenych inhibitorom syntézy glutationu, 1-butionin
sulfoximinom a neurotoxinom 1-metyl-4-fenylpyridinom (9, 10, 11).

Microglia Neuron

Neuroprotection and defense against
reactive oxygen and nitrogen spec1es

| \ GSH (EC) I
\ ’ Oligodendrocyte I

il J - ; HO OH  424.p,-OHase L-Arg—.L> L-Cit 0
HO "OH yiINOS A GT
A i fVDR
AM-CSF \ HOY OH

! 7 1,24,25-(OH);D, GSH (IC)

Mitogenic /
activity

e * tp75 VDRE OH | g
Cell death pathway ——-:{:J NGF, NT3, GDNF
1TNG T YERE {NT4, TNFa, M-CSF)
. \.
Glioma cell r———

TRENDS in Endocrinology & Metabolism

Obr. 1 Predpokladany molekulovy mechanizmus vitaminu D v mozgovych bunkich

144



Lokalna syntéza 1,25-(OH)2D3 sa m6ze okrem aktivovanych mikroglii uskuto¢nit’ aj bunkami
exprimujucimi 25-OHD3z-1a-OHazu, ako st neurdony. Tato lokadlna syntéza 1,25-(OH)2Ds
pomocou mikroglii by mohla predstavovat’ protinddorovi odpoved’ centralneho nervového
systému, pretoze 1,25-(OH)2D3 indukuje bunkova smrt’ a / alebo programy rediferenciacie
v gliomovych bunkach. 1,25-(OH)2D3 pritomny v mozgu sa méze d’alej metabolizovat
bunkami exprimujucimi 24-D3-OHazu, ako su astrocyty. Glialne a neuronalne bunky, ktoré
exprimuju gén VDR, st cielovymi bunkami pre 1,25-(OH)2Ds. V astrocytoch zvysuje 1,25-
(OH);D3  syntézu niekol’kych neurotrofinov  vratane NGF, NT3 a GDNF
a y-glutamyltranspeptidazy, ktoré by sa mohli podiel'at’ na neuroprotektivnych uc¢inkoch 1,25-
(OH)2D3. Inhibicia syntézy iNOS pomocou 1,25-(OH);D3 je dalsim sposobom, ako
sprostredkovat’ 1,25-(OH).D3 neuroprotektivne ucinky. Velké mnozstvo NO je toxické pre
neurdony aj oligodendrocyty (bunky myelinizujice CNS). NO modze rychlo reagovat
s kyslikovymi formami a vytvéarat’ vysoko Skodlivé produkty, ako su hydroxylové a oxidové
radikaly. Intracelularny glutation (GSH), ziskany z extracelularneho GSH viacerymi
enzymatickymi reakciami v astrocytoch, by sa potom mohol pouzit na zabranenie tvorby
reaktivnych dusikovych alebo kyslikovych radikalov v tychto bunkach (11).

Zaver

Vitamin D je nielen reguladtorom metabolizmu kosti a mineralov, ale aj u¢innym imunomodulatorom
spojenym s mnohymi 'udskymi ochoreniami, homeostazy glukozy, a Alzheimerovej choroby (AD).
Taktiez sa ukazalo, Ze nedostatok vitaminu D ovplyvituje vylu¢ovanie inzulinu u I'udi a zvieracich
modeloch. Hromadiace sa dokazy naznacuji vyznamnu tlohu vitaminu D v patogenéze diabetes
mellitus. Zarovenn mozno povedat, ze vitamin D ma zjavne priazniva ulohu pri AD a zlepSuje
kognitivne funkcie u pacientov s tymto ochorenim.
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Suhrn

Sucasné metddy liecby a moderné lie¢iva udrzuju ludi nazive Coraz dlhsie, avsak Stym
prichadzaju aj d’alsie s vekom spojené ochorenia. Typickym ochorenim tohto typu je demencia.
NajcastejSou pri¢inou demencie je Alzheimerova choroba, multifaktoridlne ochorenie, takze
okrem genetiky maju vyznamny vplyv na jej vyvoj aj faktory zivotného prostredia. Viaceré
Studie naznacuju, Ze jednym z tychto faktorov je crevny mikrobiom. V tomto prehlade
sa zameriame na potencialny vplyv ¢revného mikrobiomu pri rozvoji Alzheimerovej choroby
a mechanizmy, ktorymi mdzu baktérie iniciovat’ neurodegenerativne procesy.

KPacové slova
Alzheimerova choroba, mikrobiom, neurodegenerativne procesy

Summary

Current treatment methods and modern medicines keep people alive ever longer, however the
longer we live, the more age-related diseases we can face to. A typical disease of such type
is dementia. The most common cause of dementia is Alzheimer's disease a multifactorial
disease, thus environmental factors, in addition to genetics, have a significant impact
on its development. Several studies suggest, that one of such factors is the gut microbiome.
In this review we discuss the potential impact of gut microbiota in the development
of Alzheimer's disease and the mechanisms of bacteria related neurodegenerative processes.

Keywords
Alzheimer's disease, microbiome, neurodegenerative processes

Uvod

Neurologické poruchy su Stvrtou najcastejSou pri¢inou smrti na Slovensku, ktord sposobila
cez 2530 umrti v roku 2019. Podl'a databazy GHDx je Alzheimerova choroba spolu s inymi
demenciami zodpovedna za 77,4% tejto imrtnosti (1). Odhaduje sa, Ze na svete pribudne novy
pripad kazdé tri sekundy (2). VaicSina opatrovatelov, ktori sa staraju o pacientov
S Alzheimerovou chorobou st rodinny prisluSnici trpiaci znacnymi emo¢nymi a fyzickymi
tazkostami, a to ma na tieto osoby ni¢ivy vplyv. Zdravotna starostlivost o pacientov
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s Alzheimerovou chorobou je navySe vel'mi nakladnd, preto sa povazuje za jednu z najdrahSich
chorob na svete (3).

Alzheimerova choroba je neurodegenerativne ochorenie s multifaktoridlnou etioldgiou,
zalozené na genetickych aj environmentéalnych rizikovych faktoroch, ktoré ovplyviiuje mozog.
Mnoho epidemiologickych $tadii naznacuje, Zze jednym z faktorov, ktoré¢ vyznamne zvysuju
riziko Alzheimerovej choroby, je obezita (4). Obézni pacienti maju nedostatky v uceni, pamati
a kognitivhom vnimani v porovnani s pacientmi, ktori nie su obézni (5). Aj ked’ existuje
niekol’ko Studii, ktoré su v rozpore stymito zisteniami (6), vac¢Sina publikacii naznacuje,
Ze obezita ma negativny vplyv na neurodegenerativne choroby.

Vplyv érevného mikrobiomu na centrdlny nervovy systém

Existuju zistenia, ze obezita zvySuje riziko Alzheimerovej choroby nezavisle od sprievodnych
javov, ako je hypertenzia, dyslipidémia, cukrovka a iné (4). Toto naznacuje existenciu d’alSich
mechanizmov, pomocou ktorych obezita ovplyviiuje vyvoj ochorenia. Je zname, ze Specificky
typ ¢revného mikrobidému je spojeny s obezitou, a stale narastd pocet Studii, ktoré skimaja
potencialny vplyv érevnych mikrobiomov na centralny nervovy systém (CNS) (7). Studie
na zvieratach preukazali, ze bezmikrébové (GF; angl. germ-free) mysi mali v porovnani
s mySami s normalnym ¢revnym mikrobiémom zvySenu motoricku aktivitu a znizené uzkostné
spravanie. Okrem toho sa tento fenotyp normalizoval po kolonizacii GF mysi normélnymi
mikrébmi. Po kolonizacii GF mysi bolo ich spravanie viac podobné mySiam s normalnym
mikrobiomom. Tento experiment potvrdzuje, Ze ¢revnd mikroflora méze ovplyvnit' vyvoj
mozgu cicavcov a nasledne ich spravanie v dospelosti (8).

Stadia Bruce-Keller a kol. poskytla jasnejiu odpoved’ na to, ako érevny mikrobiom asociovany
s obezitou poskodzuje CNS (Obr. 1). Boli pripravené dve skupiny mysi rovnakého pdvodu.
Jedna skupina mysi bola kolonizovana ¢revnou mikroflérou od jedincov chovanych na diéte
s vysokym obsahom tukov (HFD; angl. High-Fat Diet). Druht skupinu tvorili mysi
kolonizované mikrobidmom ziskanym od jedincov chovanych na kontrolnej diéte.
Po 3 tyzdiioch sa sledovali fenotypické rozdiely, medzi tymito dvoma skupinami. Ukazalo sa,
7ze mySi kolonizované s HFD asociovanou mikroflorou mali vyznamne poskodené
prieskumnicke, kognitivne a stereotypné spravanie. Toto je prvy experiment, ktory
demonstruje, Ze ¢revna mikroflora asociovand s HFD diétou poSkodzuje fyzioldgiu a funkciu
mozgu nezavisle od obezity. MySiam totiZ nebola nijakym spdésobom pozmenend strava
a nebola u nich pritomna adipozita, ¢i metabolicky syndrom (9).
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Obr. 1 Schéma experimentu so $tudie Bruce-Keller a kol.
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Transplantacia mikrobiomu asociovaného so stravou s vysokym obsahom tukov (HFD; angl.
High-Fat Diet) sposobila vyznamné narusenie prieskumného, kognitivneho a sterecotypného
spravania mysi v porovnani s mySami, ktoré boli chované na kontrolnej diéte (CD; angl.
Control Diet).

Aj ked’ sa potvrdilo, ze ¢revny mikrobiom ovplyviiuje CNS, mechanizmus, ktorym baktérie
ovplyviiujui spravanie hostitel’a, je stale nejasny. V tejto suvislosti bolo popisanych niekol’ko
teorii, na ich overenie su vSak potrebné d’alsie studie.

Priama interakcia s CNS

Jednou zteorii je, Ze dochddza k priamej interakcii ¢revnej mikroflory s CNS hostitel'a
prostrednictvom nervus vagus, ktory priamo spaja ¢ast’ creva s mozgom. Zistilo sa, ze baktérie
syntetizuji neuroaktivne latky, ako katecholaminy, histamin ainé zlozky, ktoré dokazu
uvedenou drahou stimulovat’ neurofyzioldgiu hostitel'a. Baktérie vSak dokazu tieto latky nielen
produkovat’, ale aj rozpoznavat, ¢o naznaCuje ze by mohlo dochadzat’ k obojsmernej
komunikacii medzi hostitel'om a mikroflérou. To by znamenalo, ze mikrofléra ovplyviiuje
hostitel’a, a hostitel méze ovplyvnit’ mikrofloru (10).

Extracelularne amyloidové proteiny

Amyloidy st proteinové agregaty, so Strukturou B-skladané¢ho listu. St tvorené amyloidnymi
vldknami, ktoré vznikli ako désledok nevhodného poskladania proteinov. Bolo popisanych viac
nez 60 proteinov, ktoré vytvaraju amyloidné vlakna (11). Ukazalo sa, ze viaceré z nich maja
vV l'udskom organizme urcita funkciu, ako napriklad ochrana melanocytov pred toxicitou.
Taktiez aj niektoré peptidové hormény maju amyloidom podobna Struktiru pocas
ich uskladiiovania v sekreénych granulach (12). Vo viacerych $tudiach bola akumuléacia
amyloidnych vlakien v niektorych organoch, asociovand s neurodegenerativnymi poruchami,
vratane Alzheimerovej choroby (Obr. 2) (12-14). Zistilo sa, Ze aj baktérie, ktoré sa vyskytuju
v Tudskom trdviacom trakte, produkuji extracelularne amyloidné proteiny, ktoré
su biochemicky podobné amyloidnym Struktiram asociovanym s neurodegenerativnymi
ochoreniami. Zistilo sa, ze baktérie, ktoré¢ sa vyskytuju v 'udskom zazivacom trakte, tiez
produkuju extracelularne amyloidné proteiny, ktoré st biochemicky podobné amyloidnym
Struktiram asociovanym s neurodegenerativnymi chorobami. Amyloidy boli detekované
v prirodzene sa vyskytujucich bakterialnych populaciach Proteobacteria, Bacteriodetes,
Chloroflexi, Actinobacteria a Firmicutes (13). V baktériach tieto proteiny sluzia
ako molekularne leSenia, ktoré drzia baktérie pohromade a hraji ulohu pri tvorbe biofilmu,
napr. extracelularny amyloidovy protein zvany Curli, produkovany v Escherichia coli (15).
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Obr. 2 Neuropatologické inaky Alzheimerovej choroby. Post-mortem
Bielschowského sfarbenie strieborného frontalneho kortexu od pacienta s Alzheimerovou chorobou,
ktoré ukazuje pritomnost’ neuritického amyloidového plaku (Sipka) (14).
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Zda sa, ze bakteridln amyloidy by mohli indukovat’ neurodegeneraciu v 'udskom organizme
viacerymi mechanizmami. Jednym z nich je tzv. cross-seeding (16). Ide o schopnost’ amyloidov
vytvarat’ akési semienka, pomocou ktorych sa dokazu sirit’ do novych tkaniv a tu sa nésledne
mnozia. Takymto spésobom by mohli amyloidy indukovat’ misfolding neuralnych proteinov
a nasledne rozvoj Alzheimerovej choroby (17).

Zapal

Aktivacia imunity a vznik zapalu st asociované takmer so vSetkymi neurodegenerativnymi
ochoreniami. Mnoh¢é $tadie dokonca naznacuju, ze zapal ma kauzalnu ulohu v patogenéze
Alzheimerovej choroby (18). V stadii Bruce-Keller akol. kde sa skamal vplyv HFD
asociovaného mikrobidému na mysiach, sa ukézalo, Ze tento typ mikrobidomu zvySuje systémovy
a mozgovy zapal. Zistilo sa, ze doslo k nadexpresii Toll-Like Receptora 2 (TLR2)
v lymfocytoch (9). TLR ma délezita Gilohu pri ochrane hostitel’a pred invaziou mikrobov. Stadie
naznacujl, ze komplex TLR2/TLR1 dokaze rozpoznat amyloidy produkované zastupcami
z rodov Firmicutes, Bacteroidetes a Proteobacteria. Aktivacia mikroglialneho TLR2 indukuje
produkciu cytokinov, zapal, fagocytézu a vrodenu imunitnt odpoved’, ktoré priamo ovplyviiuju
homoeostazu CNS a spust'aju neuropatologiu (19). Je pozoruhodné, ze sa zvySuja prave hladiny
prozapalovych cytokinov IL-17A a IL-22, ¢o st rovnaké cytokiny, aké st ¢asto asociované
s Alzheimerovou chorobou (20).

Protektivny ucinok diéty pri prevencii Alzheimerovej choroby

V sucasnosti je dobre zndme, ze strava ma dolezit ulohu pri tvarovani ¢revného mikrobiomu.
Roézne stravovacie navyky, respektive pristup k potravindm, sposobujii vyznamné rozdiely
v taxonomickej kompozicii ¢revného mikrobiomu medzi niektorymi populaciami (21). Viaceré
epidemiologické stadie naznacuju, ze urcité typy diéty maju protektivny uc¢inkom na kognitivne
vnimanie a zniZuju riziko demencie. Zistilo sa, Ze diéta znizujuca krvny tlak (DASH; angl.
Dietary Approaches to Stop Hypertension) a diéta stredomorského typu boli asociované
s mens$im stupiom rozpadu kognitivneho vnimania u star§ich pacientov (22). Preto bola
vytvorena  hybridna  di¢ta (MIND; angl. Mediterranean-DASH Intervention
for Neurodegenerative Delay), ktora kombinuje stredomorskti a DASH diétu. MIND diéta
obsahuje zlozky, ktoré boli asociované s neuroprotektivnym ucinkom a prevenciou demencie.
Vysledkom bolo, Ze MIND diéta vyznamne zniZila vyskyt kognitivnych portch a riziko AD
(23). Zatial' nebol popisany mikrobiom asociovany s MIND diétou, no viaceré Studie
sa zameriavaju na Studium stredomorskej diéty, ktora bola tieZ spojend s niz$im rizikom
Alzheimerovej choroby. Tieto Stidie naznacuji, Ze stredomorska diéta podporuje vznik
mikrobiomu, ktory ma pre l'udsky organizmus zdravotné benefity (21). Na zaklade tychto
vysledkov predpokladame, zZe aj MIND diéta podporuje zlozenie mikrobiomu, ktory urcitym
spOsobom znizuje riziko Alzheimerovej choroby.

Zaver

Alzheimerova choroba je pomerne ¢asté ochorenie, ktoré prinasa mnoho komplikacii nielen
pre samotnych pacientov, ale aj pre rodinnych prislusnikov a ich finanény rozpocet. Preto sa
tomuto ochoreniu venuje velka pozornost’ a vedci sa pokuSajii vyvinit' nové terapeutické
pristupy. Z poznatkov uvedenych v tejto praci vyplyva, ze urcité typy stravovania su spojené
S konkrétnym ¢revnym mikrobiomom, ktory méze mat’ vplyv na CNS. Bolo opisanych viacero
mechanizmov, ako moézu baktérie zapri¢init neuropatologiu, napr. priama interakcia
s hostitel'skym CNS, produkcia amyloidnych proteinov alebo stimuldcia zapalu. Na zéklade
tychto zisteni by modulécia ¢revnej mikrobioty prostrednictvom stravovacich pristupov,
intervencie probiotik alebo antibiotik ¢i transplantacia fekalneho mikrobiomu mohli znizit
prevalenciu a zavaznost’ Alzheimerovej choroby.
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VPLYV BETANINU NA IMUNOREAKTIVITU
KATALAZY V CYTOPLAZME HEPATOCYTOV
PRI ISCHEMICKO-REPERFUZNOM
POSKODENI JEJUNA

(Effect of betanin on the catalase-immunoreactivity of hepatocytes
after jejunal ischemia-reperfusion injury)
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Suhrn

Ischemicko-reperfizne poskodenie (IRP) jejina vedie ku priamemu poskodeniu jeho
morfoldgie, ale méze indukovat’ zmeny aj vo vzdialenych organoch ako je pecen. Ciel'om nasej
imunohistochemickej stadie bolo posudenie vplyvu prirodného antioxidantu betaninu
na populdciu imunoreaktivnych katalaza-pozitivnych (CAT) hepatocytov po IRP jejuna.
Potkany kmena Wistar (n=42) boli rozdelené do 2 skupin — B skupina s aplikaciou betaninu
pred IRP askupina A bez aplikacie betaninu s IRP. Po navodeni 1 h ischémie nasledovala
reperfizna peridda s odberom bioptickych vzoriek pecene po 1,4 a 24 h reperfuzie. Vysledky
naSich analyz preukézali kvantitativne signifikantné zvySenie poctu CAT-pozitivnych
imunoreaktivnych hepatocytov vo vSetkych A skupinach s IRP jejiina bez aplikécie betaninu,
pricom signifikantne najvyraznejSi kvantitativny rozdiel sme detegovali pri vzdjomnom
medziskupinovom porovnani oboch sledovanych experimentalnych skupin po 4 hodinach
reperfuzie (p<0.01). Na zaklade vysledkov naSich analyz usudzujeme, Ze parenteralna
i.p. aplikacia antioxidantu betaninu pred ischémiou a reperfuziou jejina popri protektivnom
efekte na mikroskopick Struktiru peceniového parenchymu, mé potencial pozitivnej modulacie
a pravdepodobne  stabilizdcie  antioxida¢nej  kapacity = hepatocytov s ohl'adom
na cytoplazmaticku expresiu katalazy.

Krucové slova
ischemicko-reperfuzne poskodenie, potkan, pecen, betanin, katalaza

Summary

Ischemia-reperfusion injury (IRI) of jejunum leads to direct damage of its structure along with
pathological changes in vital distant organs, such as liver. The aim of our immunohistochemical
study was to determine effect of betanin antioxidant on catalase CAT-positive immunoreactive
hepatocytes after jejunal IRI. Wistar rats (n=42) were used and divided into 2 groups - B group
with betanin pretreatment before IRI and group A without pretreatment with IRI. After 1 hour
of ischemia ensued reperfusion period with collection of liver biopsies after 1%, 4" and 24" h
of reperfusion. Selective immunohistochemical parameters were evaluated and then statistically
analyzed. The results of our analyzes showed a quantitatively significant increase in the number
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of CAT-positive immunoreactive hepatocytes in all A groups with jejunal IRP without betanin
application. The most prominent significant quantitative difference was detected
in the intergroup comparison of both experimental groups after 4 hours of reperfusion (p<0.01).
Based on the results of our analyzes, we conclude that parenteral i.p. application of the
antioxidant betanin before ischemia and reperfusion of jejunum in addition to a protective effect
on the liver parenchyma architecture had the potential to positively modulate as well as possibly
stabilize the antioxidant capacity of hepatocytes with respect to cytoplasmic expression
of catalase.

Keywords
ischemia-reperfusion injury, rat, liver, betanin, catalase

Uvod

Ischemicko-reperfizne poskodenie (IRP) tenkého ¢reva za experimentidlnych podmienok
ma potencidl indukovat’ zmeny aj vo vzdialenych vitdlne dolezitych orgénoch. Primarne
poskodeny organ — tenké Crevo je z patofyziologického hladiska vyznamnym spustacom
systémovej zapalovej odpovede, pricom v poskodenych organoch sa spustaju zékonite nalezité
regeneracné prip. reparacné procesy ako snaha o obnovu tkanivovej homeostazy (1,2,3). R6zne
experimentalne postupy obmedzit’ celkové poskodenie indukované ischémiou a naslednou
reperfuziou sa zameriava predovSetkym na periddu reperfuzie, pocas ktorej dochadza
k nadprodukecii reaktivnych foriem kyslika (ROS) a dusika (RNS), pri¢om sa vyraznou mierou
uplatnuje aj aktivita antioxida¢nych enzymov ako napr. katalazy. Katalaza (CAT) je kI'iCovym
antioxidacnym enzymom a dolezitym mediatorom reakcii v obrane proti starnutiu,
pred oxida¢nym stresom, toxickymi zli€eninami a poskodeniu jadrovej DNA. Cielom nasSe;j
imunohistochemickej S$tudie bolo postdenie vplyvu betaninu, prirodného antioxidantu
na imunoreaktivitu enzymu katalazy v cytoplazme peceniovych buniek po IRP jejina.

Material a metody

V experimente boli pouZité potkany kmefia Wistar (n=42) &' s hmotnost'ou 250-350 g. Zvierata
boli rozdelené do 2 skupin - skupina, ktorej bol aplikovany betanin (skupina B) a kontrolna
skupina bez aplikéacie betaninu (skupina A). Skupine B bol aplikovany parenterdlne vodny
roztok betaninu (50 mg/kg v sterilnom fyziologickom roztoku ako vehikula i.p.) 30 min
pred 1 h ischémiou. Ischémia bola navodena okliziou a.mesenterica cranialis atraumatickou
cievnou svorkou. Po jej odstraneni nasledovala reperfiizna peridda v trvani 1, 4 a 24 h. Rovnaky
postup bol vykonany na skupine A, s pouZzitim sterilného fyziologického roztoku bez betaninu.
Po uplynuti ¢asu reperfizie boli odobraté bioptické vzorky parenchymu pecene (lobus hepatis
dexter medialis). Biopsie boli fixované v 4% paraformaldehyde, zaliate do paraplastu
a narezané na 4-5 pm hrubé rezy.

Populacie buniek pozitivnych na katalazu (anti-CAT, Thermo Scientific, 1:100) boli ofarbené
metodou fluorescencného imunofarbenia pouzitim sekundarnej protiladtky znacenej pomocou
fluorescein izotiokyanatu — FITC (Alexa Fluor 488, Abcam, 1:300). Vzorky boli nasledne
trikrat preplachnuté vo fosfaitovom pufri a prekryté fluorescenénym médiom (H-1200,
VECTASHIELD s DAPI, Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA). Pozitivne bunky boli
hodnotené na 1 mm? pe¢efiového parenchymu z 10 ndhodne vybranych klasickych pecetiovych
lalo¢ikov (lobulus hepaticus) v jednom histologickom reze. Na fluorescenénom mikroskope
Leica DM2500 s ultrafialovym a FITC filtrom bolo pri hodnoteni pouzité zviacSenie 400x.
Vsetky bunky s pozitivnou cytoplazmou (vo forme jemného granulatu so zlto-zelenou
fluorescenciou) boli poc€itané s pouzitim softvéru Leica Industrial analyzujuceho snimky.
Statisticka analyza bola vykonana pomocou programu GraphPad In-Stat verzia 3.01 (GraphPad
Software, San Diego, CA). Kvantitativne vysledky boli hodnotené pomocou one-way ANOVA
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testu a Tukey-Kramer post-hoc testom. Semikvantitativne vysledky boli hodnotené pomocou
neparametrického ANOVA testu Kruskal-Wallis a neparametrickym Dunnovym post-hoc
testom. Vysledky boli vyjadrené ako aritmeticky priemer (M) + Standardna chyba merania
(SEM). Hodnoty p mensie ako 0,05 sa povazovali za Statisticky vyznamné.

Vysledky

Pozitivita na katalazu v cytoplazme hepatocytov mala v obraze fluorescenéného mikroskopu
mala konStantne charakter jemného fluoreskujiiceho Zlto-zeleného granulatu s homogénnou
distribiciou v okoli bunkového jadra (Obr.1b). Analyzovand populacia CAT-pozitivnych
hepatocytov (Obr.la-c) naznacuje, Ze i.p. podany antioxidant betanin signifikantne zredukoval
kvantitativne celkovu uroven pozitivity cytoplazmy tejto populacie buniek v parenchyme
pecene vV prvej (Al vs. B1 **p<0.01) a Stvrtej (A4 vs. B4 **p<0.01) postreperfiznej hodine.
Aj po 24. hodinach od spustenia reperfuzie bola v B skupine populdcia CAT-pozitivnych
pecenovych buniek numericky stale nizsia ako v skupine A (508.6 + 26.9 vs. 522.2 + 35.27).
Vnutroskupinovo bol pozorovany signifikantny rozdiel v experimentalnej B skupine (B1 vs.
B24 **p<0.01), kedy boli hodnoty CAT-pozitivnych buniek v prvej hodine vyrazne niZSie.
To, spolu so signifikantnymi interskupinovymi rozdielmi v skorSich hodinach reperfuzie,
naznacuje, ze betanin mal pravdepodobne imunoatenuacny efekt prave v skorej faze
postreperfuzneho procesu, ¢o sme potvrdili naSou analyzou celkovej CAT-imunoreaktivity
cytoplazmy hepatocytov.
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Obr. 1 Graficky panel zobrazujici imunocytofluorescenéni analyzu CAT-pozitivnej populacie
buniek v parenchyme pecene. Reprezentativne mikrofotografie zobrazujuce CAT-pozitivne bunky
v peCenovom lal6¢iku v jednotlivych experimentalnych skupinach v jednotlivych sledovanych
casovych intervaloch (mierka: 50 um, zvdcsenie: 400x). V pravom rohu - vyrez s detailom CAT-
pozitivnych  buniek v  sledovanych experimentdlnych skupiniach (zvécSenie:  1000x).
Imunofluorescenéné znacenie primarnou protilatkou anti-CAT abunkové jadra boli dofarbené
fluorescencnym jadrovym farbivom DAPI.
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Diskusia

Do celkového obrazu protektivneho ako aj protizdpalového efektu betaninu, ktory sme
zaznamenali v naSich predchadzajtcich analyzach (2,3,4) prispievaji aj kvantitativne zmeny
v bunkovej populacii obsahujicej antioxidativny enzym katalaza (CAT). Ulohou CAT, ako
jedného z hlavnych endogénnych antioxidantov, je rozklad H2O> na vodu a oxid uhli¢ity, ¢im
znizuje oxidacnu zataz peceniového parenchymu po reperfizii. Antioxidacny efekt tohto
enzymu v procese IRP pecene bol v minulosti preukazany po experimentalnom podani u mysi
(5). V naSom experimentalnom modeli sa ukazalo, ze v skorSich fazach reperfuzie (1. a 4.
hodina) zmiernil betanin prozapalovu odpoved’ natol’ko, ze produkcia enzymu, a tym padom
CAT-pozitivnych buniek, bola vyrazne zniZzena oproti skupine bez aplikacie betaninu s IRP.
Tieto data koreluju aj s vysledkami prezentovanymi Chen a kol. (6), ktori preukézali, ze po IRP
pecene dochddza az ku trojndsobnému zvysSeniu transkripcie a dvojnasobnému zvysSeniu
translacie katalazy. To je viditeI'né v skupine A, kde je po¢et CAT-pozitivnych buniek vyrazne
zvyseny oproti skupine B, kde betanin ako potentny antioxidant pravdepodobne vychytal
vzniknuté reaktivne intermediaty kyslika prip. aj dusika.

Zaver

Na zaklade vysledkov naSich analyz usudzujeme, Ze 1.p. aplikacia antioxidantu betaninu pred
spustenim ischémie a reperfizie jejina popri protektivnom efekte na Struktiru pecene,
stabilizacie irovne bunkovej proliferacie, modulacii urovne zapalovej odpovede ma potencial
vyrazne ,,$etrit** kapacitu antioxida¢nych enzymov v cytoplazme hepatocytov.
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Suhrn

Spankové apnoe predstavuje vyznamny rizikovy faktor vaskularnych ochoreni. Dyslipidémiu
je mozné povazovat’ za jeden z najvyznamnejSich mechanizmov spajajucich spankové apnoe
so vznikom cievnych ochoreni. Cielom naSej Stadie bolo vyhodnotit’ prevalenciu lipidovych
abnormalit u pacientov so spankovymi poruchami dychania so zameranim sa na malé denzné
HDL subfrakcie vyuzitim analyzy pomocou Lipoprint HDL systému. Do s$tadie bolo
zahrnutych 15 pacientov so spankovymi poruchami dychania a 16 zdravych kontrol. Zistili
sme, Ze pacienti mali hladiny celkového cholesterolu, LDL-cholesterolu a triacylglycerolov
signifikantne vyssie oproti zdravym kontrolam. Hladiny HDL cholesterolu boli u nich naopak
signifikantne nizS§ie. Z HDL subfrakcii mali pacienti signifikantne nizS§ie hladiny anti-
aterogénnych velkych HDL subfrakcii a signifikantne vysSie hladiny aterogénnych malych
denznych HDL subfrakcii. Abnormality v hladinach lipoproteinov u pacientov so syndromom
spankového apnoe mozu viest’ u predisponovanych jedincov k urychleniu aterosklerotického
procesu a predstavuju tak vyznamny rizikovy faktorov vzniku vaskularnych ochoreni.

KPacové slova
spankové apnoe, dyslipoproteinémia, HDL subfrakcie

Summary

Sleep apnea is a significant risk factor for vascular disease. Dyslipidemia can be considered
as one of the most important mechanisms linking sleep apnea with the development of vascular
diseases. The aim of our study was to evaluate the prevalence of lipid abnormalities in patients
with sleep-disordered breathing, focusing on small dense HDL subfractions using analysis
of the Lipoprint HDL system. The study included 15 subjects with sleep-disordered breathing
and 16 healthy controls. We found that patients had significantly higher total cholesterol, LDL-
cholesterol and triacylglycerols compared to healthy controls. HDL cholesterol was
significantly lower in patient’s group. Of the HDL subfractions, patients had significantly lower
levels of anti-atherogenic large HDL subfractions and significantly higher levels of atherogenic
small dense HDL subfractions. Abnormalities in lipoprotein levels in patients with sleep apnea
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syndrome can lead to an acceleration of the atherosclerotic process in predisposed individuals
and thus represent a significant risk factor for vascular disease.

Keywords
sleep apnoe, dyslipoproteinemia, HDL subfractions

Uvod

Obstrukéné spankové apnoe (OSA), predstavuje najcastejSiu poruchu spanku, ktord sa spaja
so zvySenym rizikom vzniku kardiovaskularnych ochoreni a zvySenou vaskuldrnou morbiditou
(1). Pocas OSA sa opakovane Ciastocne alebo kompletne uzatvaraji horné dychacie cesty,
¢o vedie ku hypopnoickym alebo apnoickym pauzdm. VzhI'adom na obstrukciu dychacich ciest
sa pocas respiracné¢ho usilia zvySuje intratorakalny tlak. Uvedené mechanizmy maju za
nasledok fragmentaciu spanku a intermitentni hypoxiu (2). Doposial nebolo jednoznacne
vysvetlené akymi patofyziologickymi mechanizmami vedie OSA k vzniku cievnych ochoreni.
Z doteraz publikovanych préc je znama asocidcia intermitentnej hypoxie so Sirokym spektrom
patologickych procesov, akymi st endotelidlna dysfunkcia, aktiviacia sympatikového
nervového systému, systémova zapalova reakcia, porucha metabolizmu glukézy a lipidov (3).
Dyslipidémia, definovand ako nadmerné zvySenie hladiny celkového cholesterolu alebo
triglyceridov, s alebo bez suc¢asného znizenia hladiny lipoproteinov s vysokou denzitou (HDL),
vedie u predisponovanych jedincov k urychleniu aterosklerotického procesu a predstavuje tak
jeden z najvyznamnejsich rizikovych faktorov vzniku vaskularnych ochoreni (4,5). Dodnes sice
nie je zname, akl ulohu zohrava OSA pri vzniku dyslipidémie, z najnovSich studii vSak
pribidaju dokazy o nezévislej asocidcii intermitentnej hypoxie s dyslipidémiou. To vedie
k ndzorom, Ze zvySené riziko vzniku vaskularnych ochoreni u pacientov s OSA by mohlo byt
sCasti sposobené prave poruchami metabolizmu lipidov v doésledku intermitentnej hypoxie
(6,7).

Rizikovym faktorom vzniku ateroskler6zy mézu byt aterogénne subpopulacie lipoproteinov
v plazme. Napriek tomu, Ze sa aterogénne lipoproteinové subfrakcie objavuji v krvi vo vel'mi
nizkych koncentraciach, mozu viest’ k naruseniu integrity steny cievy a endotelovej dysfunkcii
(8). Identifikovat’ a kvantifikovat' aterogénne a neaterogénne lipoproteinové subfrakcie
v plazme, vratane malych denznych HDL subfrakcii umoZnuje -elektroforéza
na polyakrylamidovom géli (systém Lipoprint, Quantimetrix corp., Redondo Beach, CA, USA).
Systém Lipoprint HDL identifikuje 10 subfrakcii HDL cholesterolu: vel'ké subfrakcie HDL1-
3; stredné subfrakcie HDL4-7 a malé subfrakcie HDL8-10 (aterogénne) (9,10). Malé denzné
HDL subfrakcie su aterogénne kvoli nizkemu rozpoznaniu receptormi, zvySenej schopnosti
oxidacie a acetylacie, l'ahSiemu prenikaniu do subendotelového priestoru a tvorbe
cholesterolovych depozitov (11). Lipoproteiny HDL sa vSeobecne povazuji za ochrannu
antiaterogénnu sucast’ plazmatickych lipoproteinov, avSak nie vSetky HDL subfrakcie vykazuju
tuto protektivnu funkciu.

Cielom tejto stadie bolo vyhodnotit’ prevalenciu lipidovych abnormalit u pacientov
so spankovymi poruchami dychania so zameranim sa na malé denzné HDL subfrakcie vyuzitim
analyzy pomocou Lipoprint HDL systému.

Material a metody

Vzorky krvnej plazmy sme ziskali od 16 zdravych dobrovolnikov (priemerny vek 30,44 + 5,7
rokov) al5 pacientov s polysomnograficky potvrdenou spankovou poruchou dychania
(priemerny vek 41,13 + 12,21 rokov). Exkliznym kritériom bolo u pacientov akékol'vek iné
zname chronické ochorenie a uzivanie akejkol'vek medikacie. VSetci jedinci zahrnuti do Studie
podpisali informovany suhlas s projektom.
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Plazma

Vzorky krvi s antikoagulantom EDTA (etyléndiamintetraoctova kyselina) boli centrifugované
po dobu 5 min. pri 1200 x g, pri 4°C. Plazma bola uskladnena pri -80°C a pouzita na stanovenie
HDL-subfrakeii.

Stanovenie lipoproteinovych subfrakcii

HDL  subfrakcie  lipoproteinov ~ vplazme  sme  analyzovali  elektroforézou
na polyakrylamidovom géli systtmom Lipoprint (Quantimetrix corp., Redondo Beach, CA,
USA) podra instrukcii vyrobcu.

Statistické vyhodnotenie vysledkov

Statisticka analyza bola vykonana pomocou SPSS ver. 18 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Nase
vysledky su vyjadrené ako priemer + Standardna odchylka (SD). Na porovnanie skupin
parametrov sme pouzili Studentov neparovy t test. Hladina vyznamnosti bola nastavena
na hodnotu P <0,05.

Vysledky

V nasej praci sme sa zamerali na jeden z patomechanizmov, ktoré potencidlne spéjaju syndrom
spankového apnoe so vznikom cievnych ochoreni. V skupine pacientov - jedincov s potvrdenou
spankovou poruchou dychania, sme sledovali hladiny malych denznych HDL subfrakcii,
0 ktorych sa predpoklada, ze maju aterogénne vlastnosti.

Dobrovol'nici Vv kontrolnej skupine mali vSetky sledované lipidové parametre signifikantne
nizsie oproti jedincom v skupine pacienti, okrem HDL cholesterolu, ktory bol v kontrolnej
skupine signifikantne vys$si (Tab.1).

Kontrol Pacienti
mmol/Il (n:16)y (n=15) P
TCH 437+ 0,64 5,30+ 0,98 0,0017
LDL 2,73 £0,65 4,01 +0,82 >0,0001
HDL 1.65+0,27 1,21 £ 0,39 0,0009
TAG 0,89 + 0,38 1,97 £ 0,58 0,0000
vek (roky) | 30,44 +0,64 | 42,13+ 12,21 0,0017

Tab.1 Lipidové parametre a vek dobrovoPnikov v skupine kontrol av skupine pacientov
Vysledky st vyjadrené ako priemer + Standardna odchylka (SD); P — Statisticka hladina vyznamnosti;
TCH — celkovy cholesterol, LDL — lipoproteiny s nizkou hustotou, HDL — lipoproteiny s vysokou
hustotou, TAG — triacylglyceroly

Na analyzu HDL subfrakcii sme pouzili ich elektroforetické delenie systémom Lipoprint
(Quantimetrix, Ca, USA) (obr.1). Vel'ké HDL subfrakcie 1-3 st povazované za anti-aterogénne
subfrakcie a malé denzné HDL subfrakcie 8-10 su povazované za pro-aterogénne subfrakcie.
O vlastnostiach stredne vel'’kych HDL subfrakcii 4-7 sa stale vedie diskusia.

Porovnanim hladin jednotlivych HDL subfrakcii medzi kontrolami a pacientami (Tab.2) sme
zistili signifikantné znizenie protektivnych velkych HDL subfrakcii v skupine pacientov
S0 spankovymi poruchami dychania oproti kontroldm. Na druhe;j strane, hladina aterogénnych,
malych, denznych subfrakcii HDL-10 bola u pacientov so syndromom spankového apnoe
signifikantne zvysena. Hladina strednych subfrakcii nebola signifikantne odlisna medzi oboma
skupinami.
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SAMPLE: Quantimetrix LIPOPRINT® SYSTEM
VLDL HDL Subfractions Albumin
+
LOL 1 2 3)4 5 6 7 8 9 10
i A
area % 2 7 5 11 18 3 9 9 7
Lano Intermediate Small
area % 1 69 15
chol. [mg/di] 6 29 6
LO
e | 210 222 s |

HDL Chol (mg/dl) 42 (s 40) Ratlo (SmallLarge)1.07 HI 203
*Reference ranges derived from 123 serum samples that met the NCEP ATPPIII guidelines for desirable lipid status

Obr. 1 Reprezentativny graf HDL subfrakcii analyzovanych Lipoprintovym systémom
(Quantimetrix, Ca, USA). Subfrakcie 1-3 Large — ateroprotektivne, subfrakcie 4-7 Intermediate -

suspektné, subfrakcie 8-10 Small — aterogénne subfrakcie.

Kontrol Pacienti
mg/d| (n:16)y (n=15) P
HDL-1 5,67 +2,55 1,33+0,29 | 0,0014
HDL-2 10,00 + 3,44 3,73+1,89 | 0,0000
HDL-3 9,4 + 3,67 4,07+ 1,08 | 0,0010
HDL-4 8,27 +£3,28 4,47 +2,00 | 0,0007
HDL-5 6,27 + 1,44 547+ 1,77 | 0,1847
HDL-6 11,73 +2,02 | 11,67 +3,62 | 0,9507
HDL-7 4,67 + 0,98 507+1,62 | 0,4205
HDL-8 4,00 = 0,93 447+ 1,55 | 0,3259
HDL-9 2,93 +0,96 3,67+1,72 | 0,1602
HDL-10 1,2+0,37 3,17+ 1,36 | 0,0104

Tab. 2 HDL subfrakcie analyzované sytémom Lipoprint (Quantimetrix, Ca, USA) v skupine
kontrol a pacientov. Vysledky st vyjadrené ako priemer + Standardnd odchylka (SD);
P - Statistick4 hladina vyznamnosti
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Diskusia

Napriek faktu, ze HDL lipoproteinové cCastice sa povazuji za ochranné Castice
pred aterogenézou, nejde o homogénnu lipoproteinovu skupinu. Elektroforézou sa daji rozdelit’
na 10 r6znych subfrakcii. Oravec a kol. (12) navrhli, ze malé HDL subfrakcie (HDL8-10) mézu
mat’ naruSenu funkénost, a ze existuje koreldcia medzi vysSimi hladinami malych HDL 8-10
subfrakcii a aterogénnym lipidovym profilom. V naSom projekte sme zistili, Ze prave najmensie
z tychto subfrakcii - HDL subfrakcie 10 su signifikantne zvysené u jedincov so spankovym
apnoe, o moze vyznamnou mierou prispievat’ k zvySenému riziku vzniku aterosklerdzy
u predisponovanych jedincov. Dokazy z klinickych §tadii o asociacii obStrukéného spankového
apnoe (OSA) s dyslipidémiou st do zna¢nej miery limitované. Neexistuju konzistentné tdaje,
ktoré by naznacovali, ze OSA je rizikovym faktorom pre dyslipidémiu. Protichodné vysledky
boli skuto¢ne pozorované v prierezovych a interven¢nych $tadiach (13). V sulade s nasimi
vysledkami, niektoré Stadie zistili zvySené hladiny triacylglycerolov (14-17) a znizené hladiny
lipoproteinov s vysokou hustotou (HDL) u pacientov s OSA (16-18), zatial ¢o iné Stadie
podobné asocidcie nenasli (19-20). Za zmienku takisto stoji, Ze vacSina §tadii nebola Specidlne
navrhnuta na vyhodnotenie lipidového profilu, a Ze Ziadna Stiidia doteraz nesledovala hladiny
HDL subfrakcii ujedincov so spankovymi poruchami dychania. Na stanovenie
jednoznacnejsich zdverov o vzdjomnych vztahoch medzi uvedenymi chorobnymi procesmi
su preto potrebné d’alSie Studie, ktoré by mali priniest’ nové informacie a dokazy.

Zaver

Abnormality v hladinach lipoproteinov u pacientov so syndromom spankového apnoe mozu
viest’ u predisponovanych jedincov k urychleniu aterosklerotického procesu a predstavuju
tak vyznamny rizikovy faktorov vzniku vaskularnych ochoreni u tychto pacientov.
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